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tratamientos de sequia con PEG.

Figura 36. Contenido de molibdeno en callo irt vifro de hoja 68
cotiledonaria de 4 var. de Phaseolus vulgaris L. bajo
estrés de sequia con PEG.

Figura 37. Contenido de molibdeno en callo in vitro de hoja 68
cotiledonaria ae Phaseoius vulgaris L. en los diferentes
tratamientos de sequia con PEG.

Figura 38. Contenido de fierro en calla in vilro de hoja 70
cotiledonaria de 4 var. de Phaseoius vulgaris L bajo
estrés de sequia con PEG.

Figura 39. Conienido de fierro en callo in vitro de hoja 70
cotiledanaria de Phaseolus vulgaris L. en los diferentes
tratamientos de sequia con PEG.

Figura 40. Contenido de cobre en callo in vitro de hoja 72
catiledenaria de 4 var. de Phaseolus vulgans 1. bajo
estres de sequia con PEG.

Figura 41. Contenido de cabre en callo in vitro de hoja 72
cotiledonaria de Phaseolus vulgaris L. en los diferentes
tratamientos de sequia con PEG.

Figura 42. Contenido de zin¢ en callo in vitro de hoja 74
cotiledonaria de 4 var. de Phaseolus vulgans L. bajo
estres de sequia con PEG.

Figura 43. Contenido de zinc en callo in vitro de hoja 74
cotiledonaria de Phaseolus vulgars L. en los diferentes
tratamientos de sequia con PEG.

Figura 44, Contenido de praolina en callo it vifro de hoja 76

cotiledonaria de 4 var. de Phasecius vulgaris L. bajo
estrés de sequia con PEG.
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Figura 45. Contenido de prolina en callo in vitro de hoja 76
cotiledonaria de Phaseolus vulgans L. en los diferentes
tratamientos de sequia can PEG.

Figura 46. Electroforesis en gel de poliacrilamida-sds de callo 78
in vitro de hoja cotiledonaria de 4 vanedades
Phaseolus vulgaris L. bajo estrés de salinidad .
Carriles: M) Marcadores 1) pinto americano testigo
2) pinto americano NaCl 0.1 M 3) pinto americano NaCl 0.15 M
4) pastilla testiga 5) pastilla NaCl 0.1 M 6) pastilla NaCl 0.15 M
7) flor de mayo testigo 8) flor de mayo NaCl 0.1 M 9) flor de mayo
NaCl 0.15 M 10) flar de junic testigo 11) flor de junio NaCl 0.1 M
y 12) flor de junio NaCl 0.15 M.

Figura 47, Electroforesis en gel de poliacrilamida-sds de callo in vitro
de hoja cotiledonaria de 4 variedades Phaseolus vuigaris L.
bajo estrés de sequia.
Carriles: M) Marcadores 1) pinto americano testigo 80
2) pinto americana PEG 10% 3) pinto americano PEG 15%
4) pastilla testigo 5) pastilla PEG 10% 6) pastilla PEG 5 %
7) flor de mayo testigo 3) flor de mayo PEG 10 % 9) flor de mayo

PEG 13 %10) flor de junio testigo 11) flor de junio PEG 10% y 12)
flor de junio PEG 15%.
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RESUMEN

La salinidad y sequia son algunas de las causas mas impertantes de la pérdida
de tierras agricolas y de la productividad en muchas partes del mundo, siendo la
utilizacion de variedades resistentes de los cullives la solucion econdmicamente
viable a este problema. En este trabajo se utiliza el cultivo de callo in vilro para
estudiar las respuestas celulares a eslos factores de eslrés; separadas de la
respuesta de la planta completa. Para esto, se indujo la farmacian de callo in
vitro de frijol de cuatro variedades: pinto americano, pastilla, flor de mayo y flor
de junio a parlir de diferentes explantes (hipocotilo, hoja cotiledonaria y
cotiledon) de plantulas de frijol obtenidas asépticamente, en dos
concentraciones de 2.4-D (5 y 10 mg/L) en medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962), a un fataperiada de 16 haras y a una temperatura de 26 + 2 °C_ Se
seleccioné el explante de hoja cotiledonaria en |a concentracion de S mg/L de
2,4-D, ya que bajo estas condicicnes se obtiene la mayor cantidad de callo in
vitro. Se realizaron subcultivas de los callos in vitro bajo las condiciones de
estrés. Para el factor salinidad se utilizaron dos concentraciones de cloruro de
sodio (0.1 y 0.15 M) y para sequia dos concentraciones de polietilenglicol (10 Y
15 %). A los callos tratados y a sus respectivos testigas se les realiza un perfil
de minerales por digestidn via seca. De acuerdo con el anélisis de varanza y
comparaciones mutltiples de medias (Zar,1996 ) se encuentran diferencias
altamente significativas (P<0.01) entre las variedades para Ca, Mn, Mo, Na, Fe y
Cu asimismo entre los tratamientos para Na, Mg, Ca, Mn y Zn para el factor de

estrés salinidad; en cuanto a sequia; hemos cbservadc que entre las variedades
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se encuentran diferencias significativas (P<0.01) en Na, K, Mo, Fe, Zn, Mg, Mn y
Cu; y entre tratamientos para Na, Mg, K, Mn, Fe, Cu, Zn y Mo. En Ia
cuantificacidn espectrofotométrica de prolina se encontraron diferencias
significativas (P<0.05) entre las variedades y tratamientos para salinidad y sequia.
En el perfil de proteinas con la técnica de gel de poliacrilamida-sds, se encontré
la presencia de polipeptidos de 25, 28 y 33 kDa en las variedades pinto
americano, pastilla y flor de mayo en el estres de salinidad y en las varnedades
pastilla y flor de junio un polipéptido de 30 kDa en el estrés de sequia. En las
estudios de ultraestructura por microscopio electrdnico de transmision, se
observa sdlo pared celular y escaso citoplasma en las cuatro variedades en

todos los tratamientos.
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ABSTRACT

Salinity and drought are some of the most important reasons for the lost of
cultivable fand and crop yield in many areas of the world, being the utilization of
resistant varieties the economical solution for this problem. In this work the in
witro callus culture to study the cell responses to these stress factors apart from
the whole plant. For this, the formation of callus from four varieties of bean (pinto
americano, pastilla, flor de mayo and flor de junia) was induced in vitra fram
different aesceptically cbtained seedling explants (hypocotyl, cotyledenary leaf
and catyledon) under two cancentrations of 2.4-0 (5 and 10 mg/L) in culture
medium of Murashige and Skoog (1962) with a 16 h light photoperiod and a
temperature of 26+2 °C. An explant from cotyledonary feaf was selected under
the 5 mg/L cancentration of 2 4-D because under these conditians the highest
cuantity of callus in vifro was obtained. Subcultures of the in vifro callus were
obtained under the stress conditions. For the salinity stress two concentrations
of sadium chionde (0.1 and 0.15 M} were utilized while for the drought stress
two concentration of polyetylene glycol (10 and 15%) were applied. A mineral
profile was realized to the treated calii and their respective controls trough dry
digestion (ACAC, 1991 by EEP-ICP). Accarding to the analysis of variance and
the multiple mean comparisson technique (Zar, 1996) highly significant
differences (p<0.01) were found amagng varieties for Ca, Mn, Mo, Na, Fe and Cu
and among treatments for Na, Mg, Ca, Mn and Zn for the saiinity stress factor.
For the drought stress, we observed high significant differences among vaneties

(p=<0.01) for Na. K, Mo, Fe, Mg, Mn and Cu and among treaiments for Na, Mg,

3
FACULTAD DE CIENGIAS BIOLOGICAS. UANL. 2001 ABSTRACT



Cultva de callg in vitre como una attemative para evalusr resistencia a vafingad y sequia en frjol Maria Luisa Caroenas Avla

K. Mn, Fe, Cu, Zn and Mo In the spectrophotometric quantification significant
differences (p<0.05) were observed among varieties and treatments for salinity
and drought. [n the polyacrilamide gel protein profile the presence of three
polypeptides of 25, 28 and 33 kDa were observed in the varieties pinto
americang, pastilla and flor de mayo in the salinity stress and in the varieties
pastilla and flor de junio a 30 kDa polypeptide was observed in the draught
stress. The ultrastructural study under the transmission efectron microscope
only cell walls and scarce cytoplasm were observed in all treatments of the four

varieties.
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I. INTRODUCCION

En el ambito mundial el frijol (Phaseolus vuigatis L.) se encuentra entre los
cultivos mas importantes por su produccion y aprovechamiento para el consumao
humana y animal asi como en la industria (Aguilera y Robles, 1975, INEGI, 1991,
FAQ, 1992, Foster, 1993, Maiti ef al., 1996, Maiti, 1997),

El establecimiento de las plantulas es uno de los principales problemas en las
regiones semiaridas a causa de una serie de factares relacionados con la semilla
y su ambiente. Observaciones en campo en el Noreste de México mostraron que
la sequia, salinidad y altas temperaturas son los principales problemas que
afectan el establecimiento inicial, de frijol y otros cultivos; por lo que es necesario
el desarrollo de técnicas para la seleccion de gendtipos resistentes a estos
factores de estrés (Maiti, 1996).

Tecnicas como €l cultivo de tejdos se han convertido en una invaluable ayuda en
el campo de la botanica expenmental, pues permite el estudic de problemas
basicos relacionados con el crecimiento y diferenciacion bajo condiciones
altamente reproducibles, en particular, la técnica de cultivo de callo in vilro nos
brinda la oportunidad de estudiar |as respuestas celulares, separadas de la
respuesta de la planta completa. Debido a lo anterior se pretende utilizar esta
herramienta para evaluar las respuestas de frijol a los factores de estrés salinidad

y sequia.

—_————— g
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Il. ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

Existe suficiente informacidn sobre mecanismos de resistencia de frijol a
salinidad y sequia a nivel de plantula, pero hay pocos estudios sobre
determinacidon de nutrimentos, prolina libre, perfil de proteina, anatomia vy
ultraestructura a nivel de callo in vifro, esta investigacion pretende establecer las
bases para evaluar |as respuestas que permitan en un futuro detemminar los

mecanismaos para |a resistencia a éstos factores.

ll. HIPOTESIS

Las variedades de frijol difieren en respuestas bioquimicas y ultraestructurales a
nivel de callo in vitro relacionadas con sus mecanismos de adaptacion a

condiciones de estrés de salinidad y sequia.

= = e —_— 6
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IV. OBJETIVQOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios bioquimicos y ultraestructurales de frijol a nivel de callo in

vifro y su posible relacion con los mecanismos de resistencia a estrés de salinidad

y sequia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seleccidn del explante y establecimiento aseptico del cultivo in vitro,

e Determinar la concentracion de 2,4-D para la induccion de callo i vitro de
las variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L ).

= Observar la respuesta de los callos de frijol obtenidos in vitro a los factores
de estrés de salinidad y sequia.

« Evaluar los efectos de los factores de salinidad y sequia en callos de frijol,
sobre nutrimentos, prolina libre, petfil de proleina y ultraestructura a nivel

de callo in vifro.

- - - — P — |
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V. REVISION DE LITERATURA

SALINIDAD

En las regiones donde la precipitacion pluvial es baja y las temperaturas son
elevadas, existe la tendencia a la acumulacion de sales solubles cerca de la
superficie del suelo; en la época de lluvias las sales son arrastradas a estratas
inferiores del suelo, pero el alta indice de evaporacion de la época de sequia las
retorna a las capas superiores (Sandoval, 1991). La salinidad es una de las
causas mas importantes en la perdida de tierras agricolas y de la productividad en
muchas partes del munde, siendo la utilizacion de variedades resistentes de los
cuitivos la solucién econgmicamente viable a este problema (Flowers et al. , 1977,

Yeo y Flowers, 1980.

EFECTOS DE LA SALINIDAD SOBRE ALGUNAS FUNCIONES
FISIOLOGICAS: Dentro de los eventos que se relacionan con la semilla se
encuentran los que modifican su viabilidad, la mayoria de los trabajos mencionan
una reduccion en la capacidad de germinacion de la semilla sometida a estrés
saling (Pan, 1984, Malibari et af., 1993). Se han realizado estudios sabre el efecto
del NaCl { -1 MPa de presién osmatica) bajo condiciones éptimas de humedad,
encontrando que es mas significativo el efecto sobre crecimiento de la plantula
(reduccian de la acumulacidn de materia seca, la altura de la planta y en el
desarrollc de la raiz) que sobre la tasa de germinacion bajo esas condicicnes
(Cramer et al., 1988, Venter y Van de Venter, 1988). Otros trabajos sobre el efecto

de la salinidad en el crecimiento utilizando soluciones nutritivas para un mejor
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cantrol de las concentraciones salinas, han demostrado, que incrementgs en la
salinidad reducen (@ altura y longitud de la raiz, €l peso especifico de (@ hoja, el
area foliar y la praduccion de materia seca (Mishra ef al. , 1994). Revilla y Canal
(1999) utilizan el cultivo de tejidos comao una herramienta para estudiar los efectos
fisiolégicos de las sales a nivel celular, evitando la complejidad fisioldgica y
estructural de |a planta,

En un estudio, en raiz y cultivo de callo de hipocotilo de Phaseolus vuigars
crecido en MS el suplementada con NaCl 2 M, observaron que la salinidad del
medio en oscuridad suprimid el crecimiento del tejido y reforzé la actividad de la
IAA-oxidase. En subcultivos posteriores en medio de NaCl; K*, Na* y Ca™
aumentaron en &l tejido (Komizerko et al., 1988) citado por Maiti, ef af., (2000).
Al estudiar la regulacion de la homeostasis de Na* y K en plantas y hongos
Quintero, ef al, (1999) realizaron un analisis genético molecular y mencionan
que tanto las células vegetales como las de hongos responden a la impaosicion
de un estrés salino (NaCl) restringienda la entrada de Na’', mejorando la
captacion de K+ y aumentando la capacidad de acumulacion de Na* en (a

vacuola.

Broetto et al, (1995) y Sawires et al. , {(1997) citados por Maiti, et.al., (2000)
informaron respectivamente que en tension-NaCl el tratamiento redujo el
crecimiento relativo y el volumen de proteina, sin embargo el volumen de
prolina fue aumentado y que hubo cambios bioguimicos asociados con la
tension de sal en guisante y cultivo de tejido de frijol. En cuanto a caiio

cultivado en medio de MS can NaCl 0 a 1.2%, indico que ese crecimiento del

— — — . — ——— 9
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callo fue estimulado por NaCl 0.3% pero fue disminuido por niveles de salinidad
mas altos. También se observé que las concentraciones de sodio, los hidratos
de carbono y prolina libre aumentaron con la salinidad creciente, mientras las
concentraciones de K* de callo disminuyeron con el nivel de NaCl. El volumen

de la proteina disminuy6 en callo de P. vulgaris.

Estudios realizados en callos de guisante y frijol muestran que el crecimiento del
callo fue estimulado por NaCl 0.3% pero fue disminuido por niveles de salinidad
mas altos. Las concentraciones de sodio, hidratos de carbono y prolina libre
generalmente aumentaron con salinidad creciente y disminuyd la concentracion

de K en el callo. (Sawires et al., 1997) citado por Maiti, et al., (2000).

EFECTO DE ESTRES DE SALINIDAD SOBRE LA PRODUCCION DE

PROTEINAS

Existen diversas investigaciones acerca de la presencia de proteinas que
intervienen en la tolerancia a la salinidad en diferentes cultivos agricolas donde se
demuestran que la salinidad promueve la sintesis de proteinas especificas de
estrés de salinidad (SSSP, salt stress specific-protein) provocando un aumento
(Levitt, 1972) o una disminucion (Dubey, 1994) en el contenido de proteina total
segun la especie (Hurkman y Tanaka, 1987, Singh ef al., 1985, Ramagopal, 1986,
Singh et al., 1987, Ben-Hayyim ef al., 1989) estos estudios son realizados en
cultivo de tejidos por la facilidad de controlar las variables, ademas de poder

preservar una linea de células resistentes a la salinidad. Singh ef al, (1985)

10
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reportaron que en cultivo de células de tabaco, el procesa de adaptacion celular
al estres osmotico (estrées salino) involucra una alteracion especifica en la
expresion genica de las células adaptadas que induce a sintesis de proteinas
de novo, incluyenda la predominancia de una proteina de 26 kDa, llamada
osmatina. Esta se considera como proteina Unica asociada a células de tabaco
adaptadas a la salinidad (Singh et al,1987). Es interesante decir que la sintesis
de la osmotina ne es inducida por ¢l choque osmdético porque comienza salo
cuando las celulas son adaptadas a NaCl o PEG (Singh et af,, 1985). Se estima
que el papel de la osmotina es inaucir en la célula el ajuste osmdtico al facilitar
la acumulacion de solutos o al permitir alguna alteracidon metabdlica en la célula.
Ericson y Alfinita (1987) encontraron la presencia de 2 polipéptidos (20 y 32
kDa) en forma mas abundante en células de tabaco adaptadas a la salinidad
que en células no adaptadas. En variedades resistentes de maiz se encontrd un

polipéptide con peso molecular de 26 kDa (Ramagopal, 1986).

En arroz se encontrd que los patrones de proteinas de las lineas susceptibles y
tolerantes, mostraron diferencias creciendo en presencia y ausencia de NaCl,
Las lineas tolerantes poseian una proteina de 28 kDa en el vastago y ausente
en las lineas susceptibles, la presencia de esta proteina se relaciond con la
tolerancia del arroz a la salinidad ( Rani, 1988 ).

Estudios realizados en callos de guisante y frijol observaron que el volumen de la
proteina generalmente aumentd debida a salinidad en callo del guisante, pero

disminuys en P. vulgars (Sawires et al.,1997) citade por Maiti et al., (2000).

I
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Yang et al, (1990) citado por Mir Araujo (19986) reporta que callo de sorgo crecido
en MS liquido con 0.05, 0.1 y 1.5 M de NaCl, después de dos semanas el
tratamiento de NaCl dio una coloracidn café a los callos: la relacion Na *f K* fue
mé&s baja en callos de S. halapense que en S. bicolor, y el centenido de prolina
aumentd. Por lo que [a proporcion Na+ / K+ en callos salinizados, puede ser
utilizada como indicador de la talerancia a la salinidad de |a planta completa de
Sorghum.

Proteinas inducidas por calor ( hsp )

Se ha camprcebado la sintesis de proteinas inducidas por choque térmico (hsp)
en respuesta a otros factores de estrés, como: deficit hidrico, acido abscisico,
salinidad dinitrofenol, arseniato y altas concentraciones de auxinas y etileno.
Estas proteinas hsp, también conocidas como ubiquitinas, marcant a (as
proteinas para su degradacion y el mecanismo de protedlisis depende de esta
marca. El gen que codifica para la ubiquitina, requiere para su activacion los
mismos elementos regulatorios de las  hsp (Schlesinger, 1990).
Especificamente, en plantulas de maiz ha sido posible relacionar |la presencia
de una proteina hsp de 45 kDa con la tolerancia al estrés, ya que se expresa
solc en la variedad resistente al calor y (@ sequia, y no en la variedad

susceptible, bajo las mismas condiciones de evaluacion ( Ristic et af., 1991 ).

ESTUDIOS ULTRAESTRUCTURALES
Olmos y Hellin, (1996) a! observar a nivel ultraesiructura las caracteristicas de las

celulas susceptibles a salinidad. enconiraron que €stas poseian grandes
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vacuolas. La vacuola central estaba rodeada por una delgada capa de
citoplasma, conteniendo abundantes mitocondrias, reticulc endoplasmico rugoso
y plastos. Se encontraron cuerpes lipoides distribuidos en el citoplasma.

Mir Arauja, (1996) en observaciones de ultraestructura a callos 7 vitro de sorga
bajo estrés de salinidad, reporta células con altos niveles de almidén vy lipidos,
cloroplastos y mitocondrias abundantes y un sistema de membranas bien
desamrollado, acumuiacion de lipidos en |a periferia de la célula, ¢comparadas con
los testigos que presentan menor nimerc de organglos y menar contenido de
grasas y almidones. En células con estrés a sequia el nimero de organelos se
reduce, aumenta ¢! numero de vacuolas y se observa una gran cantidad de
vesiculas o invaginaciones de |a membrana y citoplasma con acumulacian 9

cancentracion de materiales.

SEQUWIA

La sequia es un fendmeno que limita en gran medida et cullivo y produccion de
las plantas. Se conacen multiples adaptacianes fisiologicas que pueden contribuir
a mejarar la tolerancia al deficit hidrica. Quizas, la adaptacion que mas claramente
se ha asociado con la tolerancia a la sequia es el mantenimiento al turgor por
gjuste osmotico. Sin embargo. su aplicaciéon a programas de mejora es
complicada debido a la falta de criterios sencillos y rapidos para identificar
genotipos mantenedores del turgor, (Sanchez, et al,, 1999).

En los trdpicos semiaridos, muchos son los cultivas que padécen largos pefiodos
de sequia afectando su establecimiento y provocando alteraciones bioguimicas

(Dubey, 1994) Por lo anterior es necesarno seleccionar material tolerante a
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condiciones de sequia que nos pemnita mejorar la produccion bajg esta
condicion. La evaluacion y seleccion a nivel de campo se dificula por la
variabilidad en las condiciones edafoclimaticas, sin embargo, estas pueden
realizarse en candiciones controladas (Maiti, et al, 1989), lo que permite un mejor

manejo de las lineas, siendo este tipo de seleccién aceptable.

EFECTOS DE LA SEQUIA SOBRE ALGUNAS FUNCIONES FISIOLOGICAS

Se ha demastrada que existen diferencias en los requerimientos de humedad del
suelo para la germinaciéon de semillas de distintas especies (Adebona y Ayisire,
1979). La sequia es un factar que inhibe marcadamente la germinacion, pero para
que se presenten diferencias aparentes entre los hibridos de maiz es necegsario
aplicar un grado de sequia mas severa. Dentra de las respuestas que manifiesta
el maiz estd |a acumulacidn de prolina en las hgjas, factor que se puede usar
como indicador de resistencia a8 la sequia (Grzesiak, 1991). Un metodo para
seleccionar genotipos, hibridos o lineas resistentes a la sequia €s la capacidad de
germinacion en un medio hiperosmatico, las lineas seleccionadas mediante este
métoda manifiestan ventaja sobre la poblacion original en condiciones tanto de
humedad comc desfavorables en etapa de plantula (Castellanos, 1992).
Lopez-Nung (1994), demostrd que el incremento en la presién osmatica causada
par soluciones de manital, entre otras variables, provecan una disminucion en &l
porcentaje de germinacion.

Las caracteristicas relacionadas con las adaptaciones de frjol en condiciones de
semiaridez en Kenya fueron estudiados por Itulya, et al, (1986) seleccionando

varics cultivares adaptados a tales condiciones. Se ha enconirado que el color de
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la semilla, su tamano, brillantez, habito de crecimiento, dias de floracion, madurez,
adaptacion vegetativa y reproductiva, nodulacién, dafos por factores bidticos,
resistencia a la sequia y lolerancia a los factores del suelo son considerados para
la evaluacion de los cullivares de frijal para su adaptacion a tales condiciones
(CIAT 1987).

Los mecanismos de adaptacion a [a sequia fueron estudiados en CIAT (1988),
evaluando longitud de hipocotilo, persistencia de raiz principal, fibrosis general y
abundancia de raiz secundaria en 100 genotipos de frijol. El crecimientc de la raiz
€s mayor en todas las etapas en las lineas resistentes a la sequia comparado con
las lineas susceptibles, observando que €l cruzamiento entre especies mexicanas
y colombianas produce poblaciones con mejores caracteristicas para su
adaptacion a candiciones de estrés comparado con los progenitares de [a misma
region,

El estres de humedad reduce severamente el indice de area foliar, peso seco,
numero de granos y rendimiento de frijol, pero las especies muestran alta
recuperacion en crecimienta y produccién de vaina cuando se riegan despues del
tratamiento de sequia (Pefa-Ramos y Mufioz-Orozca. 1988). La acumufacién de
acido abscisico es indicador de [a resistencia a fa sequia en varios cultivos
(Sindhu, et al., 1990). El cantenido de proteina esta relacionado ¢an [a resistencia
a la sequia, P. acutifolia se ha reportado como una especie resistente a ia aita
temperatura y sequia debido a que contiene un altc porcentaje de ésta (Frederici
etal., 1990).

Ramani, 1980 (citado por Moreno Limdn, 1998) examind ia absorcion y el

transporte de zinc en variedades de sorgo, resistentes y susceptibles a la sequia
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encontrando que no existen diferencias en ambas variables. Asimismo He et al.,
(1993) citado por el mismo Moreno Limén, (1998) reporta acumutacién de K” en

raices de sorgo bajo estres osmatico inducido por PEG.

Al estudiar las respuestas en frijol Phaseolus vulgans L. al estrés de sequia en
etapa de plantula, Moreno Limon, (1998) reporta que en hoja y raiz, en la
variedad flor de junio, los minerales Na, Mg, K, Ca, Mn, Fe y Zn se incrementan
con el tratamiento de sequia; pero que en tallo el Na, K, Mn y Fe se incrementan
mientras que el Mg Ca y Zn disminuyen. Para pinto amernicano reporta que en
hoja a excepcion del Na que se incrementa, el resto de los minerales se reduce;
en tallo se incrementan el NA y K y disminuyen el Mg, Ca, Mn, Fe y Zn; mientras
que en la raiz el Na, Mg, K y Zn se disminuyen, en cambio el Ca, Mn y Fe se
incrementan.

Sanchez, ef al, (1999) mencionan que el mantenimiento del turgor en
condiciones de estrés hidrico esta influenciado tanto por el ajuste osmético
(acumulacion de solutas en el interior de las células) como por |a elasticidad de la
pared celular, al estudiar el mantenimiento del turgor y crecimiento  epicotilos de
guisante en presencia de diversas concentraciones de polietilenglicol { PEG
6000). A concentraciones bajas de PEG (equivalentes a - 0.1 y - 0.3 MPa) no sé
observd ninguna influencia de la capacidad de mantener el turgor sobre el
crecimiento. En condiciones de estres mas severo (equivalente a -0.6 y — 1 MPa)
las variedades con mayor capacidad de mantener el turgor mostraron crecimiento
significativamente mayar, indican ademas que no parece que a estas

concentraciones el PEG produzca efectos toxicos, pues, cuando plantas después
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del periodo de esires, se colocaron de nuevo en presencia de agua destilada

recuperaron su crecimiento.

Acumulacion de prolina por efecto del estrés

La prolina, es uno de los aminodcidos contenidos en las proteinas de todos los
organismos y de los tejidos de las plantas, es con frecuencia, acumulada en
respuesta a varios tipos de estrés ambiental, como sequia (Naidu et al., 1992,
Stewarl y Lee., 1974; Shing et al., 1972), salinidad (Treichel, 1975), bajas
temperaturas { Benko, 1686, Chu ef af, 1971 ), allas temperaturas
(Oshanina,

1972 ) entre atros { Kathiresan, 1987 ). La evaluacion de prolina, bajo este
enfoque, se refiere al incremento de la concentracian de prolina libre en el
tejido, como consecuencia del estrés hidrico. Lo antericr se debe a que la
incerporacion de prolina en las proteinas, es inhibida durante del estrés hidrico,
por influencia de la deshidratacion del tejido sobre la sintesis de proteinas, con
fa consiguiente acumufacién de prolina libre; ademas, algunos praductos de la
protedlisis durante el estrés, como el acido glutdmico y la arginina, son
utilizados para la sintesis de mas prolina libre ( Paleg y Aspinall, 1981 ).
Aungue no se conoce mucho acerca de la regulacion de esta via, se ha
sugerido que la retroalimentacion de prolina inhibe su propia sintesis (lreland,
1990) Resulta interesante sefialar que (a habilidad de cultivos como cebada,
tabaco y otros, para acumular prolina durante el estrés ha sido positivamente

correlacionada con su resistencia a la sequia, por lo que, dicha acumulacion de
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prolina libre se recomienda como criterio de seleccidn de plantas tolerantes al
deficit hidrico ( Singh et al., 1972; Van Rensburg y Kruger, 1994 .

Existen diversas interpretaciones al fendmeno de acumulacidn de prolina en las
plantas como consecuencia de diferentes tipos de estrés, esto ha originada
notables discrepancias en [a descripcion del papel funcional de dicho
aminoacido en los tejidos vegetales. No obstante esta problematica, se ha
puesto de manifiesto una importante utilidad en la presencia, acumulacion y
cuantificacian de prolina en los vegetales, ya que se ha utilizado como un
indicador confiable de seleccién de plantas {Flores, 1997).

El incremento en niveles de prolina durante estrés es Gnico comparado con otros
aminoacidos libres en el mismo tejido, pero similar a otrgs solutos de bajo pesa
molecular, como azlcares y acidos organicos. El incremento en prolina esta
relacionado con un decremento en el poiencial hidrico de [a hoja y con otras
medidas hidricas, como el contenido relativo de agua. (Sivaramakrishnan et al.,
1988). Revilla y Canal {1999), mencionan que el concentraciones de NaCl 300
mM 300 (estres salino) produce un enmarronamiento en callos de olivo y un
incremento natable en pralina libre scbre todo en callos que proceden de un

cuitivo con manitol.

TECNICAS DE DESINFESTACION

La importancia del mantenimiento de un medio ambiente estéril es fundamental
durante el cultivo de tejidos vegetales para evitar (a contaminacion micrabial, por
lo cual; es necesario €l uso de varias técnicas empleadas para |la esterilizacién de

cristaleria, instrumentos quirdrgicos, liquidos y material vegetal. Los méetodas
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pueden ser clasificados como sigue. calor seco, caler humedo (vapor bajo
presion), ultrafiltracion y esterilizacion quimica ( Dodds y Lorin 1986).

Metodo de calor himedo ( vapor bajo presion: autoclave).

El vapor bajo presion es muy eficiente para destruir todas las formas de
bacterias hongos y sus esparas, y es el método mas utilizado para esterilizar
diferentes materiales incluyendo los medios de cultivo, Este procedimiento
emplea autoclave; la alla de presion comun puede ser utilizada. Para esterilizar
los materiales relacionados con el cultivo de tejidos se acostumbra usar una
presion de 15 libras durante 15 minutas; a esta presion la temperatura del vapor

es aproximadamente 121°C { Roca y Mroginski 1991).

CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

El cultivo de tejidos vegetales in vitro comprende, en su acepcién amplia, un
heterogénec grupg de técnicas mediante las cuales un explante (parte separada
de un vegetal) se cultiva asepticamente en un medio de composicion quimica
definida y se incuba en condiciones ambientales controladas (Roca y Mroginski
1921).

El callo es un tejido derivado de drganos o tejidos diferenciados, los cuales son
llevados a una desdiferenciacidon celular, presentando una proliferacion celular
continua, acelerada y de apariencia desorganizada, que da origen a una masa
amorfa de células. La induccidn del callo a partir de una porcién vegetal sucede
cuando el indculo ya estéril se pone en contacto con un medio de cultivo que
induzca y mantenga su crecimiento y una division celular continGa. Los

reguladores de crecimiento mas usados en |a iniciacién y mantenimiento del
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cultive de callo son el &cico indol-3-acético (AlA), acido naftalén acético (ANA) y
el acido 2 4-diclorofenoxiacetico (2.4 -D), en cancentraciones que generaimente
oscilan de 0.1 2 10.0 mg/L (Hurtadc y Merino, 1988),

Esta masa celular puede presentar diferentes tipos morfologicos, los cuales
varian segun la apariencia externa, textura y composicion celular {Butcher e
Ingram, 1974 citado por Hurtado y Merino. 1988). La coloracion de este tegjida
varia, aun derivando de la misma especie, el tipo y grado de pigmentacion esta
marcadamente influenciado por factores nutricionales y ambientales, y se
manifiesta por la presencia de clorofila, carotenos, antocianinas, etc Estudios
microscopicas han demostrado que los tejidos de tipo callosa generalmente san
heterogéneos en su composicion celular; la diversidad celular presente en el callo
depende de muchos factores comao son el grigen del tejido, la edad de los cultivos
y la composicion de los medios.

Las respuestas cualitativas y cuantitativas del crecimiento del calle en cultivo
invalucran un sinergismo estrecho y complejo entre el origen del tejido usado para
la primera induccion, la composicion del medio y las condiciones fisicas que
prevalecen durante esta etapa (Dodds y Lorin, 1886). Desde el punto de vista
morfagenico, la caracteristica mas importante del callo es la tolipoiencialidad de
sus células ya que en general, con un manejo adecuado de [as condiciones
nutricionales, hormonales y ambientales, tienen |a capacidad de desarrollar
brotes, raices, embriones, etc, los cuales pueden llegar a formar plamas

completas (Myersan y Krull, 1982 citade por Hurtado y Merino, 1988).

20
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OTROS ESTUDIOS REALIZADOS A PARTIR DE CULTIVO DE CALLO IN
VITRO
Muchos autores (Shahin y Kanenko, 1986; Phillips y Luteyn 1983; Phillips y
Hubtenberg, 1987) han logrado la regeneracion de plantas compietas a parfir de
cultivo de callo. Plantulas verdes fueron regeneradas desde callo inducido a 29°C
(Jia, 1987).

Estudios in vitro involucranda seleccidn y 3 subcultives de 21 dias cada uno de
callo embriogénicos de maiz en medio basal N6 conteniendo NaCl 85 uM seguido
por la regeneracion y/o seleccién siguiente y subcultivos en mismo medio
centeniendo NaCl 125 pM. Estas plantulas fueron regeneradas en medio
conteniendo NaCl mostrd 4 a 20 veces incremento en tamano de raiz comparado
con otro regenerado en medio libre de sal (Lupotto et al. , 1988).

La sensibilidad genclipica del callo a PEG es correlacionada positivamente con
sensibilidad de sequia con plantas intactas. Sensibilidad de semilla y callo a PEG
no fue carrelacionada con sensibilidad a NaCl. En un estudio Mongodi et al.,
(1988), lineas de callo derivados de embriones inmaduros de algunocs genotipos
no hubo éxito para supervivencia en medio contenienda NaCl 0.05% pero las
lineas F2 derivadas de la cruza de estos genotipos mostraron tolerancia a
salinidad en cultiva de callo.

En otros estudios lineas de callo resistentes a NaCl fueron derivados desde 3
ciclos de subcultivo y fueron analizados para azucares solubles y concentraciones
de iones monovalentes después de 7 dias de cultivo, en ambas condiciones, el

testigo y en el medio con salinidad, las células sensitivas a sal contienen alta
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concentracion de azicar comparado con las células resistentes a salinidad.
Similarmente lineas de células estresadas con sal acumulan 1.3 veces mas sodio
comparado can lineas sensitivas, al contrarioc cambios en contenido de potasio
fueron inconsistentes.

Kim y Song, (1884) estudiaron la respuesta genotipica a los requerimientos de
cinetina en cultivos de callo in vitro de variedades de Korea de Phaseolus vulgans
L. Cultivos de callo de Phaseolus vulgans L. fueron usados para examinar su
habilidad de crecimiento en media iibre de cinetina. De 16 cultivares, ocho fueron
calificadas como fenotipos completamente autdromo-cineting y cincg fueron
agbservadas comao fenotipos degendiente-cinstina.

Regeneracion de planias de callo derivada de protoplasto de mesdfilo de
Phaseoius angulans L. fue estudiada por Huang-Peiming y Ge-Koulin. (1989), los
callos proliferaron por tres meses en medio MS; estos fueron transferidos a MS
per otros tres meses. Brotes de tallo regenerados en MS adicionada con I1AA a 0.1
mg/L , NAA 02 mg/L y G -BA 5 mg/L. En e! medio anterior el brote no
desarrollg. Tallos formados en un segundo medio crecieron de 3-6 cm de largo,
estos fueron cortados de callo y transferidos en medio libre de hormonas o MS
suplementada con 1AA 1 mg/L. La formacién de raices fue inducida siete dias
después y posteriormente la planta completa fue obtenida.

Mohammed, et al., (1992) reportan el desarrollo de un nuevo protocolo in vitro
por induccion de brote multiple y regeneracion de plantas de explarntes de egjes
embriénicas de cuatro frijoles comunes (Phaseolus vuigans L.) y das lineas de
frijol "tepari" (P. aculifolius A. Gray). Los explantes fueron preparados de dos talfos

de embriones, 3ad4 mmy S a7 mm correspondientes de vainas colectadas a 15y

—
—= — —
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25 dias después de la floracion respectivamente. El eje embrionico fue cultivado
en medio basal Gamberg o BS con BA 0, 5, 10 o 20 mM en combinaciones con
NAA de 0,1 0 2 mM. Los cultivos de 24 a 26 ° C bajo |uz continua o incubados en
oscuridad por 2 semanas seguida de luz continua antes de transferir a un
segundo medio BS (BA 0 a 2 mM 0 BA 2 mM mas GA3 4 mM). Raices
adventicias o tallos simples con raicillas formadas del explante cultivado en medio
sin reguladores de crecimiento. Multiples brotes fueron inducidos en todos los
medios con BA, pero se produjeron mas con 5 a 10 mM en muchas lineas. La
incubacion en escuridad aumentq |a iniciacion de brotacion multiple. Los vastagos
de tallo no fueron producidos en medio que contuviera NAA solo o en
combinacién con BA. En el segunda medio, 6 de 8 tallos por explante de frijol
comun y arriba de 20 tallos por explante del frijol "tepan" fueron observados
después de tres semanas. Plantas maduras y fértiles fueron inducidas de esos

brotes.
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Vl. METODOLQGIA

DESCRIPCION DEL AREA DE TRABAJO

Esta investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de Biologia Celular y
Genetica, Quimica Analitica, Botanica, Bioquimica Micrebiana y la Unidad de
Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad

Autdonoma de Nuevo Ledn.

MATERIAL EXPERIMENTAL

Se utilizaron cuatro variedades comerciales de Phaseolus vulgans L. "frijol" (pinto

americano, pastilla, flor de mayo y flor de junig)

DESINFESTACION Y GERMINACION

Las semillas de frijol se desinfestaron superficialmente con alcohol etilico al 70%
por 30 segundos, posteriormente se pasaron a una solucidn de hipoclorito de
sodio comercial (NaClO) al 15 % (v/v) y unas gotas de Tween 20 (detergente no
idnico) por 10 minutas. Se elimind el agente desinfectante dentro de la campana
de flujo laminar y se enjuago el material de 3 a 5 veces con agua destilada

esternlizada,
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El material desinfectado se sembrd en frascos con capacidad de 150 mL
conteniendo como sustrato aproximadamente 30 mL de agar-agar al 0.7%
esterilizado a 121°C y 15 libras de presién por 15 minutos; dentro de la campana
de flujo l[aminar para asegurar las condiciones asepticas del cultivo. Los cultivos

se mantuvieron a fotoperioda de 16 hrs. y a una temperatura de 26 + 1°C.

INDUCCION DE CALLQ IN VITRO

De las plantulas obtenidas in vitra se tomaron explantes de 1 cm de hipocotilo,
hoja cotiledonaria, cotiledén y raiz, los cuales se sembraron asépticamente en
recipientes de vidno con capacidad de 120 mL con aproximadamente 30 mL de
medioc de cultive MS (Murashige-Skaog 1962), complementada (en mg/L) con
vitaminas, 100 mio-inositol, 1.5, 2.0, 3.0, 5.0 y 10 de 2 4-D ( para la induccién de
callo in vitro) y agar-agar al 0.7%. ElpH se ajustd a 5.7 con NaOH 0.1 N ¢ HCI
0.1 N previa adicion al agar y se llevo a esterilizar en glla de presidn a una
temperatura de 121 + 1°C y a 15 libras de presién por 15 minutos. El instrumental
utilzado en la diseccion fue flameado constantemente para asegurar las
condiciones asépticas que deben prevalecer dentro de la campana de flujo
laminar Los cultivos se mantuvieron en un fotoperiodo de 18 horas y a una

temperatura de 26 + 1°C.

PRUEBAS DE ESTRES A SALINIDAD EN CALLQ /N WITRO
Las concentraciones de salinidad utilizadas fueron de acuerdo a Lupotto et af,

(1988) y Moreno Limon (1998). Secciones de callo in vitro fueron subcultivados
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en recipientes de vidrio de capacidad de 120 mL con aproximadamente 30 mL
de medio de cultivo solido MS (utilizado para la primera induccion), al que se le
agregaron soluciones de cloruro de sodic a diferentes concentraciones (0.1 y
0.15 M) para estrés de salinidad. Cada prueba se realizd con sus respectivos

testigos.

PRUEBAS DE ESTRES A SEQUIA EN CALLO IN VITRO

1.- Las concentraciones de Polietilenglicol (PEG 6000) para producir e estrés de
sequia en los subcultivos de callo in wiro en |as cuatro variedades comerciales de
frijo! utiizadas en esta investigacion se determinaron de la siguiente manera:
Semillas de frijo! pinto americano fueron sembradas en 6 concentraciones de PEG
(-0.002, -0.02, -0.2, -0.6, -1, - 1.5 Mpa) segun grafica de relacion entre melalidad
de PEG de cuatro pesos moleculares y yy (potencial hidrico) medidos por metodo
de déficit de presion-vapor de Steuter ef al., {1981). Dicha siembra se realizd en
camara bioclimatica (condiciones controladas de luz y temperatura) en vasos de
poliuretano de 300 ml de capacidad usando perlita como sustrato. Se les
proporciond un Unico rego con agua (120 mL) y a las 72 horas se les dio un
riego (220 mL) can el tratamiento respectivo de PEG en medio MS liquido. Cada
tratamiento constd de € repeticiones y dos testigos, unc con riego de agua y otro
con medio liquido MS (1962) sin PEG.

Determinadas las concentraciones de PEG (10 y 15 % que equivalen
aproximadamente a - 06 y - 1 Mpa respectivamente), se continud con el

desarrollo de la investigacién.
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2 - Secciones de callo in vitro fueron subcultivadas en tubos de ensaye de 18 x
150 en medio de cultivo liquido MS {(utilizado para la primera induccion), con
soporte de papel filtro; segin Roca y Mroginsk (1991) con dos concentraciones
de polietilenglicol (PEG) (10 y 15 %) para induccion de sequia. Cada prueba se

realizé con sus respectivos testigos.

A los callos sometidos a estrés de salinidad y de sequia; y a sus testigos se les
realizaron las siguientes pruebas:

Determinacion de macro y micro nutrimentos (AOAC, 1991)

Por espectrofotometria de emisidon por plasma digestion via seca en el
instrumento ICAP 81E TRACE ANALYZER TERMO JARRELL ASH.

Los callos subcultivados in vitro sometidos a estrés de salinidad y sequia y sus
respectivos testigos se secaran en estufa HS-33 RIOS ROCHA a 65 °C hasta
peso constante.

Muesltras de aproximadamente 1 g se carbonizaron completamente sobre un tripie
con triangulo de porcelana a fuego lento con la llama azul hasta ausencia total de
humo y se calcinaron en una mufla a 500 ° C durante 1 h. Las cenizas se
disclvieron con 15 mL de HCI 20% pasando la solucian a través de un embudo de
fitracion rapida provisto de un papel filtro Whatman No. 41. El filtrado se colectd
en matraces de aforacidn de 25 mL. Se prepard un blanco reactivo consistente en
5 mlL de HCL 20% aforado a 25 mL con agua bidestilada. Las muestras tratadas
se analizaron en un espectrafotdmetro de emisién por plasma de THERMO

JARREL ASH bajo condiciones ya optimizadas.
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DETERMINACION DE PROLINA: (Zufiiga et al.,1989) y Bates( 1973)

Muestras de 0.5 g de callo se hamogenizarcn en 10 mL de una solucidn acuosa
de acido sulfosalicilico al 3%, posteriormente se filtrd la solucion en un embudo
de filtracidon rapida utilizando papel filtro Whatman No. 2. Una alicuota (2 mL) se
coloco en un tuba de ensaye al que se le agregaron 2 ml de acido ninhidrico y
2 mL de acido acético glacial para después colocar el tubo a una temperatura
de 100° C durante una hora. Finalmente la reaccion se completd en un bano de
hielo. Se agregb 4 mL de toluenc y el contenido dal tubo se invierté suavemente
durante 20 segundos. Posteriormente se aspird |a parte de tolueno con una
pipeta, se estabilizo a temperatura ambiente y se determind la absarbancia a
520 nm en un espectrofotémetro visible Turner Sequoia 690, Se utilizé un tubo
con tolueno como blanco para calibrar €l aparato.

La concentracian de prolina se determino a partir de una curva de calibracion y

se calculd sobre 1a base de peso fresco de la siguiente manera:

(ppm de prolina de la curva) X_ volumen de aforacion = ppm de prolina
g de material peso fresco

ELECROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA SDS.-(SDS/PAGE)(Laemmili

1970)

Procesamiento de fa muestra:

Medio gramo de calla fresco de cada variedad se macerd y sonicd en tubos

—_— = 7§
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epperdorf (2.5 mL) con agua hidestilada y una solucion desnaturalizante (buffer
de lisis) (10 % de B-mercaptoetanol, SDS al 5 % (pfv), 001 % de azul de
bromofenal, giicerol al 20 % (p/v) y Tris al 1.8 % con un pH de 6.8) en proporcidn
1.1 a 3 ciclos de 30 seg cada uno, con intervalos de descanso (30 seg). En los
callos sometidos al estrés de sequia se probd ademas buffer fosfato-citrato pH
3.0 (Van Laon, 1976 citado por Van Leon, et al, 1983). Posteriormente se
centrifugaron a 13000g por § minutos. El sobrenadante se calienta en harfio
Maria a 100 °C por 3 minutos. La separacién de proteina especifica se realizo
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida- sds- discontinuo y en un solo
sentida (unidimensional): metodalagia descrita por Laemmli (1970). can ligeras
modificacicnes. Una alicuota de 10 plL de cada muestra y marcadores se sometio
a electroforesis en un gel separador de poliacrilamida-SDS al 12 % Yy con un gel
concentrader al 4% en una camara Hoefer (modeio Mighty Small || SE 250/ SE
260). Se cormrid el gel a 15 mA ( miliampers) para el gel concentrador y 30 mA
para el gel separador.

Después de la electroforesis, el gel se coloca en &cido tricloroacético al 12.5 %
durante 30 minutos, se [@va con agua y s€ mantiene en una solucion colorante
(azul Coomassie R-250 al 0.1 % {p/v), metanal al 50 % y acido acético al 10%)
durante 12 a8 14 horas con agitacidn continua. Para eliminar €l exceso de
colorante, €l gel se colocd en acido acético al 10 %. Comao marcadores de peso
molecular se utilizan: (97 .4 kDa Phosphorylase b. Rabbit Muscle, 66 kDa Albumin,
Bovine, 45 kDa Albumin, egg. 29 kDa Carbonic Anhidrase, Bovine Erythrocytes,
24 kDa Trypsinogen, Bavine Pancreas 20 kDa Trypsin Inhibitor, Soybean 14,200

kDa a- Lactalbumin, Bovine Milk y 6,500 kDa Aprotinin, Bovine Lung) estandares

— s 29
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de la compania Sigma Chemical CO.(todos los materiales utilizados son grado
reactivos). Posteriormente se pracedid a redlizar los célculos de peso molecular,
tanto para las bandas de las muestras como para los estandares de pesao

molecular.

ULTRAESTRUCTURA POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION

( M.E.T ) (Lux 1987).

Secciones de callo in vifro estresados a salinidad y sequia se fijaron en una
solucion de glutaraldehido (5%) preparada con Buffer fosfatos 0.1M, pH 7.2, por
un lapso de 24 a 48 hrs. Las muestras se extrajercn y se lavaron con una
solucion de Buffer de fosfatos de 018 M para eliminar el exceso de
glutaraldehido, luego se colocaron en una solucion de letradxido de osmio
preparada en un Buffer fosfatos 0.1 M durante 2 a 3 horas. Posteriormente las
muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de acetona (30 -100
%). La acetuna presernte en el tejido se sustituyd utilizando concentraciones de
Oxido de Propileno (3:1, 1:1, 1:3, acetona: ¢xido de prapileno). Las muestras se
infiltraron en resina Spurr en concentraciones crecientes. Se realizaron cartes
semifinags de grosor variable (entre 0.5 y 1 pm) , los cuales se tifien can “Epoxy
Tissue Stain” de Electrén Microscopy Sciences, Co U.S.A., el cual contiene
fucsina basica y azul de toloudina. Estos cortes se observaron a través de

micrascopio optica.

—_—_——— ()
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Finalmente se obtuvieron cortes ultrafinos ( 60-90 nm ) los que se contrastaron
con acetato de uranilo y citrato de ploma. Los corles obtenidos se observaron en

un microscopio electranico de transmisién Zeiss EM-9.

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS DE DATOS

Para la induccion de calfo in vitro y las pruebas de estrés salinidad y sequla, se
aphcd un diseno de blogues completamente aleatorio con veinte repeticianes.
Para macro y micronutrientes se utilizo un disefio completamente aleataric can
tres repeticiones para cada elemento.

Los datos cuantitativas sabre el desarrolio def cailo, (@ determinacion de macra y
microglementas asi mismo el efecto de factores de estrés salinidad y sequia, se
sometieron a un paquete statgraphics versidn 7.0 donde se aplicg el analisis de
varianza multiple sobre los tratamientos y macrag y micronutrientes para detectar si
existen diferencias significativas entre los factores y (os tratamientos. Los valores
promedio fueron comparados mediante la aplicacion de comparacion de medias

de Tukey { Zar, 1996).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

DESINFESTACION Y GERMINACION

De las semillas de frijol, de las cuatro variedades comerciales, (pinto americano,
pastilla, flor de mayo y flor de junio) desinfestadas y sembradas en agar, se
obtuvieron, después de siete dias plantulas asépticas vigorosas y de un color
verde brillante, con raices abundantes, largas y de color blanco a crema

(figura 1)
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Figura 1. Plantulas asépticas de frijol de las variedades a) flor de mayo b) fior de junio
c) pastilla y d) pinto americano.
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INDUCCION DE CALLO IN VITRO

El inicio de formacion de callo in vifro se observd en las cuatro variedades de

frijol utilizadas, a los siete dias del cultivo in vitro, siendo mas notona en las
variedades pinto americano, pastilla y flor de mayo en los explantes aereos

{ hipocatilo, cotileddén y hoja cotiledonaria) en las cinco concentraciones de 2, 4-
O utilizadas, tal como lo citan Hurtade y Mering (1988) que los reguladores de
crecimiento mas usados en la iniciacidn y mantenimiento del cultivo de callo san
el acido indol -3- acética (AlA), acide naftalenacético (ANA) y el acido 2.4 -
diclarofenoxiacético (2,4 ‘D), en concentraciones que generalmente oscilan de
0.1 2a 10.0 mg/L. En el explante de raiz no se obtuvo induccién de callo in vitro,
tal coma lo mencionan Dodds y Larin, (1985} que las respuestas involucran un
sinergismo entre el origen del tejido usado y la composicion del medio y como lo
reporta Kim y Song (1884) que clasifica cultivares de frijo! completamente
autonomae-cinetina, comao se€ manifiesta entre los explanies utilizados en esta
investigacién. Los callos de mayor crecimiento son a los 30 dias en (2,4-D);

3 mg/L en el explante de hipocotilo, en 10 mg/L en el de cotileddn y en 5 mg/L

en el explante de hoja cotiledonaria { figura 2Zj.
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Figura 2. Callos in vitro d@ Phaseolus vuigaris L.
de 30 dias sembrados en medio de cultivo MS
con 2,4-D (mg/L): a) hipocotilo (3 mg/L), b} hoja
cotiledonaria (5 mg/L) y ¢)cotiledon (10 mgiL).

Estos callos son friables, de color blanco a amarillo claro 'y sin signos de
oxidacion. Ademas se observo la formacion de largas raicillas (3 a 5 cm) de
color blanco en callo in vitro en las variedades pinto americano y flor de mayo.

Como el explante de hoja cotiledonaria (Fig. 3), proporciona la mayor cantidad
de inoculos para la induccién del callo in vitro en 5 mg/L de 2,4-D y éstos son

de mayor cantidad y muy buena calidad; la exposicién a los estrés salinidad y

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS, UANL. 2001 RESULTADOS Y DISCUSIONES



sequia; y las determinaciones bajo estas condiciones se realizaron solo en

estos callos in vitro ( ver Figura 2¢ ).

Figura 3. Induccion de callo in vitro en medio MS. 3) explante
de hoja cotiledonaria b) callo de 15 dias, ¢) 21 dias y d) 30
dias.

PRUEBAS DE ESTRES A SALINIDAD Y SEQUIA

Los callos invitro de 30 dias de hoja cotiledonaria (5 mg/L de 2,4-D) de  las cuatro
variedades de frijol fueron subcultivados en el medio M-S con las dos
concentraciones de cloruro de sodio (0.1 y 0.15 M) para estrés de salinidad y
dos concentraciones de polietilenglicol (PEG) (10 y 15 %) para induccién de
sequia osmatica, después de 30 dias bajo estrés, no aumentaron su tamano, se
tornaron color café claro y se volvieron menos friables (Fig. 4 y §), lo que coincide
con lo reportado por Broetto et al., (1995) citados por Maiti, et al.,(2000) que en

tension-NaCl el tratamiento redujo crecimiento relative en cultivo de tejidos; a su
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vez Yang et af., {1990} citado por Mir Araujo (1996) reportaron que callo de sorgo
crecido en MS liquido con 0.05, 0.1 y 1.5 M de NaCl, despues de dos semanas el
tratamiento de NaCl dio una coloracion caté a los callos. También Revilla y Cafal
(1999) mencionan que concentraciones de sal de 300 mM producen
enmarronamiento en las callos de olivo cultivados en sacarosa.

En esta investigacion pudimos observar que el cambio de coloracion en los callos
se debe a la respuesta a ambaos factores de estrés ya que calios (de las cuatro
variedades) sometidas a ambos estrés, se transfirieron nuevamente al medio
original de induccidon (M-S con 24-D 6§ mglt ) y se observé el desarrollo de
nuevo callo con las mismas caracteristicas del callo de |a primera induccion. Esto
cairicide con 1o citado por Sanchez ef 3/, (1999) quienes mencianan que mismas
concentraciones de PEG (-0.6 y =1 MPa) al parecer no praducen efectos tdxicos,
pues plantas de guisante después de ser sometidas a este estrés, se colocaron

de nueva en presencia de agua destilada y recuperaron su crecimiento.

-
s s
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Fig 5 Callo in vitro var. Pastilla a) Tratamiento PEG 10 %
b) | Tratamiento PEG' IS %.
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DETERMINACION DE MACRO Y MICRO NUTRIMENTOS EN LOS CALLOS
IN VITRO DE Phaseolus vulgaris L. PARA EL ESTRES DE SALINIDAD

Los resultados correspondientes a macro y micronutrimentos en los callos in
vitra se sometieron a un analisis de varianza multiple. Dicho andlisis reveld
diferencias altamente significativas (P<0.01) entre los tratamientos y entre las
variedades en la mayoria de los macronutrimentos y micronutrimentos.
Enseguida se discutiran los resultados para cada uno de los macro y
micronutrmenios en las callos in vitra de Phasealus vulgaris L.

SODIO (Na).-Para el sodio el andlisis de varianza muestra que existen
diferencias significativas (P<0.05) entre las variedades y (P<0.01) entre los
tratamientos (Tabla 1} En la comparacién multiple de medias mediante la
prueba de Tukey (Tabla 2) respecto a las variedades observamos |la formacién
de dos grupos; en el primer grupo se encuentran las variedades pastilia, flor de
junio y flor de maya, y en el segundc grupo las variedades flor de junio, flor de
mayo y pinto americano, tenemos entonces que entre las variedades pinto
americana y pastilia existen diferencias estadisticamente significativas; y es la
variedad pinto americano la que presenta una mayor cantidad de sodia
(16616.54 ppm). Con respecto a los tratamientos se observan también dos
grupos, en el primerg se incluyen los tratamientos testigo y NaCl 0.1M y en el
segundo grupo el tratamiento NaCl 0.19M, de esta manera observamos
diferencias estadisticas entre el testigo y el NaCi 0.15 M y entre el tratamiento
NaCl 01 My NaCl 0.15 M. Sin embargo no se observo diferencias significativas

entre el testigo y el tratamiento NaCl 0.1 M { Figuras B y 7). Estos resultados en
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donde observamos un aumento en la concentracion de Na en el tratamiento NaCl
0.15 M, coinciden con los resultados obtenidos por Komizerko et af., (1988)
citado por Maiti, et.a/.,{2000) quienes menciohan que en subcultivos de callo en
medio con NaCl, el Na+ aumentd en el tejido y con Broetto ef al,, (1995) v
Sawires el al, (1997) citados por Maiti, et al,(2000) quienes inforrﬁaron
respectivamente que en tension-NaCl , callo cultivado en medio de MS con
NaCl 0-1.2% se observd que las concentraciones de sodio aumentaron con

cancentraciones de salinidad creciente, lo cual era lo esperado.

TABLA 1. Analisis de varianza para sodio en callg in vitro de frijol estresados a salinidad.

FLENTEDE SUMS DE GRADOS DE LIBESTAD | CUMDRADO MED!O | F CALCULADA PROBABILUDAC

YARIACION CUADRADOS

VARIEQAC 6§ ‘8E8 3 2.06E8 3151 P=0.03
TRATAMIENTD 1.78E9 2 8938 1368 * P<CD01

** Valores altarnente significativas (P <JC') “valoea significativas (P < 0 05-] NS = Valor na sgnificativolp > 0.05),

TABLA 2. Comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey para sodio en callo in

vitro de frijol estresados a salinidad Varedades 1) pinto americang, 2) pastilla, 3) flor de mayo y 4) flor de junio Tratamientas
i1g51ga, 2) NaCl 0.1 M y 3) NaCI € 15M.

NIVEL PROMEDICU £ TRIOR LIMITE DE CTNFIANZA
ESTANOAR PARA LA MEDIA
. 16816.94 £ 5358 61 3
2 515376 £30040 b 1111313 - 2211998
VARIEDAD 3 1274386+ 241400 ab 349.65 10657.17
4 1245068 £2267.61 ab 124555 1825338
Total 11742.74 180352 894726 1795408
= ' 45929 90729
TRATAMENTO S e s prer 494975 1448195
PR geandib 1643046 259716
32'205.56 £ 374251 3 ‘
Total 1174274 = 147307
*Lelres dikerentes en culuranas indican diferencias signiicativas (< 0.05). ** Lelias guales en colurmmas indican diferencias nu significativas

P=C 08}
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SODIO

Fig. & Conitenido de sodio en calio in vifro de hoja cotiledonana
de 4 var. de Phaseolus vuigaris L bajo esirés de salinicad.

SODIO

Fig/7 Contenida de sodio en callo in vitro de hoja cotiledonaia en
Bpaseclus vulgars L en los diferentes jentos de salindad con
NaCl

MAGNESIO (Mg).- El contenido de Mg varia de la manera muy significativa
(P<0.01) entre los tratamientos pero no entre las variedades. ( P> 0.05) como lo
indica |a Tabla 3. Respecto a las variedades; la comparacién multiple de medias
de Tukey (Tabla 4) muestra la formacion de un solo grupo, lo que indica la
ausencia de diferencias estadisticas significativas, se presenta una captacién
de este elemento que va de 325.35 ppm en la variedad flor de mayo hasta
666.60 ppm en la variedad flor de junio. En relacion a los tratamientos se
observaron dos grupos en el primer grupo se muestran los tratamientos con
NaCl 0.1 My 0.15 M; en el segundo grupo el tratamiento testigo, lo que nos

indica que existe diferencia significativa entre estos tratamientos con el testigo y
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no entre los tratamientos NaCl 0.15 M y 0.1 M. Se puede observar que con los
tratamientos NaCl 0.15 M y 0.1 M se reduce la cantidad de Magnesio
acumulado de 306.57 y 464 31 ppm en comparacién con el tratamiento de
control (822.14 ppm)( Fig. 8 y 9). Lo cual puede significar que se ve afectado el

Mecanismo de captacién de este elemento debido a la concentracion de NaCl.

TABLA 3. Analisis de varianza para magnesio en callo in vitro_de frijol estresados a salinidad
FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOMEDIO | FCALCULADA | PROBABILIDAD
VARIACION CUADRADOS i
VARIEDAD 738164 50 3 246054 83 220N8 P=010

TRATAMIENTO 16743948 2 837447 42 750 P<0.01

** Valores altamente significatives (p <0.01) * Velores significativos (P< 0.05) NS =Valor no significativo(P> 0.05).

TABLA 4. Comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey para magnesio en
calla in"vitro de frijol estresados a salinidad. Varedades: 1) pinto americano, 2) pasfilla, 3) fior de mayo y 4) flor de junio:

TJratamientos 1) testidgo) 2). NaC) 0.1 M y3) NaCl0.15 M.
NIVEL PROMEDIO + ERROR LIMITE DE CONFIANZA
ESTANDAR PARA LA MEDIA

1 468.87 + 134552 * 24142 596,32
2 663.20+ 184.87a 435.75 890.66
VARIEDAD 3 32535 + B567a 97.80 552.80
4 566160 100653 43915 89405

, Total 53101 +66.02

! " ’ 626.16 1018.12

TRATAMIENTO I ety %73 6612
- ) 10959 503.55

3 30557 +5450 b

Total 531.01 1 58.50

"Lewras dferentes en coUMNaS Indican GIerencias SgNCatvas (P< 0.05). - Letras Iguales en columnas Ndican dilefencas no Signincatvas
{P>1.08)

MAGNESIO

Fig. § Contenido de magnesic en callo in vitro de hoja
cotiedonaria de 4 var de Phaseolus vuigaris L. bajo estras
de salinidad.
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MAGNESIO
51000
p 800 e
™ coo | BTESTIGO
W01 M
400 1 0015 M

200

g 3 demagnaoenmﬂonmolm'
cofledonaria de  Phaseolus vulgans L en los diferenles
tratamientos de salinidad con NaCl |

POTASIO (K).- de acuerdo al andlisis de varianza no se muestran diferencias
estadisticas (p>0.05) entre las variedades ni entre los tratamientos (Tabla 5).
En la comparacién multiple de medias de Tukey para las variedades y los
tratamientos (Tabla 6), existe la formacién de un solo. Se presenta una
captacion de este elemento que va de 18410.49 ppm en la variedad pinto
americano, hasta 29782.76 ppm en la pastilla. Se puede observar que para
pinto americano hay una interrelacion entre el contenido de Na” y K pues el
Na' aumenta mientras que el K’ disminuye y en |a variedad pastilla se observa
una disminucién de Na’, mientras que el K* se incrementa ; lo cual puede ser
debido al gradiente de potencial eléctrico de la membrana. En los tratamientos
NaCl 0.15y 0.1 M se cbserva menor cantidad de potasio (18465.07 y 25397.74
ppm) con respecto al testigo (28139.73 ppm) como lo indican las Figuras 10 y
11. Nuestros resultados coinciden con Sawires et al., (1997 ) citado por Maiti,

et al.(2000) que informan que la concentracion de K™ en callo disminuyé con
nivel de NaCl vy difiere de (Komizerko et al., 1988) citado por Maiti, et.al.,(2000)
quienes mencionan que en subcultivos de callo en medio con NaCl; el

contenido de K*, aumenta en el tejido.
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TABLA 5. Analisis de varianza para potasio en callo in vitro _de frijol estresados a salinidad.

FUENTE DE SUMA OE GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADO MEDIO | F CALCULADA | PROBABILIDAD
VARIACION CUADRADOS
“VAREDAD | 62568 3 20858 166 NS P=019
TRATAMENTO 59658 2 29858 237 NS P=011

** Valores altamente significativos (P< 0.01) “valores significatives (P< 0.05) NS = Valor no significativo(P> 0.05). ‘

TABLA 6. Comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey para potasio en callo
in vitro de frijol estresados a salinidad. Varisdadas:1) pinto americano, 2) pastila, 3) flor de mayo y 4) flor de junio.

Tratamientos 1) testigo. 2) NaCl 0.1 M y 3) NaCI0.15 M.
NIVEL PROMEDIO  ERROR LIMITE DE CONFIANZA
ESTANDAR PARA LA MEDIA
11841049 £ 2834652~ 1078200  26038.99
2 2978276 4693384 a 215427 3741126
VARIEDAD 3 2235613+ 1297.01a 1472764 2998462
4 2545400+ 1644952 1782550 3308249
Total 24000.85 + 1945 30
' 128139734 61308 a* AS% 474620
TRATAMENTD 2 25397.74 £ 5284783 132?3% %g
3 1846507 £ 2162.00 & '
Total 2400085 + 1922.50

“Letras dilerentes en cotmras macan derencaas sgnicativas (P< 0 05) * Letras guases en columnas indican dferencias no sgnificativas
{F>.05)

POTASIO

oo

Fig. 10 Contenido de potasio en calio in vitro de hoja cotiledonaria
de 4var.de Phaseolus wigans L. bajo estrés de salinidad.

POTASIO
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colledonaria de  Phaseolus vuigaris L. en los diferentes
tratamientos de salinidad con NaCl,
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CALCIO (Ca)- E! contenida de Ca enire las variedades y tratamientos
demostraraon diferencias altamente significativas ( P<0.01) como indica la Tabla
7. Las comparaciones muliiples de medias de Tukey (Tabla 8) pone en
evidencia Ya formacion de dos grupos para las variedades, en el primero se
encuentran las variedades flor de mayo y flar de junic y en el segunda grupa las
variedades pinto americano y pastilla. La prueba de Tukey demuestra
igualmente diferencias estadisticamente significativas entre las variedades pinto
americano y pastilla con las otras variedades; donde la variedad pinto
americano es la que presenta la mayor cantidad de Ca que es de 3113.55ppm
mientras que |a variedad flor de mayo, alcanza unicamente 853.08 ppm. Con
respecto a los tratamientos se observan también dos grupos, en donde &l
tratamiento NaCl 0.1 M comparte amhegs grupos y los tratamientos testigo y
NaCl 0.15 M se encuentran en diferente grupo, por lo tanto es entre estos
ultimos tratamientos en donde se observan las diferencias estadisticamente
significativas (P <0.05); (Figs. 12 y 13) estos resultados cainciden con los
obtenidos por Komizerka et al,, 1988 citado por Maiti, et.al,(2000) gquienes
mencionan que en subcullivos de callo en medio de NaCl, la cantida de Ca **

aumenta en el tejida.

TABLA 7. Analisis de varianza para calcio en callo iz vitro de frijol estresados a salinidad.
FUENTE CE SUMA DE GRADOS CE LIBERTAD | CUADRADOMECIO | FCALCULADA | PROBABILIZAD
VARIAGION CUADRADOS
VARIEDAD 28307197 3 W357303 1536~ P<001

TRATAMIENTQ $023798 2 45143930 1% P <001

" Valores ahamente signiicalivas (P < C.C1) *valoras significatives (P < 0.08) NS = Valor no significative(P > G.05).
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TABLA 8. Comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey para calcio en callo
in vitro de frijol estresados a salinidad. Varedades:1) pinto americano, 2) pastifa, 3) flor de mayo y 4) flor de junic.

Tratamientos 1) testigo, 2) NaCl 0.1 M y3) NaCl0.15 M. "l
NIVEL PROMEDIO + ERROR LIMITE DE CONFIANZA

ESTANDAR PARALAMEDIA
1311355373012 * 258000 364706
2240256 £ 439692 186904  2936.08
VARIEDAD 3185308 +2135670 31857 138660
4132929+ 5577 b 79578 1862.81

Total 1924 62 + 154.35
. 87410  1798.18
TRATAMENTO s 141555 233963
’ 209810 302217

3256013 +367.47 a
Total 1924.62 + 198.30

“Lelras diferentes en coumnas indican dilerencias signiicativas (P< 0.05) * Letras iguales en columnas indican diferencias no significativas

(P >0.05)
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Fig. 12 Contenido de calcio en calio in vitrd de hoje cotiledtnaria de 4
var, de_Phaseolus vuigads L. bajo estés de salinidad,

CALCIO

ICAS. UANL. 2001

WTESTIGO
ll&1M

Fig. 13 Contanido de caicia en callo in vitro de hoia cotiledonaria de
Phaseolus vuigeris L. en los diferentes fratamientos de salinidad
con NeCl,
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MANGANESO (Mn).- Para el manganeso se presentan diferencias altamente
significativas (P<0.01) tantc en las variedades como entre lgs tratamientos
(Tabla 9). Con respecto a los resultados obtenidos en comparaciones multiples
de medias de Tukey (Tabla 10} podemos observar que para (as variedades
exste la formacion de 3 grupos; en el primero se encuentran las variedades flor
de mayo y flor de junio, en el segundo las variedades flor de junio y pinto
americana y en el tercero (as variedades pinto americano y pastilla. La mayor
cantidad de Mn se encuentra en la variedad 2 con 173.90 ppm mientras que la
variedad flor de mayo can 57 27 ppm registra |la menor cantidad (Fig. 14). En
relacion a los tratamientos, se establecen diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05) entre los 3 fratamientos, ya que esto se encuentra en
grupos diferentes La mayor cantidad de Mn se encuentra en el tratamiento
testigo con 183.91 ppm mientras que la menor cantidad de 63.00 ppm se
erncuentra en el tratarmiente NaCl .16 M (Fig. 15}.

TABLA 9. Anzlisis de varianza para manganeso en callo in vitra de frijol estresados a
salindad

[ FUENTE DE VARIACION SUMA QE GRADQGS OE CUADRADO MEDIO F CALCULADA | PRQOBABILIDAD
CUADRADOS LIBERTAD
YARIEDAD €6539.72 3 2219990 1385 P<001
TRATAMIENTO §9680 89 ) 4484045 79" P <001

“Letas diferentes er cclumnes indican diferencias significativas (P< 0.05) ** Letras iguales en calumnas indican diferendias ng significativas
P 2005

TABLA 10. Cogmparacion multiple de medias mediante [a prueba de Tukey para potasw en
callo in vitra de frijal estresados A salinidad Variedades:*) pinto americano, 2) pastila, 3) flar de mayo y 4) flor de pnio.
Tratamientos 1) testigo, 2) NaCl 0 1M y 3) NaClQ 15 M.

NIVEL PRUMESIO + ERROR LIMITE CE CONFIANZA PARA LA
ESTANDAR MEDIA
11377422038 ah 11049 15496
217390+ 18673 146 65 20118
VARIEDAD 157.27 +20%5 ¢ 3001 84.52
410396+ 27.12bc 76.71 131.22
Tolal 10853 ¢ 8.00
118391+ 946 a*
270774 £2631 b 150 31 207 31
TRATAMIENTO rlchg gt 84,14 131 35
= 39.40 8661

Tolal 118.22 + 9.82

S
“Letras ditergntes @1 oylumnas indican diferendias signi‘icativas (P< 0Q5) * Letras guales en columnas indican diferencias na sinificativas
{P>0.05)
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v U

Fig. 14 Contenido de manganeso en callo in vitro de hoa
cotiledonaria de 4 var de Phaseolus vulgaris L. bajo estrés de
sainid

MANGANESO

@TESTIGO

mo1Mm

3 0D

T = T T

con NaCl .
MOLIBDENO (Mo).- Con respecto al Mo solo se observaron diferencias
altamente significativas (P<0.01) entre las variedades mientras que para los
tratamientos no se muestran dichas diferencias (Tabla 11). Las comparaciones
multiples de medias de Tukey (Tabla 12) para las variedades, podemos
observar la formacion de dos grupos en donde se encuentran las variedades
flor de mayo y flor de junio en el primero y en el segundo grupo las variedades

pinto americano y pastilla, por lo que tenemos que estas (ltimas variedades

difieren estadisticamente de las variedades flor de mayo y flor de junio. Para los
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tratamientos se formo un solo grupo lo que indica que no existen diferencias
significativas (P>0.05), (Figs. 16 y 17).

TABLA 11. Analisis de varianza para molibdeno en callo in vitro de frijol estresados a
salinidad.

FUENTE DE VARIAGION SUMA DE GRADOSDE | CUADRADOMEDIO | FCALCULADA | PROBABILIDAD
CUADRADOS LIBERTAD
~VARIEDAD 300.95 3 100,32 B P<001
TRATAMIENTO 3487 2 17.43 116 N8 P=032

**Valores alamente sanicativos (p < 0.01) * Valores significativos (p < 0.05) NS = Valor no SQnificativ (p > 0.05).

TABLA 12. Comparacion militiple de medias mediante la prueba de Tukey para molibdeno en
callo in vitro de frijol estresados a salinidad. vanedades:1) pinto amenicano, 2) pastiia, 3) flor de mayo y 4) fior de junio.
Tralemientos 1) testigo. 2) NaCl 0.1M y 3) NaCl0.15 M.

NIVEL PROMEDIO + ERROR [IMITE DE CONFIANZA PARA LA
ESTANDAR MEDIA
R 1730+198a° 466 893
2 886 +158a 42 850
VARIEDAD 1 137+034b A1.26 4.00
4 12440400 138 388
Total 4.19+064
- 057 514
TRATAMEENTO (phelrds 29 749
= 2 .80
34514156 a
Total 54440 85

“Leiras dferentes en Colmnas indican dferencias sgnficativas (P< 0 05)  Levas iguales en columnas Indican Giferencias no SNiicatvas
{P>0.05)

MOLIBDENO
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P g
4
S
4
2
0
Fig. 16 Contenido de malibdeno en callo in vitro de hoja cotiledonaria
de 4 var de Phaseolus vuigans L. bajo estrés de salinidad.
MOLIBDENO
P
p
m

o N » O @

Fig 17 Contenido de molibdena en callo in vitro de hoja cotledonaria

de Phaseolus vulgans L en los diferentes tratamientos de salinidad
con NaCl
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FIERRQ (Fe).- Al igual que el molibdeno, el contenido de fierro demostrd una
variacion altamente significativa (P<0.01) entre las variedades. E! analisis de
varianza revelo que para ios tratamientos no se detectaron diferencias
significativas (P>0.05) (Tabla 13). De acuerdo a los resultadas obtenidos
mediante las comparaciones multiples de medias de Tukey (Tabla 14) las
variedades flor de maya y flor de junio forrman un grupo en comparacion con (as
variedades flor de junic y pastilla. Existe la presencia de un tercer grupa que
carresponde a las variedades pastilla y pinto americano. De esta manera
tenemos que la variedad pinto amencano difiere estadisticamente de (as
variedades flor de mayo y flor de junio pero no de la variedad pastilla. De igual
manera se observan diferencias entre las variedades pastilla y flor de mayo
para el contemdo de fierro. La variedad que muestra la mayor cantidad de Fe es
la pinto americano con 429.56 ppm en contraste can la variedad flor de mayo
que presenta solamente 119.98 ppm. Respecto a los tratamientos no se
muestran diferencias estadisticas entre ellgs, ya gque se encuentran en un

misma grupo fas valores de este analisis estadistico (Figuras 18 y 18).

TABLA 13. Andlisis de varianza para fierro en calle m vilro de frijol estresados a salinidad,

FUENTE DE vARIACION SUMA JE GRAJCS DE CUADRAGT MEDIO F CALCULADA | PROBABILIDAD
CLADRADOS LIBERTAD
VARIED2D 53604267 3 198680.23 938~ P <0.01
TRATAMIENTO 53128.20 2 26564.75 1.25 N8 P=029

** Valores akamente significativas (P <0.01) * Valares sgnificativos (P < 0.05) NS = Valar no signficative (P > 0.05).
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TABLA 14. Comparacién multiple de medias mediante la prueba de Tukey para fierro en callo
in vitro de frijol estresados a salinidad. Variedades:1) pinto americano, 2) pastila, 3) flor de mayo y 4) flor de junio.
Tratamientos 1) lestigo, 2) NaCl 0.1M y3) NaC10 15 M.

NIVEL PROMEDIO + ERROR LIMITE DE CONFIANZA PARA LA
ESTANDAR . MEDIA
142956+ 73842 " 3047 52865
240620 + 4287 ab 307.10 505.29
VARIEDAD 311998 + 3257 ¢ 20.88 218.07
422342 + 3463 be
Total 204.79 4 24 44
133414228543 4822 41996
TRATAMENTO 230755+ 73108 g;g 33:3;
324267 +56.292 :
Total 26479 +32.19

"Letras dfferentes en coumnas ndican cllerencas Sgnificativas (P< 0.05) ™ Letras guales en columnas indican diferencias no Sgniicatves

{P>0.05)

FIERRO

Fig 18 Contanido de fisrmp en calo in vitrade hoja cotiedonaria de 4
var de Phaseolus vuigadsL bajo estres de sainidad

FIERRO

Fig. 18 Contenido de fierro en callo in vitro de hoja cotiledonaria de
Phaseolus vulgaris L. en los diferentes tralamientos de salinidad
con NaCl

FACULTAD DE CIENCIAS BIOL&ICAS. UANL. 2001

_—
RESULTADOS Y DISCUSIONES

50




Cultive de callo in vitro comd una altemaliva para evaluar tesistencia 3 salinidad y sequla en frijdl Marla Luisa Cardenas Ala

COBRE (Cu).-El cobre demostra las mismas variaciones que el fierra donde se
presentan diferencias significativas (P<0.05) entre las variedades. Sin embargo
dichas diferencias para los tratamientos no fueron significativas ( Tabla 15). De
la comparacion multiple de medias de Tukey (Tabla 16) se establece la
existencia de 2 grupas; donde, en el primer grupo estan las variedades flor de
mayo, flor de junio y pastilla mieniras que las variedades flor de junio, pastilla y
pinto americano en el segundo grupo; par lo que solo difieren estadisticamente
las variedades pinto americano y flor de mayo entre ellas. La variedad pinto
americano presenta |a mayor cantidad de Cu (13.05ppm), mientras que Ia
variedad flor de mayo registra la cantidad (2.53 ppm). Con respecto a los
tratamientos no se observan diferencias estadisticas, ya gque los valores de
esta variable en los tratamientos se encuentran en un mismo grupo (Figs. 20 y
21). Sin embargo se observo mayor acumulacién de Cu en los tratamientos
que en el testigo.

TABLA 15. An3lisis de varianza para cobre en callo in vitro de [rijol estresados a salinidad

FUENTE DE YARIACION SUMa DE GRADOS DE CUADRACO MEDID = CALCULACA | PROBABILIDAD
CUADRADJS LIBERTAD
VARIEDAD 754.74 3 25158 KR T R <005
“RATAVIENTQ 17187 2 8 93 13508 F=027

“*Yalgres altamente significativos (P < C 01} * Valores signiicativos (P < 0.05) NS = Valarno signifcativo (P > 0.09)

TABLA 16. Comparacidn multiple de medias mediante la prueba de Tukey para cobre en callo
in vitra de frijol estresades a salinidad Vanedades:1] pinto amencana, 2) pastla, 3] fior de maye y 4) flor de juni.
Tralamientos 1) tesuge, 21 NaCl 0.1 M y J) NaClO.15 M,

NIVEL PROMEDID + ERRCR LIMITE DE CONF'ANZA PARA LA
ESTANDAR MED&
1130544 a" .64 18.47
21213=3353b 6.7¢ 1758
VARIEDAC 32571 +653b -288 785
4 463105 ab <078 1004
Tolal 808 + 1.34
“ 0.3 L
TRATAMENTO AR 5.25 1463
94 L340 3 a5t 1398
3930+282 a )
Total 8.08 + 1.49

“Letras diferentes en colurnas indicar diferenyas signicalivas (P« 0.05) ™ Lelras guales en cclumnas indican diferencias no significatvas
{P>0.09)
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Fig. 20 Contenido de cobre en callo in vitro de hoja cofiledonaria
de 4 var. de Phaseolus vuigaris L. bajo esirés de salinidad.
COBRE
Il 11183
P 4 'rl a" -fl ——
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Fig 21 Contenido de cobre en callo in vifro dé hoja cotiledonania
de Phaseolus wigans L enlosdiferenies tratamientos de
salinidad con NaCl |,

ZINC (Zn)- El zinc presentd comportamientos distintos que el fierro y cobre
donde observamos una diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los
tratamientos. No se detectaron diferencias significativas (P>0.05) entre las
variedades (Tabla 17). Respecto a las variedades en la comparacion multiple de
medias de Tukey (Tabla 18) confirma que todas quedan incluidas en un mismo
grupo. Podemos observar también que para los tratamientos, se muestra la
formacion de dos grupos. En el primer grupo estan los tratamientos NaCl 0.15

My NaCl 0.1 M y en el segundo grupo los tratamientos testigoy NaCl 0.1M
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demostrando asi, que los tratamientos testigo y NaCl 015 M  son
estadisticamente diferentes al tratamiento NaCl 0.1M ; siendo el tratamiento
testigo en donde se encuentra la mayor cantidad de Zn {(84.11 ppm) y el

tratamiento NaCl 0.15 M presenta la menor cantidad (41.58) ( Figs. 22 y 23).

TABLA 17. Andlisis de varianza para zinc en calla in vitro de frijol estresados a salinidad

FUENTE DE VARIACION SUMADE GRADOS DE CUATRATO MEDIO F CALCULADA | PROBABILIDAD
CUAJRADOS LIBERTAD
VARIEDAD 395218 J 13177 089 NS P=045
TRATAMERTO 10646 98 2 5424 49 368° F=003

" Valorzs aitariente significativas (P <0011 ¢ velores significatvos (P < 0.05) NS = Vakr no sigrificativo (F > 0.05)

TABLA 18, Comparacidn multiple de medias mediante |a prueba de Tukey para zinc en callo

fin vitro de frijol estresados a salinidad. Variedades:1) pinto americanc, 2) pastilla, 3) flor de mayg y 4] flor de junio,
Tratamientes 1) testgo 2) NaCl 0 1M y3) NaClQ 15 M

N VLL PROMEDIO + ERROR LIMITE DE CONFIANZA PARA LA
ESTANDAR MEDIA
CEIIT 11472 3524 8750
2 7870122053 5257 104.33
YARIEDAD 349242507 3 PXRE 7837
462131097 a %0 %%
Tata 62 86 4 6.91
' 5148 10574
TRATAMIENTC Phagh, Vids 78 5
LSl 18.95 64.21
141584811 b
Total 6286 £6.34

“Lelras: dilerentes en colurmas ndican diferencias sgnificatvas {P<005) ** Letras iguales en columnas indkan diferencas na significatvas
(P>0,051
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Fig 22 Contenido de 2inc en callo in vitro de hoja cotiledonaria
de 4 var. de Phaseolus vuiganis L. bajo estrés de salinidad.

ZINC
100

mTESTIGO

Fig. 23 Conlenidd de zinc en callo in vitro de hoja cotiledonaria
de Phaseolus wigaris L. en los derentes ratamientos de
sdlnitiad con NaG!

) LEON
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DETERMINACION DE PROLINA LIBRE EN LOS CALLOS IN
VITRC DE Phaseolus vulgaris L. PARA EL ESTRES DE
SALINIDAD

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza para el contenido de prolina
libre muestran diferencias altamente significativas (P<0.01) entre las variedades y
los tratamientos (Tabla 19). La comparacién multiple de medias de Tukey (Tabla
20) para las variedades muestra la formacion de tres grupos, incluyendo en el
primero a las variedades flor de mayo y flor de junio, en el sequndo a |a variedad
pastilla y en el tercero |a variedad pinto americano. De esta manera tenemos que
la variedad pinto americano presenta diferencias estadisticas significativas con
las otras varedades y que la variedad pastilla la presenta con las variedades flor
de mayo y flor de junio. En general la mayor concentracion de prolina libre se
presenta en la variedad pinto americang (0.160 ppm) mientras que la menor
concentracién la presenta la variedad flor de mayo con 0.034 ppm. (Fig. 24).
Respecto a los tratamientos tenemaos que en un primer grupa se encuentran los
tratamientos NaCl 0.1 y 0.15 M y en un segundo grupo los tratamientos NaCl 0.1
y el testigo; tenemos entances que las diferencias significativas se presentan entre
los tratamientos testigo y NaCl 0.15 M, con una disminucion en el contenida de
prolina en los dos tratamientos con respecto al testigo (Fig. 25) lo que difiere de
lo mencionado por Sawires et al, (1997) citado por Maiti ef af,(2000) que
reportan que la prolina libre generalmente aumenta con salinidad creciente y
también difiere de lo descrito por Sivaramakrishnan, ef &, (1988) y Revilla y
Cafal (1999), que el estrés salino produce en callos de ¢livo un incremento

notable en prolina libre; sobre todo en callos que proceden de un cultive con
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manitol.
TABLA 19. ANALISIS DE VARIANZA PARA PROLINA LIBRE EN CALLO IN VITRO DE FRIJOL
ESTRESADOS A SALINIDAD . |
FUENTE DE VARIACION SUMA DE GRADOS DE CUADRADO | FCALCULADA | PROBABILIDAD
CUADRADOS LIBERTAD MEDIO
VARIEDAD 0.092 3 0030 1237 " P<001 |
TRATAMENTO 0.025 2 0012 513% P=001

** Valores aitaments significativos (P < 0.01) * Valoras significativos (P < 0.05] NS =Valorno significative (P > 0.05)

TABLA 20. COMPARACIONES MULTIPLES DE MEDIAS MEDIANTE LA PRUEBA DE TUKEY
PARA PROLINA LIBRE EN CALLO /N VITRO DE FRIJOL ESTRESADOS A SALINIDAD.

Vanedades:1) pinto amencano, 2) pastiia, 3) flor de mayo y 4) flor de junio. Tratamientos 1) testgo, 2) 0.1 M de NaCiy 3) 0.15 M de NaCl ‘
NIVEL PROMEDIO + ERROR ESTANDAR LIMITE DE CONFIANZA PARA LA MEDIA |
10160£0026 a*
2 0087 £0023 b 012 0.19
VARIEDAD 3003440005 ¢ 0.05 0.12
4 0038+£0011 ¢ 0.0001 0.06
Total 0.060 + 0.009 004 007
0 10 :
TRATAMIENTO. : g ;;giggg; 0.08 0.14
3 0047 +0.008 b g‘gg g';;
Total 0.080 + 0.011 : i

"Letas dfevenies en columnas ndican HIeencias Sqniicatvas (p < 0.05)

PROLINA

0.2
D154
01
0.056

Fig. 24 Contenido de profina fibre en calio in vitro de hoja
cotieionania de 4 var, da Pheseolys yulgatis L. bajo estrés de
sakniad,

PROLINA

0.14 |
0.12
0.1 -
0.08 E=—=
0.06
0.04
0.02 |

mTESTIGO
mo.1M
OO0.15M

Fig. 25 Contenido de prolina libre en calio in vitro de hoja
cotiledonanade Phaseolus vulgans L. en los diferentes
fratamientos de salinidad con NaCl.
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DETERMINACION DE MACRO Y MICRONUTRIMENTOS EN LOS
CALLOS IN VITRO DE Phaseolus vulgaris L. PARA EL ESTRES
DE SEQUIA

Al igual que para el factor salinidad, los resultados correspondientes a macro y
micronutrimentos en los callos in vitro estresadas a sequia fueron sometidos a
un analisis de varianza multiple. Dicho analisis revelé diferencias altamente
significativas {P<0.01) entre los tratamientos y entre |las variedades en la
mayaria de los macronutrimentos y micronutrimentas. Enseguida se discutiran
los resultados para cada uno de los macro y micronutrientes en los callos in
vitro de Phaseolus vulgars L.

SODIO.- Para la determinacion del sodio €l analisis de varianza pone en
evidencia la existencia de diferencias altamente significativas (P<0.01) entre
las variedades, asimismo entre los tratamientos (Tabla 21). En la comparacion
multiple de medias de Tukey (Tabla 22) se ohserva la formacién de dos grupos
para las variedades; en el prmer grupo estan fas variedades pastilla, flor de
mayo ¥ flor de junio y la variedad pinto americano en el ofro grupo. De esta
manera tenemos que la variedad pinto americano difiere estadisticamente de
las otras 3 variedades. Esto se refleja en la cantidad de sodio ya gue los
valores van desde 3478.05 ppm en la variedad pinto americang; y de 1484.07
ppm en la variedad flor de junio. Podemaos observar también que para los
tratamientos la comparacion multiple de medias de Tukey mostré la formacién
de dos grupgs, un primer grupe que corresponde a los tratamientos PEG 10 y
15 % y en el segundo el tratamiento testigo demostrando esta agrupacion que

existen diferencias estadisticamente significantes entre estos grupos. Siendo
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en el tratamiento testigo mayar la cantidad de este elemento al registrar
4306.80 ppm, en comparacian con 739 ppm que se captan ¢on el tratamiento
PEG 15% (Figs. 26 y 27). Esto difiere con lo citado por Moreno Limén (1998)
que menciana que en variedades de frijol flor de junio y pintc americano en tallo
y hoja hay un aumento de saodio al estresar plantulas de frijol a sequia.

Tabla 21. Analisis de varianza para sadig en callg in viirg de frijo! estresados a sequia.
=UENTE OE YARIACION | SUMA OE CUADRADOS [ GRADQS CE LIBERAD [ CUACRADD MZD.O | F CALCULADA | FROBABILIDAD
VAR EGAC 26993322 3 8327774 633 R <00l
TRATAMIENTO 92985495 1 464992747 RCk P <001

* Vakomes allamente sgnificatvos (P <004] * Valores signficativas (P < 005) NS = Valor ng sgnificativ (P 05)

TARLA 22. Comparacion mUltiple de medias mediante la prueba de Tukey para sodio en callo

in vifro de frijol estresados a sequia. Vanedades 1) pinto americans, 2) pastila, 3] Ror de mayo y 4) flor de juna. Tratamientos
1) tesugo, 2] PEG 12 %y 3) PEG 19 %.

NIVEL PROMEDIO = ERROR LIMI"E OE GONFIANZA
i ESTANCAR PARA LA MEDIA
1 347805 1168673 ° 769712 425898
7 179132 +25948 b 930,39 2482 25
VARIEDAD 1 150691240231 b 72598 2287 84
4 48407 =43403 b 70314 226500
Total 704259 + 339.07
630,49 438310
3 766 3
TRATAMIENTO | 430680 +€67 66 6271 141532
2 730z £3275 b el
ot GRG0 S 405.64 758.25

Toa 204259 £23290

"Leras dilerentes en columnas indicar dilerencias significativas (P < (.05) “Lefras quales indican diferencas no significativas (P >0.05)
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Fig. 26 Contenido de sodio en callo in vitro de hoja
cotiedonaria de 4 var. de Phaseolus vuigans L. bajo
estrés de sequia con PEG.
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Fig. 26 Contenido de sodio.en callo# vitra de hoja

cotiiedonariade 4 var. de Phaseolus wilgaris L bajo
esirés de sequia con PEG

MAGNESIO (Mg).- El magnesio tuvo una variacién tanto entre las vanedades
(P<0.05) como entre los tratamientos aplicados (P<0.01). (Tabla 23) Respecto
a las variedades; las comparaciones multiples de medias de Tukey (Tabla 24)
muestran dos grupos, un primer grupo que corresponde a las variedades flor
de mayo, pastilla y pinto americano y un segundo a las variedades pinto
americano y flor de junio. En relacion a los tratamientos se formaron también
dos grupos, en el primero se encuentran los tratamientos PEG 15%y 10% y el

segundo corresponde al tratamiento testigo por lo cual se desprende que hay
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diferencias significativas solo entre el tratamiento testigo con el resta de ellos.
Se puede aobservar al respecto que cuando los callos son tratados con los
tratamientos PEG 15% y 10% se reduce la cantidad de Mg (573.88 y 523.59
ppm) en comparacién con el tratamiento testigo (822.17) (Figs. 23 y 29).
Morena Limon (1998) al respecto menciona que a dicho estrés aumenta Ia
cantidad de Mg en hgja y raiz de frijol flor de jumio y disminuye en pinto

americano en hoja, raiz y tallo.

TABLA 23. Analisis de varianza para magnesio en callo in vitro de frijol eslresados a sequia.

FUENTE DE VARWUCION | SUMA OE CLADRADCOS | GRADOS DE LIBERTAD | CUACRADC MEDIQ | F CA_CULADA | PSQBABILIDAD
VARIEDAD 17267345 3 58224 369° P=C.02
TRATAMENTO 51330/ 58 2 30665379 1945 = P<0.01

= Vaores altamerte siyrificativos (P <0.C1) * Vakres siguificatives (P < €35) NE =Valor no sigmficalivo (P> 0.05)

TABLA 24. Camparacion muitiple de medias mediante la prueba de Tukey para magnesio en

callo in vitro de frijol estresados a sequia. varisdades:1) pink amenicano. 2) past ik, 3) fior de mayo y 4) flor de juni.
T-algmuetos 11testga 2) PEG 10%y 3) PEG 15%

NIVEL FROMEDIO + ERROR LIMITE OE GUNFIANZA
ESTANDAR PARA LA MEDIA
167114 £69.55 0" 585.65 756.62
2 60044 + 3455 b 514.% 585,92
VARIEUAD 355220+5088 0 486.72 837,68
47357348051 a 650.25 812
Tatal 55988 +30.70

5 748.14 396 20

182217 £ 54. S
TRAAMIENTO 5 22359 = 8252 b 4455 597 §1
35738943957 b 493.85 LuaL

Tatal 633.88 + 23.34
" *.etras diferentes er columnas indican difarencias significativas (7 < 0.0%)."Lelms igualss indican diferencras no sgnificatvas (P 30.05)
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Fig. 28 Contenidc de magnesio en callo in vitro Fig. 29 Contenido de magnesio en callo in vitro
detog cofiisnianadia-de 4 var de Phaseolus de hoja cotiledonaria, de Phaseolus vuigaris L en
vulgaris | bajo estrés de Sequia con PEG los diferentes tratamientos de sequia con PEG.

POTASIO (K)- Para el potasio existen diferencias altamente significativas
(P<0.01) entre las variedades y entre los tratamientos. (Tabla 25). La
comparacién multiple de medias muestra que las variedades flor de mayo y
pinto americano forman un grupos mientras que las variedades pastilla y flor de
junio corresponden a un segundo grupo. La mayor cantidad de K esta en las
variedades pastilla 'y flor de junio con 15623.89 y 16332.78 ppm
respectivamente (Tabla 26 y Fig. 30). Respecto a los tratamientos en el primer
grupo se encuentran PEG 10 y 15% y en el segundo el tratamiento testigo. (Fig.
31). Observando que existe una diferencia estadisticamente significativa entre
tratamiento testigo y los otros dos tratamientos. Mostrando de esta manera que
ambos tratamientos PEG 10 y 15% disminuyen la capacidad de absorcion de K

al pasar de 28139.73 ppm en el testigo a 7383.53 y 7945.73 ppm en los
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tratamientos 2 y 3 respectivamente. Lo cual coincide con Moreno Liman,(1998)

quien reporta para este elemento una reduccion, a nivel de raiz en la variedad

pinto americanc; perc se reporta un aumento a nivel de hoja y tallo al estres

de sequia; también difiere del mismo autor en gue en la variedad flor de junio en

general registra un aumento al saometerse a dicho tratamienta.

TABLA 25. Analisis de varianza para potasio en calia in vitra de frijol estresadas a sequia.

FUENTE DE VARIACION | SUMA DE CUADRADIOS | GRADOS DE LISERTAD | CUADRADD MEDIQ | F CALCULADA | PROBABIL'DAD
VARIEDAD 3.29€E7 3 2.76E7 1065 F<0O
TRATAMIENTO 33568 2 16759 §4649 % P<oQi

Valores atamente significanyas (P < 001, Yalores signiicatvas (P < 0.05) NS = Vakor 10 siiicatvo (P>0.03)

TABLA 26. Comparacién multiple de medias mediante |a prueba de Tukey para potasio en callo
in vitro de frijol estresados a8 sequia Variedades:1) pints americano, 2) pastila, 3] fiar de maya y 4) fior de junio. Tretamientas
1) tesligo, 2) PEG 10 % y 3) PEG (5 %.

NIVEL PROMECIG + ERROR LIMITE DE CONFIANZA
” ESTANDAR PARA LA MEDIA
1 1322259 & 250586 b 1212572 1431965
2 1562389 + 335707 3 1452683 1672086
VARIEQAD 3 17778.94 + 3542610 11681.974 1387590
4 16332.78 £ 362750 3 1523581 1742074
Tolal 14483 57 + 172643
1 2813973 £ 843,96 &* 718873 2908903
7 738353 + 31458 b G4N53 83335
TRATAMIENTC e €995.46 8495.45
Tata) 14483 57 + 35/ 50

Lettas dderentes en Solumnas indican dife-endias significativas (P < 8.05). ™ etras iguales indican diferendas no sgnificativas (P >0.05)
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Fig. 30 Contenido de potasio en calla in viro de %amngm

hoia cotiledonana de 4 var. de Phaseoius

wuigaris L bajoestrés de sequia con PEG. isiarriénios do veqpla con PEC.

CALCIO (Ca).- De acuerdo con el analisis de varianza el contenido de calcio
mostré que tanto para las variedades como para los tratamientos no existen
diferencias significativas (P >0.05) (Tabla 27). La comparacion multiple de
medias (Tabla 28) indica la formacién de dos grupos; uno formado por las
variedades pastilla, flor de junio y flor de mayo y otro por las variedades flor de
junio, pastilla y pinto americano, por lo tanto es entre las variedades pinto
americano y pastilla en donde se presentan las diferencias estadisticamente
significativas y es en la variedad pinto americanc donde se presenta la mayor
cantidad de Ca que es de 1445.15 ppm y la menor de 1111.51 ppm en la
variedad pastilla (Figs. 32 y 33). Con respecto a los tratamientos no se
muestran diferencias estadisticas entre ellos ya que se observan en un mismo
grupo los valores obtenidos para este analisis comparativo. Sin embargo

Moreno Limén (1998) cita al respecto que el Ca se incrementa en las
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variedades pinto americano y flor de junio en hoja, mientras que en tallo

disminuyen.

TABLA 27. Analisis de varianza para calcio en callo in vitro de frijol estresados a sequia.

FUENTE DE VARIACION | SUMA DE CUADRADOS | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADO MEDIO | F CALCULADA | PROBASILIDAD

VARIEDAD 54160515 3 180535.38 165 NS P=0.19
TRATAMIENTO 418945.15 2 209473.07 192 NS P=0.16

*Valores altamente signficatives (p < 0.01) * Valores signiicativos (p < 0.05) NS = Valor no signiicativo (p>0.05)

TABLA 28. Comparacién multiple de medias mediante la prueba de Tukey para calcio en callo

in vitro de frijol estresados a sequia Variedades:1) pinto americano, 2) pastila, 3) flor de mayo y 4) flor de junio. Tratamientos
1) testigo,2) PEG 10% y 2) PEG15%,

NIVEL PROMEDIO £ ERROR LIMITE DE CONFIANZA
ESTANDAR PARA LA MEDIA
{15 1526078 & 00 1669 87
2 1S L7277 b 88579 13324
VARIEDAD 3 125083 +3741 ab 1026.11 147555
4 119597 + 200152 o71.25 142089
Total 125087 % 5.56
- 114152 153075
TRATAMENTD oot 1123.17 151240
‘ 804.08 1293.29
3 100667 £ 126 15 3
Total 125087 £ 56,52

“Letras diferentes en columnas indican diferencias significatvas (P < 0.05) "Letras iquales indican diferencias no significativas (P >0.05)

CALCIO CALCIO

; @TESTG0]
m ‘W10
o

Fig. 32 Contenido de caicio en calio in vito de hoja Fig. 33 @:nmumu::uﬁ;zoum
cotiledonaria de 4 var. de Phaseoius vulgaris L bajo estrés P i
de sequia con PEG. tratamientos de sequia con PEG
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MANGANESO (Mn).- E| analisis de varianza pone en evidencia que tanto entre
las variedades como entre los tratamientcs existen diferencias significativas con
una probabilidad inferior al 5 % como lo indica la (Takbla 29). La comparacion
multiple de medias (Tabla 30 ) revela que la variedad pinto americano con
118.71 ppm difiere de las variedades flar de mayo y flor de junic 84.03 y 91.48
ppm. de Mn respeciivamente pero no de la variedad pastilla, ya que se muestra
la formacién de dos grupos; un grupo que abarca a |las variedades flor de mayo,
flor de junio y pastilla, un segundo grupo corresponde a las variedades pastilla y
pinto amencang. En lo que respecta a los tratamientos se presentd la formacion
de 2 grupos. Los tratamientos PEG 15 y 10 % se encuentran en un grupo y el
tratamiento testigo en otro; observando que al estresar los callos con los
fratamientos PEG 15 y 10 % la cantidad de Mn disminuye a 52.55 y 60.67 ppm

respectivamente de 183.91 ppm del testigo( Figs. 34 y 35).

TABLA 28. Analisis de varianza para manganeso en callo i1 vifro de frijal estresados a

sequia.
FUENTE DE VARIAGION | SUMA OE GUADRADQS | GRADCS DE LIZERTAD [ CUADRACO MEDIC | F CALGULADA | PROEABILIDAD
VAR ECAD 10076 3 233158 362° F=002
TRATAMIENTO 130027 83 2 £5013.96 1577 P<004

* Valores atamente sirificativos (P <0Q1) * Valores sgnificativae {p < 0.05) NS = Valor na significativa (P > G.05).
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TABLA 30. Comparacion multiple de medias mediante |a prueba de Tukey para manganeso en
callo in vitro de frijol estresados a sequia Varedades 1) pinto americano, 2) pastilla, 3) flor de mayo y 4) flor de junio.
Tratamientos 1) lestigo, 2) PEG 10 %y 3) PEG 15%.

NIVEL PROMEDIO + ERROR UMITE DE CONFIANZA
ESTANDAR PARALA MEDIA
1 1187122377 & 10257 1485
2 10196+ 1868 ab 8582 118,00
VARIEDAD 38403 £1345 b 5789 100.16
49148 +£3072 b 7535 107 62
Total 99.04 + 1129
. 169.93 197 88
moero |1 80588 g
35255489 b 3858 £6.53
Total 99.04 +439

*Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (p < 0.05).**Letras iguales indican diferencias no significativas (p >0.05)

MANGANESO MANGANESO
160 { ‘ »
p 140
P 120
¥ am i‘n—:srﬂ
80 .m0 |
60 ‘D15 J
" I
20
0
Fig. 3 Contenido de a0 anicillo Fig. 35 Contenido da manganeso in vitro de hoja
manga cotiledonaria de Phaseolus wulgaris L en los diferentes
vitro de hoja cotiledonaria de 4 var. de tratamientos de sequla con PEG
Phaseolus vulgaris L. bajo esirés de sequia ’
con PEG.
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MOLIBDENQO (Mo).- con respecto a este elemento el ANOVA presentd la
existencia de diferencias altamente significativas {P<0.01) entre las variedades
y los tratamientos (Tabla 31). Se muestra la formacién de dos grupos para este
elemento en la comparacion multiple de medias de Tukey; (Tabla 32) las
variedades pinto americano, flor de junio y flor de mayo se encuentran en el
primer grupo, y Unicamente la variedad pastilla en el segundo grupo, por 1o que
se desprende que es la variedad pastilla la que difiere estadisticamente del
resto de las variedades. Entre los tratamientos se observan también dos
grupos,; en donde el testigo y 10% PEG van en un grupo y los tratamientos PEG
15y 10 % en otro, por lo que se indica gue los tratamientos PEG 15% y testigo
difieren estadisticamente. Se puede observar que cuando los callos son
sometidos a los tratamientos PEG 10 y 15% aumenta la concentracion de Mo a

7.32 y 9.84 ppm en comparacion con el testigo donde encontramos 2.86 ppm

(Figs. 36y 37).

TABLA 31. Analisis de varianza para molibdeno en callo in vitro de frijol estresados a sequia.

FUENTE DE VARIACION [ SUMA DE CUADRADQS [ GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADO MEDIO | F CALCULADA [ PROBABILIDAD
VARIEDAD 1680.43 3 560.14 1763 © P<0.01
TRATAMIENTO 299,74 2 148.87 471 P=0.01

* Valores altamente significativas (P < 0.01) * Valores significativos (P <0.05) NS = Valor no signfficativo (P > 0.05).
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TABLA 32. Comparacion muitiple de medias mediante la prueba de Tukey para molibdeno en

callo in vitro de frijol estresados a sequia variedadas:1) pinto americano, 2) pastilla, 3) flor de mayo y 4) flor de junio.
Tratamientos 1) testigo, 2) PEG 10% y 3) PEG 15%.

NIVEL PROMEDIO + ERROR LIMITE DE CONFIANZA
ESTANDAR PARALA MEDA
1 255+013 b A28 5.38
2 1850 £415 a 14 66 234
VARIEDAD 33012019 b 082 685
4 2822032 b -1.21 6.46
Total 667 +1.04
o 046 6.18
TRATAMIENTO ; g'ggt 0.02 v 309 1064
32+£240 ab 551 1316
3 984+376 a :
- \Musntua_ B -
*Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (P < 0.05),**Letras iguales indican diferencias no sgnificativas (P >0.05)
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Fig. 36 Contenido de molibdenc en callo in vitro de hoja Fig. 37 Contenido de moliodenc en callo in vitro
cofiledonaria de 4 var. de Phasesolus vulgaris L. bajo de hoja cotiledonaria de Phaseolus wuigaris L en
estrés de sequia con PEG.

los diferentes tratamientos de sequia con PEG.
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FIERRO (Fe).- Para el fierro existen diferencias altamente significativas
{P<0.01) entre las variedades asi como entre los tratamientos (Tabla 33). En la
comparacion multiple de medias (Tabla 34) se observa la formacion de 2
grupos; en donde se encuentran las variedades flor de mayo, flor de junio y
pastilla y la variedad pinto americano en otro, lo que nos indica que la variedad
pinto americano, donde se presenta |a menor cantidad de Fe (274.05 ppm)
difiere estadisticamente con el resto de [as variedades; y que es en [a variedad
flor de mayc donde se presenta la mayor cantidad de este (160.59 ppm). En los
tratamientos se tienen también dos grupas; en el primera estan los tratamientos
PEG 16 y 10 % que difieren del segundo grupo formado por el tratamiento
testigo. Se observa al respecto que en |os tratamientos de estrés 3 y 2 se
reduce Ja cantidad de Fe con 13668 y 14250 ppm respectvamente en

comparacion con la cantidad de Fe presente en el tratamiento testigo con

334.14 ppm (Figs 38 y 39).

TABLA 33. Analisis de varianza para fierro en callo in vitro de frijol esiresados a sequla

FUENTE OE YARIAGION | SUMA DE CUADRADOS | GRADOS OE | CUADRADG MEQIO | F GALCULAGA | FROBABILIOAD |

LIGERTAD
VAR EDAD 65841.53 3 N97.19 563 % P<Q.0f
TRATAMIENTQ 30300737 2 151503.68 923 P<0.0t

= Vakres akamerTe synificativos (P < 0.01) * Valkares sigrificativas (P <0.08) NS = Valor no sgndicalive (P > 0 05).
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TABLA 34. Comparacién muitiple de medias mediante |la prueba de Tukey para fierro en callo

in vitro de frijol estresados a sequia Variedades:1) pinto americano, 2) pastila, 3) fior de maya y 4) flor de junio. Tratamientos
1) festigo, 2) PEG 10%y 3) PEG 15%.

NIVEL PROMEDIO + ERROR LIMITE DE CONFIANZA
ESTANDAR PARALA MEDIA
1 27405+ 5164 a°* 231.74 316.36
2 20185+2027 b 159,64 24426
VARIEDAD 3 18059+1736 b 11827 20290
4 181.16+4936 b 138.87 22348
Total 204.44 + 19.06
1334142854 8" 297.50 37078
- 2 1425045148 b :gagg gg;g
3 13668 +2311b x
Tolal 204.44 + 12.36

*Letras diferentas en columnas indican diferancias significativas (P < 0.05).**Latras iguales Indican diferencias no significativas (P>0.05) |

FIERRO
W 400+
300 350
P 250 P 300
P20 250 mTESTIG
150 200 w10
100 150 o1
50 100
50
g 0
Fig. 38 Contenido de fierro en callo in vitro de hoja Fig. 39 Contenido de fierro en calio in vitro de
cotiledonaria de 4 var. da Phasaolus vuigaris L. bajo hoja cotiedonaria de Phaseolus vuigaris L en los
estrés de sequia con PEG. diferentes tratamientos de sequia con PEG.
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COBRE (Cu).- El anglisis de varianza efectuado sobre el contenido de cobre
demasird diferencias significativas (P<0.05) entre las variedades y altamente
significativas (P<0.01) entre los tratamientos (Tabla 35) . En la comparacion
multiple de medias de Tukey se puede observar |a formacién de dos grupos
para este elemento; las variedades pastilla y flor de mayo se incluyen en uno
de ellos, v las variedades flor de mayo, pinto americano y flor de junio en el otro
grupo, por lo que se tiene que la variedad pastilla es la que difiere
estadisticamente de las variedades pinto americano y flor de junio, pero no de
la flor de mayo ya que esla variedad comparte ambas grupos. (Tabla 36). En
los tratamientos se forman dos grupos y €s en el primer grupo donde estan los
tratamientos de estrés PEG 10 y 15% y es ahi donde se presentan valores mas
bajos de Cu con 2.84 y 3.34 ppm respectivamente. En el segundo grupo se
encuentra solamente el tratamiento testigo el cual difiere estadisticamente de
los fratamientos PEG 10 y 15% ; y es en este tratamiento testigo dande se

presenta el mayor contenido de Cu que es de 5.02 ppm (Figs. 40 y 41).

TABLA 3§. Analisis de varianza para cobre en callo in vitro de frijol estresados a sequia

FUENTE DE VARIACICH | SUMA DE CUADRADQS | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRATQ MEDIOQ | F CALCULADA | PROBABILICAD

YARIEOAD 1249 3 413 297° P =004
TRATAMIENTO 3118 2 1557 119 P<0M

" Valores allaments sknficatvos (P < 0.01) * Valores sandicatves (0 <0.05) NS = Vakor no significative (F > 0.05).
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TABLA 36. Comparacién multiple de medias mediante la prueba de Tukey para cobre en callo

in vitro de frijol estresados a sequia Variedades:1) pinto americano, 2) pastilla, 3) flor de mayo y 4) flor dejunio. Tratamientos
1) testigo, 2) PEG 10 % y 3) PEG 15%.

~NIVEL PROMEDIO + ERROR UMTE DE CONFIARZA |
ESTANDAR PARALA MED
1405 £048 a' % 485
2282043 b 20 352
VARIEDAD 3377 £+024 ab 2.87 448
44301072 a 359 5.20
Total 373+ 0.25
> 432 571
TRATAMENTO R 214 354
: 2685 4.04
33342037 b
Total 3.73 £+0.21

*Letras diferentes en columnas indican diferencias significatvas (< 0.05). ~Letras iguales Indican dierencias o Signincanas (P >0.05)

Fig

cotiledonaria de 4 var. de Phaseolus vulgaris L. bajo

40 Contenido de cobre en callo in vitro tié hoja

2strés de sequia con PEG.

COBRE

-0
la1s

\mTESTIGO

Fig. 41 Contenido de cobre eszallc in viro de

hoja cosiedonaria de Phaseokzwigaris L en los

diferantes tratamientos de sequa con PEG.
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ZINC (Zn).- E! valor de zinc de acuerdo con el analisis de varianza presentd
diferencias altamente significativas {(p<0.01) entre los lratamientos, sin
embargo dicha diferencia no fue significativa para las variedades (p>0.05).
(Tabla 37). La comparacion multiple de medias muestra que los valores para
esta variable se encuentran en un mismo grupo. (Tabla 38 y Figs. 2 y 43). Con
respecto a los tratamientos se presenta |a formacion de tres grupos, en los que
en cada uno de ellos se encuentra solo un tratamiento, por lo que se muestra
que los tres tratamientos difiecen estadisticamente entre si. Se puede observar
gue la cantidad de Zn se reduce en los callos in vitro al ser sometidos a los
tratamientos de estrés ya que tenemos un valor de 15.99 y 26 54 ppm en los

tratamientos PEG 10 y 15% y un mayor valor (84.02 ppm) en el tratamiento

testiga.
TABLA 37. Andlisis de varianza para zing en callg in vilro de frijol estresados a sequia
ELEMENTO FUENTE OE SUMA OE CUATRADQS [ GRAZUS DE | CUADRADC MEDIO | F CALCULADA | PROBAEBILIDAD
VARIACICN LEERTAD -
VARIEJAD 395.37 a 133.12 T3NS P=0%
FING TRATAMIENTO 27592 2 16087.36 12504 P < 0.01

* Valores akamente siynificativos (P 8Q1} * valores siqrificalives (P < 0.05) NS = Vaor ng sgnificative (P > Q.0%).

TABLA 38. Comparacidn multiple de medias mediante (a pruetia de Tukey para zinc en callo in
vitro de frijol estresados a Sequia Vanedades:1) pinto americana, 2) pastilla, 3) flor de mayo y 4) fior de junioc.
Tratamientos 1) testigo, 2) PEG 10 % y 3) PEG 15 %.

NIVEL PROVEDIO = ERRORA LIMTE DE CONFIANZA
ESTANDAR PARALA MEDIA
14012414224 &® 3240 478
24112499 o 333 4883
VARIEDAD 3 3963+740 3 KIR 47.35
4 4788 + 14653 40.16 55.60
Total 42 19 + 559
. 77 907
TRATAMIENTO T 950 264
Pt 19.65 R2A

J2ASLI65 0

Tola. 4219 £ 149

“qtas Cilerenes en oglumnas Indican Fikrencies sNTICatvas (A< 0.05). “Lelras Quaies indican dierencias o sigaicativas [P 20.05)
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Fig. 42 Contenidio de zinc en callo in vifro de mm' > mmma“nwm“fm“m
hoja coedonania de 4 var. d Phaseolus vuigaris ferentes vatamienics de sequia 000 PEG,

L bajo estrés de sequia 001 PEG.
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DETERMINACION DE PROLINA LIBRE EN LOS CALLOS IN
VITRO DE Phaseolus vulgaris L. PARA EL ESTRES DE

SEQUIA

Los resuitados abtenidos en e! analisis de varianza para el contenido de prolina
libre muestran que existen diferencias altamente significativas (P<0.01) entre las
variedades y entre los tratamientos (Tabla 39) la comparacién multiple de
medias de Tukey (Tabla 39) indica para las variedades la formacion de cuatro
grupas distintas. En cambio para los tratamientos solo se observa la formacion de
das grupos; donde en un grupo se encuentran |9s tratamientos testigo y PEG

16 %, y en otre grupa el tratamiento PEG 10%, lo que nos indica que es el
tratamiento PEG 10% el que difiere de los tratamientos testigo y PEG 15%,
teniendo la mayor concentracién de protina libre { 0.124 ppm) se obtuvo en el
tratamiento PEG 15%, comparado a los tratamientos PEG 10% y testigo con 0.06
y 0.112 ppm de prolina libre respectivamente (Figs. 44 y 45). Nuestros resuitados
coinciden con |0 reportado per Sivaramakrishnan, et al., (1988) a nivel de planta
que: el incremento de prolina esta relacianade con un decremento en el potencial
hidrico de la hoja y con otras medidas hidricas, como el contenido relativo de
agua.

TABLA 39. ANALISIS DE VARIANZA PARA PROLINA LIERE EN CALLO IN VITRO DE
FRUJOL ESTRESADOS A SEQUIA.

ELEMENTC FUENTE OE SUMA DE GRADOS CE | GUADRADO MEDIQ | F CALCULARA | PRQZABILIDAD
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD
VARIEDAD 4178 3 €03 56.47 P<0.01
PROLINA TRATAMIENTO 00235 2 0.012 PR P<0.01

“ Valores altaments sinificatives (P < 0.01) * Valores significatives (P < 0 05) NS = valor ng significativa (P> 0,08}

e e
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TABLA 40. COMPARACIONES MULTIPLES DE MEDIAS MEDIANTE LA PRUEBA DE TUKEY
PARA PROLINA LIBRE EN CALLO /N VITRO DE FRIJOL ESTRESADOS A SEQUIA.

Variedades: 1) pinto americano, 2) pastita, 3) flor de mayo y 4) flor de junio. Tratamientcs 1) testigo, 2) 10% PEG Y 3) 15% PEG.

ELEMENTO NIVEL PROMEDIO + ERROR ESTANDAR LIMITE DE CONFIANZA PARA LA MEDIA
10171 £0010 2° 0.156 0.187
204124+0018 b 0.108 0.140
VARIEDAD 3 0.024+0003 d 0.08 0.03¢
4007740010 ¢ 0.61 0.093
Total 0.099 + 0.006
. 0.008 0.126
TRATAMIGHTO 10112400218 e R
2 0.062 + 0.012b st it
3012400182 :
Total 0.099 +0.010
“Uelras dferentes en columnas ndican dderencias signiicativas (P < 0.05)
Prolna Prolina
0.15
P 01 |WTESTIGO |
P m10
m
0.05 m15
o

ho,acouedonanadelvar dePhcseo\svulyus
L. bajo estrés de sequia con PEG.

Fig. 45 Contenido de prolina en callo in vitro da

hoja cotledonaria de Phaseoius vulgans L en los
tiferentes tratamisntos de sequia con PEG.
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ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS : SALINIDAD

Los resultados obtenidos en la electroforesis, para la determinacion de
proteinas especificas como respuesta al estres de salindad, nos pemmite observar
la presencia de un polipéptido de 33 kDa en ia variedad pinto americano en los
dos tratamientos con NaCl (0.1 y 0.15 M), polipéptidos de 25 y 28 kDa en la
variedad pastilla en los tratamientos de 0.15 y 0.1M de NaCl respectivamente, y un
polipéptido de 28 kDa en la variedad flor de mayo en los dos tratamientos con
NaCl (0.1 y 0.15 M) (Fig. 46) .Dichos resultados son reforzados por las
observaciones realizadas por diversas investigaciones acerca de la presencia de
proteinas que intervienen en (a tolerancia a la salinidad en diferentes cultivos
agricolas y cultivo in vitro (Hurkman y Tanaka, 1987, Singh ef al., 1985, Ramagopal,
1986, Singh et al., 1987, Ben-Hayyim ef al., 1989) donde se demuestran que la
salinidad promueve la sintesis de proteinas especificas (15-30, 20, 28, 25, 26 y 32
kDa) de estrés de salinidad (SSSP, salt stress specific-protein); al igual que en esta
investigacion, estos estudios son realizados en cultivo de tejidos por la facilidad de
contralar fas variables, ademas de poder preservar una linea de células resistentes a
la salinidad. Ademas; Rani (1988), encontrd que los patrones de proteinas de las
lineas susceptibles y tolerantes, mostraron diferencias creciendo en presencia y
ausencia de NaCl. Las lineas tolerantes poseian una proteina de 28 kD en el
vastago y ausente en las lineas susceptibles, la presencia de esta proteina se

relaciond con la tolerancia del arroz a la salinidad.
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Fig-46 Electroforesis en gel de poliacrilamida-sds de callo in vito de hoja cotiledonaria
de 4 variedades Phaseolus vulgaris L. bajo estrés de salinidad.
Carriles: M) Marcadores 1) pinto americano testigo 2) pinto americano NaCl 0.1 M
3) pinto americano NaCl-0.15 M 4) pastilla testigo 5) pastilla NaCl 0.1 M
8) pastilla NaCl 0.15 M 7) flor de maye testigo-8) flor de mayo NaCl 0:4 M
9) flor de mayo NaCl 0.15 M 10) flor de junio testigo 11) flor de junio NaCl 0.1 M
y 12) flor de'junio NaCl0.15M

_—
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ELECTRUFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS : SEQUIA

Los resultados obtenidos en los corrimientos para la determinacion de proteinas
especificas como respuesta al estrés de sequia en los callos in vitro de frijol en
los tres buffer de extraccion utilizados , nos muestra la presencia de un polipéptido
30 kDa en |a variedad pastilla en los tratamientos de 10 y 1§ % de PEG y de 30
kDa en ambos tratamientos en la variedad flor de junio { Fig 47 ). Estos
resultados coinciden con Singh et al, (1985) que reportan, que en cultivo de
células de tabaco, el procesc de adaptacion celular al estrés osmotico induce la
sintesis de proteinas de riovo, incluyendo la predominancia de una proteina de 26
kD, llamada osmatina. Es interesante decir que la sintesis de la osmatina no es
inducida por el chogue osmético parque comienza sola cuando las células san
adaptadas a NaCl o PEG (Singh at al, 1985). Se estima que &l papel de la
osmotina sea inducir en la célula el ajuste osmético al facilitar la acumulacién de

salutos o al permitir alguna alferacidn metabdlica en (a celula,
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Fig. 47 Electroforesis en gel de poliacrilamida-sds de callo in vitro de hoja cotiledonaria
de 4 variedades Phaseolus vulgaris L. bajo estrés de sequia.
Carriles: M) Marcadores 1) pinto americano testigo 2) pinto americano PEG 10%
3) pinto americano PEG-15% 4) pastilla testigo 5) pastilla PEG 10% 6) pastilla PEG
15 % 7) flor de mayo testigo 8) flor de mayo PEG 10 % 9) flor de mayo PEG 15 %
10) fior de juniotestigo 11) flor de junio PEG 10% y 12) flor de junio PEG 15%.
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En general es la variedad pinto americang !a que presenta wuna mayar
acumulacién de macro y micronutrimentas, el mas alto contenido de prolina
libre, asi como la presencia de un polipéptido de respuesta de 33 kDa; en los
callos in vitro estresados a salinidad. En el estrés de sequia, presenta el
mismo comportamiento en cuanto a la acumulacion de nutrimentos excepto
para el molibdeno que bajo este estrés se observa una disminucion muy
marcada con respecto al olro eslrés y no se presenta ningun palipéptido con

respecto a su testigo.

La variedad pastilia muestra una mayor acumulacion de los nutrimentos en
los callas i1 vifro estresados a salinidad, excepto para el sodio y una mayar
cantidad de prolina libre comparada con las variedades flor de mayo y flor de
junio. Ademas en esta variedad se observa la presencia de un polipéptido de
28 kDa como respuesta al estrés de salinidad En el factor sequia el
compartamiento de esta variedad es muy similar ya que ademas de presentar
mayor acumulacidn de nutrimentos se presenta una proteina de respuesta al

estrés con un peso molecular de 30 kDa.,

La variedad flor de mayo solo presenta mayor acumulacion de potasio en
ambaos factores de estrés y la presencia de un polipeptido de 28 kDa como

respuesta al estrés de salinidad.

La variedad flor de junio presenta en general buena acumulacidn de los

nutrimentos comparada con Ia variedad flor de mayo. Observamos ademas la
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presencia de un polipéptido de 30 kDa sélo en los callos in vitro sometidos al

estrés de sequia.

ULTRAESTRUCTURA  POR MICROSCOPIA  ELECTRONICA DE

TRANSMISION.

En los cortes semifinos, tanto para salinidad como para sequia, se observan
células de diferentes formas y tamafos desde circulares hasta alargadas.
Algunas areas presentan un arreglo ordenado con células de forma
homogénea, bien sea todas delgadas o circulares, o compactas y apiladas
dejando poco espacio extracelular, mientras que otras areas de una misma
muestra, el arreglo es mas bien desordenado y con amplios espacios
extracelulares sin contenido aparente; como lo citan Hurtado y Merino (1987)
quienes mencionan que estudios microscopicos han demostrado que los tejidos
de tipo calloso generalmente son heterogéneos en su composicion celular; que la
diversidad celular presente en el callo depende de muchos factares como son el
origen del tejido, la edad de los cultivos y la compesicion de los medios.

Las células en general contienen una gran vacuola central que ocupa casi
ia totalidad de la célula y muy escaso citoplasma, disponiéndose como una fina
capa adosada a [a pared celular, sin que se observen organelos, esto le da un
aspecto a la célula como si estuviese vacia.

En cortes ultrafinos; en algunas células se observan depésitos de
material proteico rellenando el citoplasma y extendiéndose en algunos casos

como acumulos granulares hacia las partes mas internas de la célula o
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espacios vacuolares. Sin embargg, ta mayor parte de las célutas, contienen solo
una delgada pelicula citoplasmaética. En estos cortes se observan
predominantemente paredes celulares, las cuales son delgadas y miden
0.18um en promedio, esto coincide con o reportado por Oimos y Hellin (1996)
quienes reportan que al observar a nivel ultraestructura las caracteristicas de
las ceélulas susceptibles a salinidad, encantraron que éstas poseian grandes
vacuolas. La vacuola central estaba rodeada por una delgada capa de
citoplasma; no asi en que reportan abundantes mitocondrias, reticulo
endoplasmico rugoso y plastos y diferimos de Mir Araujo (1996), que en
observaciones de ultraestructura en callos in vitro de sorgo estresados a salinidad,
reparta células con altos niveles de almidan y lipidos, claroplastos y mitocondrias

abundantes y un sistema de membranas bien desarroliada.

e =
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VIil. CONCLUSIONES

Con base en lcs resultados obtenidos y conforme a las condiciones
experimentales en las que se llevo a cabo la presente investigacion, se efectuan

las siguientes conglusianes:

La técnica de desinfestacién que consistié en alcoho! etilico al 70% e hipoclorite
de sodio comergial (NaCIQ)} al 15 % (v/v) durante 10 minutos fue apropiada para
lograr el establecimiento aséptico del cultivo in vitro de las variedades de frijol

(Phaseolus vulgaris L.) pinto americano, pastilla, flor de mayo y flor de junio.

Las concentraciones de 2,4-D 3, 5y 10 mg/L en los explantes de hipocatilo,
hoja cotiledonana y catiledon, respectivamente son los adecuados para lograr la

induccion del callo i vitro en las variedades estudiadas.

En general son las variedades pinto americang y pastilla |as que presentan
una mayor acumulacion de macro y micronutrimentos, la mayor acumuiacion de
prolina libre, asi coma la presencia de un polipéptido de respuesta de 33 kDg,
en pinto americanao para el estrés salinidad y de 20 y 30 kDa en la var. pastilla
para salinidad y sequia respectivamente en los callos in vitro, por 0 que
podemos considerar a estas variedades como tolerantes a estos factores de

estres.
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Por lo anterior y dado a que las respuestas a las determinaciones realizadas se
pueden observar claramente a nivel de callo, podemos considerar al cultivo de
callo in vifro como una herramienta importante para evaluar y seleccionar
variedades resistentes a diferentes factores de estrés, con la ventaja de que
podemos conservar completas las plantas donadoras de explantes ademas de
mantener al cultivo de calle in vifro mediante subcultivos y conservar las lineas

celulares.
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JORGE LUIS HERNANDEZ PINERQ. DR. SERGIO MORENQ LIMON, M.C. GRACIELA
GARCIA DIAZ, DR. JULIA VERDE STAR, DR. RAHIM FOROUGHBAKHCH P., ESTUDIANTE
ALMA CITLALLY MUNDO MEDINA (TESISTA).
IMPACTO: CONTINUACION DEL PROYECTQ FAICYT CN 150-99
ESTAELECER LAS BASES TECNICAS Y CIENTIFICAS PARA EVALUAR LAS RESPUESTAS QUE
PERMITAN EN-UN FUTURQ DETERMINAR LOS MECANISMOS DE RESPUESTA A LOS
FACTORES DE ESTRES CONSIDERANDO AL CULTIVCO DE TEJIDOS COMO UNA ALTERNATIVA
VIABLE PARA LA SELECCION DE GEOTIPOS RESISTENTES A FACTORES DE ESTRES Y
CONSERVACION DE GERMOPLASMA. INSTITUCION: UANL. FCB. ANG: 2000

CONTINUACION "PROYECTO PAICYT CN [49-99"
PARTICIPANTES: M.C. MARIA ADRIANA NUNEZ GZZ., M.C. MARIA LUISA CARDENAS AVILA,
DR. SERGIO MORENO LIMON, M.C. JORGE LUIS HERNANDEZ PINERO, DR. JULIA VERDE
STAR, DR. RAHIM FOROQUGHBAKHCH P.
IMPACTO: CONTINUACION DEL PROYECTOQ PAICYT CN 143-9%
| - INTEGRAR UN EQUIPO DE iNVESTIGACION MULTIDISCIPLINARIA QUE ABORDE A 'ONDO
EL PROBLFMA DE BAIOS NIVELES DE NUTRIMENTOS QUE POSEE LA ZONA NORESTE DE LA
REPUBLICA CON EL FIN DE APROYECHAR LAS GRANDES EXTENSIONES DE SUELC
POTENCIALEMNTE FERTILES CON EL USO DE CULTIVARES TOLERANTES A DIVERSOS
FACTORES DE ESTRES
2.- FORMAR RECURSOS HUMANQS CON CONCIENCIA EMPRENDEDORA Y VISION AL FUTURQ.
3.- DIFUNDIR LAS EXPERIENCIAS ADQUIRIDAS MEDIANTE ARTICULOS CIENTIFICOS,
PONLNCIAS, E1C INSTITUCKIN: UANL. FCB. ANO: 2000



“PROYECTO PAICYT CLAVE CA400-40"
PARTICIPANTES: M C. JORGE LIS HERNANDEZ PINERO, M.C. MARJA LUISA CARDENAS AVILA, DR. ¢
RAHIM FOROUGHBAKHCH P, DR. JULIA VERDE STAR, M.C. GRACIELA GARCIA DIAZ,
DR. SERGIO MORERNO LIMON, M.C. MARIA ADRIANA NUNEZ GZZ..
IMPACTO: DETERMINAR SUS MECANISMOS DE TOLERANCIA PARA AS| ESTABLECER SU
POTENCIALIDAD COMO ESPECIE FITORRENDIDORA DE SUELOS CONTAMINADOSCON
METALES PESADOS. INSTITUCION: UANL. FCB. ANO: 2000

PARTICIPANTES: MUNDQ MEDINA ALMA CYTLALLIL SERVICIQ SOCIAL.

IMPACTQ; CONSIDERAR AL CULTIVO DE TEIIDOS VEGETALES COMO UNA ALTERNATIVA VIABLE PARA
LA SELECCION DE GENOTIPOS RESISTENTES A FACTORES DE ESTRES Y CONSERVACION OE
GERMOPLASMA APLICADO A PLANTAS DE IMPORTANCIA ALIMENTICIA PARA EL HOMBRE.

INSTITUCION: UANL. ECH ANQ: 2000

PARTICIPANTES: RAQUEL CORTEZ PEREZ

IMPACTO. CONSIDERAR AL CULTIVO DE TE!IDOS VEGETALES COMO UNA ALTERNATIVA VIABLE PARA
LA CONSERVACION DE GERMOPLASMA DE PLANTAS CON [IMPORTANCIA ECONOMICA PARA
EL HOMBKE INSTTUCION: UANL. FCB. ARO: 2001

DESARROLLOS TECNOLOGICOS

"PROYECTO PAICY T CLAVE CN150-99"

AUTORES: M.C. MARIA LUISA CARDENAS AVILA. M.C. MARIA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ. M.C. JORGE
LUIS HERNANDEZ PINERQ, DR. SERGIO MORENO LIMON, M.C. GRACIELA GARCIA DIAZ, DR.
JULIA VERDE STAR, OR. RAHIM, FORQUGHBAKHCH P. ESTUDIANTE SONIA CRISTINA
IRIGOYEN ARANDA (TESISTA)

NOMUBRE: RESPUESTA A ESTRES DE SALINIDAD Y SEQUIA EN LINEAS DE PHASEOLUS VULGARIS L
“"FRUOL" A NIVEL DE CALLO [N VITRO.

DESCRIPCION RESULTADOS DE PROYECTQ PAICYT CN 150-99

ORCANISMO: FACULTAD DE CIENCIAS BIOLQOGICAS

PAIS. MEXICO, 1999

EXPERIENCIA ACADEMICA

1998 - PLATICAS SOBRE "USO Y MANCIO DEL MICROSCOPIO QPTICO Y OBSERVACION DE
ESTRUCTURAS UNICELULARES" ALUMNQS DE S GRADO DE LA PRIMARIA DFE PROFRA. ROMALIA
FERNANDEZ E

(998 - PLATICAS SOBRE "USQO DEL MICROSCOPIO QPTICO" ¥ "OBSERVACION DE ESTRUCTURAS
CELULARES" A ALLMNQOS DE 6TO. GRADQ DE LA PRIMARIA PROFR. FELIPE ANGELES-C.C. T.

19DR0OJ070

1997 - CURSQ CONCEPTQ DE BIOLOGIA. UANL. FCB DURACION 1 SEMESTRE (LICENCIATURA)

1997 - "TALLER DE BIOLOGIA" ALUMNQOS DE TERCER GRADQ. INSTITUTO MATER 19383 - MAESTRA POR
HORAS POR CONTRATO. MATERIA "BICLOGIA™". PERIODC FEB 198] - ENERO 1984
UANL. PREPARATORIANO. |5, )

(994 - CURSO DE BICLOGIA GENERAL. UANL. FCB. DURACION 54 HORAS ()

1993 - CURSQ TEORICO-PRACTICO "CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES" DURACION 12 HRS.1983 -
MAESTRA POR HONORARIQS EN EL PERIODO SEP 1983 - ABRIL 1986. UNIVERSIDAD
RECIOMONTANA DIVISION BACHILLERATQ,

1988 - EXPLICACIONES PRACTICAS SOBRE "LOS EFECTOS DE LA TESTOSTERONA EN AVES". ALUMNOS
UE BIOFISICA Y ANATOM(A HUMANA. UNIVERSIDAD REGIOMONTANA DIVISION DE
BACHILLERATO UNIDAD MATAMQOROS,



CURSOS DE ACTUALIZACION

1982 - "OPERACION DE PLANTAS DE TRATAMIENTO" CENTRO DE ESTUDIOS PARA LA REALIZACION
DEL AGUA. SARH. DEL 23 DE AGO. AL 3 DE SEP. SURACION 45 HORAS.

1982 - "CONTROL DE CALIDAD" CENTRO DE ESTUDICS PARA LA REALIZACION DEL AGUA. SARH. DEL
22 AL 24 DESEP. DURACION 15 HRS.

1984 - “ORIENTACION PEDAGOGICA NIVEL [". UNTVERSIDAD REGIOMONTANA. 27 DE OCT DE 1984,

1984 - "ORIENTACIN PEDAGOGICA NIVEL 11" - UNIVERSIDAD REGIOMONTANA. 13 DE DIC DE 1984,

1989 - "ANATOMIA VEGETAL APLICADA" - UANL-FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS. DEL 10 Al 2]
DE JULIO.

1991 - "CULTIVO DE TEJIDOS CURSO DUE ACTUALIZACION ™. UANL-I'ACULTAD DE AGRONOMIA SEM
FEB-JUL OF 1921 CREDITOS 6. CALIFICACION 98.

1993 - "PLANTAS DE IMPORTANCIA ECONOMICA Y METODQOLOGIA DE INVESTIGACION APOYO
LOGISTICO" - UANL- FACULTAD DE CIERCIAS BIOLOGICAS. DEL 3 JUNIO AL 23 DE JULIO.
DURACION 25 HORAS. )

1993 - DIPLOMADO "PLANTAS DE IMPORTANCIA ECONOMICA Y METODOLOGIA (ASISTENCIA)"
MODULG T PLANTAS MUDICINALES. INVESTIGACION (HIVISION Dt EDUCACION CONTINUA
UANL. FCB. DURACION 25
HORAS. DEL 3 JUNIO AL 23 DE JULIQ,

1595 - "PLAN DE ESTUDIOS DE MAESTRIA EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN BOTANICA" - UANL-
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS. 11 DE JULIO. CALIFICACION 90.

1996 - "ML TODOLOGIA UL LA ENSENANZA UE LA tDUCACION AMBIENTAL" - ESCUELA NORMAL
SUPERIOR "PROFR. MOISES SAENZ GARZA". ANQ ESCOLAR 1995-1996 DURACION 45 HRS.

1996 - "MICROTECNIA VERGETAL" - UANL-FACULTAD DE C!ENCIAS BIOLOGICAS. 12 DE JULIO.
CREDITQOS 9 CALIFICACION 100.

1998 - "MICROSCOPIA BASICA" - UANL-FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS. 29 DE ENE DURACION §
HORAS

498 - "FISIOLOGIA DE CLLTIVOS" - UANL-FACULTAD DL CIENCIAS BIOLOGICAS. 21 DL ENERC.
CREDITOS 9. CALIFICACION 96,

1998 - "SEMINARIO" = YUANL-FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOQGICAS. ENERO 1998. ACREDITADO.
CREDITOS 2. _

2001~ * $° CURSO INTERNACIONAL TEQRICO-PRACTICO DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA. - UANL-

FACULTAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS. DEL 26 DE FEERERO AL 2 DE MARZO DFEL 2001

IDIOMA INGLES (BASICO)

1998 - "INGLES I" - ESCUELA SUPERIOR DE NUEVO LEON "PROFR. MOISES SAENZ GARZA" CENTRO DE
IDIOMAS, DURACION 40 HORAS. TEQRICO PRACTICO. CALIFICACION 95

1999 - "INGLES (1" - ESCUELA SUPERIOR DE NUEVQ LEON "PROFR. MOISES SAENZ GARZA" CENTRQ DE
IDIOMAS, DURACION 40 HORAS. TEORICO PRACTICO CALIFICACION Y8

1999 - "INGLES 11" - ESCUELA SUFERIOR DE NUEVQ LEON "PROFR. MOISES SAFENZ GARZA“ CENTRQ DE
IDIOMAS DURACION 40 HORAS. TEORICQ PRACTICO. CALIFICACION 100

1999 - "INGLES I'V" - ESCUELA SUPERIOR DE NUEVQ LEON "PROFR. MQISES SAENZ GARZA" CENTRO DE
IDIOMAS, DURACION 40 HORAS. TEORICO PRACTICO. CALIFICACION 88

1999 - "INGLES V" - ESCUELA SUPERIOR DE NUEVO LEON "PROFR. MOISES SAENZ GARZA" CENTRO DE
IDIOMAS. DURACION 40 HORAS TEORICO PRACTICO CALIFICACION 98

2000 - "INGLES V1" - ESCUELA SUPERIOR DE NUEVQ LLEON "PROFR. MIOSES SAENZ GARZA" CENTRO DE
IDIOMAS DURACION 40 HORAS. TEQRICU PRACTICO. CALIFICACION 92,

2000 - "INGLES VII" - ESCUELA SUPERIOR DE NUEVO LLECN "PROFR. MOISES SAENZ GARZA" CENTRO DE
I0IOMAS DURACION 40 HORAS, TEORICO PRACTICO. CALIFICACION 86

2000 - "INGLES V11" - ESCUELA SUPERIOR DE NUEVO LEON "PROFR, MOISES SAENZ GARZA" CENTRO DE
IDIOMAS. DURACION 40 HORAS. TEORICO PRACTICCO. CALIVICACION 80



COMPUTACION

1989 - "AREA DE COMPUTACION" - UANL-FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS. DURACION 45 HRS

1990 - "PROFESIONAL WRITE" - UANL COMISION ACADEMICA DEL H. CONSEJO UNIVERSITARIQ. DEL 9
AL 13 DE JULIO, DURACION |5 HRS.

1990 - "MS DOS" - LANL. COMISION ACADEMICA DEL H. CONSEJO UNIVERSITARIO. DEL 29 DE OCT AL 2
DE NOV._ DURACION 15 HORAS.

1998 - "WINDOWS 95" - UANL-BIBLIOTECA MAGNA UNIVERSITARIA "RAUL RANGEL FR1AS". DEL 16 AL
20 DE MARKZO.

1999 - "INTERNET" - UANL-BIBLIOTECA UNIVERSITARIA RAUL RANGEL FRIAS. DEL 8 AL 12 DE FEB.

1999 - "POWER POINT 7.0" - LANL-BIBLIOTECA MAGNA UNIVERSITARIA RAUL RANGEL FRIAS. DEL 22
AL 26 DE FEBRERO.

1999 - "EXCEL ?7.0" - UANL-BIBLIOTECA UNIVERSITARIA RAUL RANGEL FARIAS. DEL | AL § DE MARZO.

PONENCIA EN CONGRESOS

1988 - 1V CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA
“ESTUDIOS PRELIMINARES PARA LA INDUCCION DE BROTE "IN VITRO" DE PITAYA
HYLOCEREUS UNDATUS (HAWORTH) BRITTON ¥ ROSE." SOCIEDAD QUIMICA DE MEXICQO,
SECCION NUEYO LEON. UANL. FCB. FCQ. 21 Y 22 DE MAYO.

1994 - 1994 CONGRESS ON CELL AND TISSUE CULTURE.

“SULBLET FORMATION FROM THREE VARIETIES OF ALLIUM SATIVUM IN VITRO" RESEARCH
TRIANGLE PARK, NC. DEL 4 AL 7 DE JUNIO.

1995 - 11 CONGRESO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGROPECUARIA Y FOREST AL.

“CULTIVO IN VITRO DE BROTES DE TRES YARIENDADES DE "AIQ" (ALLIVIM SATIVUM L.J”
ASQCIACION NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGROPECUARIA Y FORESTAL, A C. DEL 20 AL
24 DE NOVIEMBRE.

1997 - | CONGRESQ NACIONAL SOBRE APROVECHAMIENTO Y MANEIQ INTEGRAL DE RECURSQS DE
ZONAS ARIDAS. “GERMINACION Y CRECIMIENTQ DE HYLOCEREUS UNDATUS (HAWORTH)
BRITTON Y ROSS, BAIO TRATAMIENTO DE ESTRES HIDRICO” SOCIEDAD MEXICANA PARA EL
APROVECHAMIENTO INTEGRAL DE LOS RECURSOS DE ZONAS ARIDAS A (. 27 DE SEPTIEMURE.

1998 - 1V CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA
“LA CANDELILLA (EUPHORB{A ANTISYPHILITICA ZUCC) SU PROPAGACION [N V[TRO"
SOCIEDAD QUIMICA DE MEXICO, SECCION NUEVO LEON. FCB Y FCQ. 21 Y 22 DE MAYQ.

1698 - IV CONGRESO NACIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA.

“ESTUDIOS PRELIMINARES PARA LA INDUCCION DE BROTE “IN VITRO" DE PITAYA
HYLOCEREUS UNDATUS (MAWOKTH) BRITTON ¥ KOSE" SQCIEDAD QUiMlCA LE MEXICQ,
SECCION NUEVQ LEOQN, FCB Y FCQ 21 Y 22 DE MAYQ.

1998 - ELECTRON MICROSCOPY 1998 ICEMI4

“SCANNING ELECTRON MICRQSCOPY QF PHASEQLUS BEAN AND ITS POSSIBLE RELATION TO
FOOD QUALITY "ICEM 14, CANCUN. MEXICQ, DEL 31 DE AGQSTO AL 4 DE SEPTIEMBRE.

1998 . XVII CONGRESO DE FITOGENETICA.

SINDUCCION DE CALLG IN VITRG OE FRIJOL COMUN "PHASEQLUS VULGARIS L. VAR. PINTQ
AMERICANO” SOCILDAD MEXICANA DE FITOGENETICA, A. C. UNIVERSIDAD AUTONOMA
DF GUFRRERQ. DEL. 5 AL 9 DE OCTUBRE.

1998 - XVI] CONGRESO DE FITOGENETICA.

“REGENERACION Y PROPAGACION (N VITRO DE LA CANDELILLA (EUPHORBIA
ANTISYPHILITICA ZUCC)" SOCIEDAD MEXICANA DE FITOGENETICA, A. C. UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE GUERRERQ. DEL 5 AL 9 DE OCTUBRE.

1999 - | CONGRESO REGIONAL ESTUDIANTIL DE CIENCIAS DE LLOS ALIMENTOS.

“EL CHILE PIQUIN (CAPSICUM ANNUUMM L. VAR, AVICULARE DIERB) D & E: UN ESTUDIO
ETNOBOTANICO” ASOCIACION NACIONAL DE TECNOLOGOS EN ALIMENTOS DE MEXICO A. C.
DELEGACION NUEVO LEON. 23 Y 24 DE SEPTIEMBRE.

1999 - | CONGRESO REGIONAL ESTUDIANTIL DE CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS.



“CULTIVO IN VITRO DE PITHAYA DE MAYO" ASOCIACION NACIONAL DE TECNOLQGOS EN
ALIMENTOS DE MEXICO A €. DELEGACION NUEVU LEON 23 Y 24 DE SEPIIEMBRL.

1999 - | CONGRESO REGIONAL ESTUDIANTIL DE CIENCIAS DE LOS ALIMENTOQS.
“MICROPROPAGACION DE CACTACEAS COMESTIBLES” ASOCIACION NACIONAL DE
TECNOLOGOS EN ALIMENTOS DE MEXICO A. C. DELEGACION NUEVO LEON. 23 Y 24 DE SEP.

1999 - | CONGRESO REGIONAL ESTUDIANTIL DE CIENCIAS DE LOS ALIMENTQS.

“PEPTIDO DE 48 KDALTON COMQ RESPUESTA DE ESTRES NUTRIMENTAL EN FRIJOL”
ASQCIACION NACIUNAL DE TECNOLOGOS EN ALIMLENTOS DE MEXICO A. C. BELEGACION
NULVO [LFON. 23 Y 24 DL SEPIEMBRE.

1999 - 1 CONGRESO REGIONAL ESTUDIANTIL DE CIENCIAS DE LOS ALIMENTQS.

“INDUCCION DE CALLO IN VITRO DE FRIJOL (PHASEOLUS VULGARIS L. VAR PINTO
AMERICANO)" ASOCIACION NACIONAL DE TECNOLOGOS EN ALIMENTOS DE MEXICO A. C.
DELEGACION NUEVO LEON. 23 Y 24 DE SEPIEMBRE.

1999 - | CONGRESO REGIONAL ESTULIANTIL. DE CIENCAS DE L.OS ALIMENTOS.

“PERFIL DE MINERALES EN CALLQ [N VITRO DE FRIJOL (PHASEOLUS VULGARIS L. VAR PINTG
AMERICANC)" ASOCIACION NACIONAL DE TECNOLOGOS EN ALIMENTOS DE MEXICO A. C.

DELEGACICON NUEVQ LEON. 23 Y 24 DE SEPIEMBRE.

1999 - | CONGRESO REGIONAL ESTUDIANTIL DE CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS.

“PERFIL DE MINERALES EN CULTIVARES DE FRIIOL (PHASEOLUS VILLGARIS L.)" ASOCIACION
NACIONAL DE TECNOLOGOS LN ALIMEN] OS DE MEXICO A €. DELEGACION NULVO LEON 23 Y

24 DE SEPIEMBRE.

1999 - XXV ANIVERSARIO PREPARATORIA No. 15 UNIDAD MADERO UANL.

“ARTICULOS DE DIVULGACION CIENTIFICA™ UANL. PREPARATORIA Nu. 1115 UNIDAD
MADERO. DICIEMBRE

2000 - V CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA.

"LAS REGULADORES DE CRECIMILNTO COMO MODULATORES [T LA MORFOGUENESIS
VEGETAL IN VITRO" SOCIEDAD QUIMICA DE MEXICO, SECCION NUEVO LEON, FCQ Y FCB. 11
Y 12 DC MAYOQ

2000 -V CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA,

“ACUMULACION DE PROLINA COMO RESPUESTA AL ESTRES NUTRIMENTAL EN PHASEQLUS
VULGARIS €, SOCIEDAD QUIMICA DE MEXICO, SECCION NUEVO LLON, FCQ ¥ FCB. J1 Y 12 DE
MAYO

2000 - V CONGRESO NACIONAL DE CIENCIAS AMBIENTALES

| FORO NACIONAL DE EMPRESARIOS AMBIENTALISTAS.

YESTRATEGIA DE EDUCACION AMBIENTAL APLICADA EN EL PROGRAMA DE BIOLOGIA DEL
NIVEL MEDJO SUPERIOR” UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERQ, ACADEM!IA DE CIENCIAS
AMBIENTALISTAS. DEL. 7 AL 9 DEJUNIQ.

7000 - XXXV CONGRESO MEXICANQ DE QUIMICA. .

“LA INFLUNCIA DE LOS REGULARES DEL CRECIMIENTO SOBRE LA MORFOGENESIS “IN VITRO" DE
LA PITAHAYA OREIONA" SOCIEDAD QUIMICA DE MEXICO A. C. DEL 24 AL 28 DE SEPTIEMBRE.

FONENCIA EN SIMPOSIOS

1998 < 11l SIMPOSIO DE CIENCIA Y TECNCQLOGIA. SEP. CONACY'[. ANJCY'T. DELEGACION NORI:STE
“PRELIMINARES SOBRE INDUCCION DE CALLO IN VITRO EN DOS TIFOS DE EXPLANTES DE
FRIJOL (PH ASEOLUS YULGARIS L. VAR, PINTO AMERICANO}' CONSEIO NACIONAL DE
CIENCIA Y TECNOLOGIA. ANICYT. SEP-CONACYT. UANL. 28 Y 29 DE MAYO,

1999 < 1V SIMPQOS10 DE CIENCIA Y TECNOLOGIA. SEP. CONACYT. ANICYT.
“INDUCCION DE CALLO 1IN VITRO DE FRIJOL "PHASEQOLUS VULGARIS L. VAR, PINTO
AMERICANQ" Y SU PERFIL DE MINERALES" CONSE!O NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA.
ANICYT DELLGACION NORESTE 24 Y 75 DE MAYQ

1999 - [V SIMPUSIQ DE CIENCIA ¥ TECNOLOGIA. SEP. CONACYT. ANICYT.
“SELECCION DE PLANTAS POTENCIALMENTE UTILES EN FITORREMEDIACION DC SUELOS



CONTAMINADOS CON METALES PESADQS™ CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLQGIA.
ANICYT DELEGACION NORESTE. Z4 Y 25 DE MAYO

1999 - IV SIMPOSIO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA. SEP. CONACYT. ANICYT.
“PERFIL OC PROTEINAS DE 4 CULTIVARES DE FRIJOL (FHASEOLUS VULGARIS L.} SOMETIDOS
A HAIOS NIVELES DE NUTRIMENTOS” CONSEIQ NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGLA.
ANICYT DELEGACION NORESTE. 24 Y 25 DE MAYQ
1999 - IV SIMPOSIO DE CIENCIA Y TECNQLOGIA. SEP. CONACYT. ANICYT.
“PRELIMINARES SOBRE EL CULTIVO "IN VITRO" DE STENOCEREUS GRISEUS (HAWORTH)”

CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA. ANICYT DELEGACION NORESTE. 24 Y 25 DE
MAYQ,

2001- 6° SIMPGSIODEL CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA. )
" DETERMINACION DE PROLINA LIBRE COMO RESPUESTA AL ESTRES SALINO EN CALLOS DE
FRUOL™.
2001 .- 6° SIMPOSIODEL CONSEJQ NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOI.._OGiA.
“ACLMULACION DE MINERALES COM@ RESPUESTA AL ESTRES SALINO EN CALLOS DE FRIJOL”

PONENC]A EN SEMINARIOS

1997 - 11 FORO DE SEMINARIAS DE POSTGRADO OTARNO 1957.
"RESPUESTA A LOS FACTQRES DE ESTRES SALINIDAD ¥ SEQUIA EN LINEAS RESISTENTES Y
SUSCEPTIBLES DE PHASEOLUS VULGARIS L. ANIVEL DE CALLO IN VITRO™ FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. DIVIS{ON DE ESTUDIOS DE POSTGRADO. DEL 24 AL 27 DE NOVIEMBRE.
1998 - [V FORO DE SEMINARIOS DE POSTGRADO PRIMAVERA 1998.
“RESPUESTA A 1.OS FACTORES DE ESTRES SALINIDAD Y SEQUIA EN LINEAS RUSINTENTES Y
SUSCEPTIBLES DE PHASEOLUS VULGARIS L. A NIVEL DE CALLO 1N VITRO" FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADQ. DEL 25 AL 27 DE NOVIEMBRE.
19928 . V FORO DE SEMINARIOS DE POSTGRADQ OTONO 1998
“RESPUESTA A LOS FACTORES DE ESTRES SALINIDAD Y SEQUIA EN LINEAS RESISTENTES ¥
SUSCEPIIBLES DE PHASLEOLUS VULGARIS L. A NIVEL Dt CALLO IN VITRO” FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. SUBDIRECCION DE POSTGRADO. DEL 16 AL 18 DE NOVIEMBRE.
1999 - V{ FQRO DE SEMINARIOS DE POSTGRADO PRIMAVERA 1999.
“RESPLESTA A LOS FACTORES DE ESTRES SALINIDAD Y SEQUIA EN LINEAS RESISTENTES Y
SUSCEPTIBLES DE PHASEOLUS YULGARIS L. A NIVEL DE CALLO [N VITRO" FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. SUBDIRECCION DE POSTGRADO. DEL 26 AL 28 DE MAYO.
1999 - Vil FORO DE SEMINARIOS Ok POSTGRADO OTONO 1999
“RESFUESTA A LOS FACTORES DE ESTRES SALINIDAD Y SEQUIA EN LINEAS RESISTENTES Y
SUSCEFTIBLES DE PHASEOLUS VULGARIS L. A NIVEL DE CALLO IN VITRO" FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. SUBDIRECCION DE POSTGRADO, DEL 22 AL 24 DE NOVIEMBRE.
2000 - VI FORO DE SEMINARIOS DE POSTGRADO PRIMAVERA 2000,
“RESPUESTA A [LOS FACTORES DE ESTRES SALINIDAD Y SEQUIA EN LINEAS RESISTENTES ¥
SUSCEPLIBLES DE PHASEQLUS VULGARIS L. A NIVEL DE CALLC IN VITRO" FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS SUBDIRECCION DE POSTGRADO. DEL 29 AL 31 DE MAYQ.

ASISTENCIA A CONGRESQS

1995 - I CONGRESO NACLONAL DE BIOTECNOLOGIA AGROPECUARJA Y FORESTAL. ASOCIACION
NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGROPECUARIA Y FORESTAL, A. C. AGS, AGS, MEXICO.

1998 - J¥ CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA. SOCIEBAD QUIMICA DE MEXICO,
SECCION NUEVQ LEON

1999~ | CONGRESQ REGIONAL ESTUDIANTIL DE CIENCIAS DE LOS ALIMENTUS. ASQCIACION
NACIONAL DE TECNOLOGOS DE ALIMENTQOS DE MEXICO, A. C. DELEGACION NUEVO LEON.

200G - Vv CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA. SOC[EDAD QUIMICA DE MEXICO.



SECCION NUEVO LEON, FCQ Y FCB.

ASISTENCIA A SIMPOSIOS

1995 - 1l SIMPOSIO AMERICANQ DE LA ANABAF. 1l CONGRESQO NACIONAL DE BIOTENCLOGI(A
AGROPECUARIA Y FORESTAL. AGS, AGS MEXICO. DEL 20 AL 24 DENOV.

1996 - [ SIMPOSIO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA MONTERREY 400. CONSEJOQ NACIONAL DE CIENCIA Y
TECNOLOGIA. DEL 22 AL 23 DE MAYQ.

1997 - [1 SIMPOSIO DL CIENCIA Y TECNQLOGIA. CONSEIO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA. DEL
29 AL 30 DE MAYQ.

1998 - LIl SIMPOSIO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA. CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA. DEL
28 AL 29 DE MAYO.

1999 - SIMPOSIUM INTERNACIONAL DE BIOTECNOLOGIA Y BIOETICA. LIANL. SOCIEDAD DE
EXBLCARIOS MEXICANQS DEL DAAD. DEL 24 AL 26 DE MARYO DURACION 20 HRS.
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process one can ohtain by subculture new vigoraus calli, practically
identical with the original culture.

Among the 2 4-D concentrations and types of explants tested, the
hest results were (in increasing order): 3 mg/ with hypocoty! explant;
10 mgAl with cotyledan explant and 5 mg/l with cotyledanary leaf
explant. No calli were obtained from raot. explants.

The figure shows the calli of the four varieties of Phaseolus sp.

DISCUSSION

The formation of callus in four varieties of Phasecius vulgaris
L. wes obtained with only 2,4-D in a kinetin free medium (3). There
are reports of 2,40 inhibition of growth in Phaseolus bean (6). In
one stucy kinetin was used in inducing callus growth in Phaseolus
bean (12). Our results were consistent with others (1] with reference
to the explants being involved in a synergistic respanse between the
arigin of the tissue used and the compaosition af the medium, this was
manifested in the results reported here, Other researcners have alsg
abserved this phenomernaon. (2, 10, 11).
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Variability in vitro callus induction in four bean

(Phasevlus vulgaris L.) varieties
(with 1 figuve)

Cardenas-Avila Mariaz L, Maria J Verde-Star, RK Maitis,
Rahim Faraughbakhch!, Hilda Gamez-Gunzalez,
Salomén J Lozano-Martinez, Maria A Nubez-Conzalez,
JL Herndndez- Pidery'.

Abstract. A comparative study ia callma induction fn vire 15 ' parted utifizing
exglants of hypooetyl, cotyledon, cotiledos ¢ teal and root lexmsed [rom seedligs
of lour bean varietieg) and sown on a mocilicd basal Murasnipe & Skoog agar
medium, plus oce of five 2,4.D concentrations. The best results {in increasing
order) were abtained in all varicties rom hypacatyl, eoly ‘cdun and cotyledonary
leal explants treated with 3, 10 and 5 mg/l ol 2,4-D . reapectively.

Phaseolus bean, a basic food of high nutrizional value is very
impartant in Latin America. The productivity of bean and in
Phasealustors; its reauits are reprod- .~ible and reliable. The qualitative
and quantitative responses of calli induction and growth involve
synergism and ether cemplex factors, such as composition of the
medium, physical conditions and their iuteractions (3). From the point
of view of morplingenesis, what mautters most is the totipotentiality of
callus cells (depending on nutritional, hormonal and environmental
conditions) for developing buds, roats, embryes und complete plancs (4).

Different reseurchers (5) have studied zenotypic respanse ko
Kinetin requirement in the {n vilro tissue culturs o' 16 varieties of
Phaseolus beau, eight of which were classified as completely

1. Divisida de Estudios de Postgrada, Faculiad de Cienain: Biolégicas, U ANL,
Apda. Postal F-2, C.P. 66450, San Nicolds de los Garza, N.L., México (correspondenca
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2, Universidad de las Américes, Dplo. de Quimica y Biologle, Santa Catarina
Martir. C.P. 72820 Puebla, L.iéxico

Received 21.V1.2000; accepted U4.VIL.2000



Sovurce and variability in callus induction in Phaseolus 3
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Fig. 1.~ Comparative growth of callus o]lum' varieties of Phaseolus veigeris L varieties
a) pinto americano, b paslilla, ¢) flor de maye and d) flor de junia.
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phenotypic ard kinetin-autonomous and five as phenotypic and
Kinetin-dependent. Very little variation in callus production from leaf
protopiasts was ohserved amang cultivars (2). Differences in callus and
raot formation were observed in tissue cuitures of several varieties
of P. vulgaris wa & study of virus resistance (11). Inhibition of growth
of P.unlgaris callus tissue by ¢,4-0 has beern reparted (5). Cultivars
varied in callus formation in 11 vitro cultures of shoot apical meristem
of P. coccineus (10). Multiple shoots fermation originate from shoot
apex cultures of P owlgaris (81; callus induetion and regeneration was
ohtzined ‘rom unripe emhryos of the same species (13).

Callus grawth and root formation was obtained with kinetin or
adenine and AMP (12). Plant regeneration was obtained fram
meristem cultures of 7. tidgaris (1} and fraem embryo-derived calli of
P vulgaris and P. acutifolius | 14

The objective of the preszat study was to develop techmques for
callus induction from different organs, select the best source argan
and assess vespanse variability to jnduction among Phaseolus
cultivarcs

MATERIALS & METHUDS

Seeds of four varieties of Fhasvolus vuigaris L. Pinto Americano,
fPastilia. Flor de fyo ana FFor de junig, were disinfected tn 70%
ethanal and sodium hypnochlorite (15% w/v) for 10 nun ang Immediately
sawn unaer aseptic conditions on stevilhized 0.7% agar as substrate and
maintained under latmmar flow chamber. The inccula for cath
indactiovn were 1 (one) cm segmuents of hypocolyd, cotyledon,
cotyledonary leaf und reot of s¢ven day old aseptically cultivated
seedlings, We have achieved 12 experimental units of each explant
iy basal M8 (1982) medium plus vitamios, myc-inusital, sad 0
lcantrall, 1.5, 2.4, 3.0, 50 and 10 mg/ of ¥ 4.1, plus 0 7% agar; pH
5.7 The experiments weve run at 26 + 1°C ard 16 h photoperiod.

RESULTS

Seven days after sowing ou the various MS media, callus grawth
started vigorously. Fifteen days after callus initiation, Pastilla and
Flor de Mayo farmed minute white roatlets. Callus formation was lats
in Flor de Maya, but after 30 days cailus growth in quality was at
par with the other varieties The color of the abundant and fmable
callus was white or cream. The most vigorous callh were seen in Pinto
Amevicana and Pastilta, After 30 duys the color of the calli changed
to coffee. yellowish and finally dark. Thity days afler initiating the

WLy
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INDUCCION DE CALLO /N VITRO DE FRIJOL “ Phaseolus vulgaris L. var.
pinto americano” Y SU PERFIL DE MINERALES.

“INDUCTION OF CALLI IN BEAN, Phaseolus Vwligaris L. VAR. PINTO
AMERICANQO AND ITS MINERAL PROFILE”

M. L. Cardenas-Avila*, R. K. Maiti, M.J. Verde-Star, R Foroughbakhch ., M. A.
Nufiez-Gzz' G. Garcia Diaz and J. L. H. Piriero.

SUMMARY. The objective of the present research is the induction of calli /1 vitro
from the explants of hypocotyle, cotyledon, cotiledonary leaves and roots of
bean (Phaseolus vulgaris L. var. pinto americano) obtained in vitro. The
desinfection of the seeds were realized in alcohol and sodium hypochlarite and
were sown in agar medium. The inocufum were obtained from the seedlings /in
vitro and sown in a modified basal Murashige-Skcog medium and with five
concentrations of 2.4-D. The better results were obtained in the explants of
hypocotyle (3 mg/)-1),cotyledons (10 mg/l-1) and cctyledonary leaves (5 mg/l-1)
of 2,4-D. The accumulation of macro and micronutrients varied markedly
between explants as well as between concentrations.

Key words: bean, callus, i vitro, explants, 2,4-D.

RESUMEN. E} objetivo de la presente investigacion es la induccion de calla in
vitro de explantes de hipocotilo, cotiledén hoja cotiledonaria y de raiz de
plantulas de frijol (Phaseolus vulgaris L. var. pinto americano) obtenidas in
vitro . La desinfestacion de las semillas fue realizada en alcohaol e hipoclarito de
sodio y fueron sembkradas en medio de agar. Los inoculos fueron obtenidos de
plantulas 7 vitro y sembradas en medio basal (MS) suplementado con cinco
concentracignes de 2.4-D. Los mejores resultados fueron obtenidos en
explantes de hipocotilo (3 mg/l™"), cotiledén (10 mg/l™") y hoja cotiledonaria
(5mg/l™") de 2.4-D. La acumulacion de macro y micronutrientes varid
marcadamente entre |os explantes asi como entre las concentraciones de 2 4-
D. Utilizadas.

Palabras clave: frijol, callos, in vitro, explants, 2,4-D.




1.Division de Estudios de Postgrado, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
U.ANL. Apdo. Postal F-16, C P. 86450, San Nicolas de los Garza, N.L,
Mexico.

INTRODUCCION. El frijol es uno de los cultivos de mayor importancia como
alimento basico en casi todos los paises de América Latina. Observaciones en
campo en el nordeste de Mexico maosfraran que la sequia, salinidad y altas
temperaturas son los principales problemas que afectan el establecimiento
inicial de maiz, frijol y otros cultivos (3). Las técnicas de cultivo de tejidos
permiten el estudio de prablemas basicos relacicnados con el crecimiento y
diferenciacion bajo condiciones altamente reproducibles; en particular €l cultivo
in vitro de callo nos brinda la oportunidad de estudiar las respuestas celulares
separadas de la respuesta de la planta completa (4). Las respuestas
cualitativas y cuantitativas del crecimiento del callo en cultivo involucran un
sinergismo estrecho y complejo entre el origen del tejido usado para la primera
induccion, la compaosicion del medio y las condiciones fisicas que prevalecen
durante esta etapa (1) Otros investigadores (2) estudiaron la respuesta
genotipica a los requerimientos de cinetina en cultivo de callo in vitro de
variedades de frijol; de 18§ cultivares, ocho fueron calificadas camo fenotipicos
compietamente auténomos-cinetina y cinco fueron observados como fenotipos
dependiente-cinetina. Los objetivos del trabajo son deteminar el tipo de
explante y concentracion de 2,4-D para la induccion de callo in vifro de
Phaseolus vulgaris L. var. pinto americano y su perfil de minerales para
conocer si existe variacion en 'a absorcion de minerales segan el explante y
concentracion de 2,4-D utilizados.

MATERIALES Y METODOS. ElI material biologico utilizado fue semilla
comercial de Phaseolus vulgaris L. var. pinto americano. La desinfestacion de
las semillas se llevd a cabo en etanal 70%, hipoclorito de sodio comercial (15%
viv) como agente desinfestante mas tween 20, par 10 min. Se sembraron bajo
caondiciones asepticas en agar al 0.7% esterilizado como sustrato y se
mantuvieron a luz y temperatura ambiente. Los inoculos para la induccion de
callo consistieron de un ¢cm. de hipocotilo , cotileddn , hoja cotiledonaria y de
raiz de las plantulas obtenidas in vitro a los siete dias. Se realizaran doce
unidades experimentales de cada explante en medio basal MS (1962)(5),
suplementado (mg/I"')con vitaminas, 100 micinositol, 1.5, 2.0, 3.0, 5.0 y 10 de
2,4-D, agar 0.7% a un pH 5.7. Los cultivos se mantuvieron a 26 £ 1°C y 16
horas luz. Los callos (de 60 dias) de explantes de cotileddon y de hgja
cotiledonaria (con 5 y 10 mg/') se secaron a 65°C por 3-5 dias, las muestras
de peso seco (0.5gr), se carbonizaron a fuego lento con la llama azul hasta



ausencia de humao y se calcinaron en una mufla a 500°C durante 3 hrs. Las
cenizas se disuelven con 15 ml. de HCI 20% vy se filtran con papel Whatman No
41 libre de cenizas.El filtrado se colectd en matraces de aforacidon de 25 ml. El
blanco reactivo cansiste en 5 ml HC! 20% (AOAC, 1991). Las muestras tratadas
se analizaron en un espectrofotometro de emision por plasma Thermo Jarrel
Ash, bajo condiciones optimizadas para determinar el contenido de Mg, Na, K,
Ca, Mn, Fe, Cu y Zn. Los resultados se analizaron mediante un Analisis de
varianza, utiizando el paquete SPSS.

RESULTADOS Y DISCUSIONES. De las semillas desinfestadas y sembradas,
se originaran plantulas vigarosas y de calor verde brillante (a los siete dias). de
las cuales se obtuvieron los explantes. E| inicio de formacion de callo se
observd a los siete dias en los explantes aéreos en las cinco concentraciones
de 2,4-D utilizadas no asi en el explante de raiz donde na se obtuvo induccion
de callo, tal como lo cita (1) que las respuestas involucran un sinergismo entre
el origen del tejido usado y la composicion del medio y como lo reporta (1) que
clasifica cultivares de frijol completamente autonomos-cinetina, como se
manifiesta entre los explantes utilizados en esta investigacidn. Los callos de
mayor crecimiento son a las 30 dias en (2,4-0U) 3mg/l en el explante de
hipacetilo, en 10 mg/l’ en el de cotiledén y en 5 mg/i™* en el explante de hoja
cotiledonaria (Fig. 1). Estos callos son friables, de coler blanco y sin signos de
oxidacidn. En lo concerniente al perfil de minerales los resultados obtenidos
muestran que existe diferencia altamente significativa (p= 0.01) entre los
explantes y ios tratamientos. En general se observa mayor contenido en los
macro y micronutrimentos en el explante de cotileddn con 9 mg/l" de 2,4-D por
otra parte, en el explante de hoja cotiledonaria se observa mayor contenido de
macronutrimentos en €! tratamiento de 5 mg/l'" de 2,4-D, y mayor acumulacion
de micronutrimentos en el tratamiento de 10 mg/t”" (Fig. 2).



Calluses of Phaseolus vulgaris L after 30 days cultivation in MS with
2.4-D (mg/") From top: hypocotyl (3 mg ), cotyledonary leaf ( 5mg )
and cotyledon (10 mg ).
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ABSTRACT

The paper gives a review on  the research results m Phasevius besn. Tissue gulture
techniques have been used both in basic and applied science. Techniques have bestt developed to
in vitro callus induction using different organs including protoplast, meristem, shoot, root,
anther, embryo culture etc. The paper discusses several biochemucal changes occurming duning
callus growth. Tissue culture techniques have used 1o select cultivars resistant to several biotic and
abiotic stress factors as well in crop improvement through genetics and biotechnology.

Key Words. [n vitro callus, protoplast culture, organogenesis, biochemistry, biotic, abiotic stress
resistance, rop improvemernt

Bean is one of the very food important crop in alll the countnies in Latin America. The
productivity  of bean, maize and other crops is affected by several biotic and abiotic factors such
as drought, salinity and high temperatures (Maiti, 1996). Evaluation and selection of genotypes
for resistance to abiofic stress factors wn the field is ot highly reliable due to fluactuating
edaphic and climatic conditions.

Tissue culture technique has been an important tool m the field of experimental Botany
in the study of basic problems related with the growth and differentiaton under asceptic highly
reproducible conditions. The qualitative and quantitative responses of the caltus growth involve a
wide sypnergisin and the complexity derived from the onigin of the ussue used fur wduction, the
composition of the medium and the physical conditions prevailing in this stage (Dodds and
Roberts, 1982).

From the stand point of morphogenesis, the important charactenstic of the callus
is the totempotentiality of its cells under adequate management of putritional, hormonal and
environmental condtions and its capacity in the development of buds, roots, embryons, shoots etc.
finally ieading to the formation of a complete plant ( Hurtado and Merino, 1988).

Tissue cuture has been employed m the crop improvement of legumemes involving <allus,
cell-suspension, protoplast, anther, embryo, ovuie and shoot apical menstem culrure and somatic
hybridization between legume-legume and legume -nonlegume combination (Mroginski and
Kartha, 1984). In order to obtain protoplast 1solation, fusion and cuture, caliuses were obtained
from plants of economic plants including beans im Puert Rico (Delmestre, 1988).

Kim et al. (1984) showed genotypic variability in the requirements of Kinetin in tissue
aulture j» vitro, in Korean vaneties of Phaseolus vulgaris L., in order to determine its growth
habit in a kinetin free medrum. They classified the genotypes on the basis of response of 16
culdvars , eight were classified as complerely antonomous-kinetin phenotype and five as kinetin-
dependent phenotype.

The objective of the present paper (sto make & review of the research results on tissue
aulture in Phaseolus bean and discuss its wility both in the basic and applied scienge..



ORGANOGENESIS

Protoplast culture

A simple and rapid procedure was developed to obtain nucleated protoplasts from plant materials
using a high concentrations (0.7 M) of magoesiwm sulphate as osmotic stabilizer for plasmolysis
and cell wall degradation. The floating proplast has a purity of > 90% and is enriched in nuclease
protoplasts (80%) (Wichers et al. 1984). In ancther study, Kim et al. (1986) was successtul in the
1solanon and culture of protoplasts from hypocotyl-derived callus of Phaseolus showing
maximum production from 13-day-old fresh callus after € h digestion in enzyme solution.
Etimination of manaitol from the the medium stimulated cell cluster formation. A high yiclds of
viable protoplasts were obtained by enzymatic treatment of cotyledonary leaves od several bean
cultivars. Protoplasts formed cell colonies in liquid medium from which suboultures were obtained
within 10 days (Crepy et al. 1986).

Kakoniova and Liskova (1990) reported that primary calluses were not suitabie for
protoplast isolation for which calluses were sucultured on basal medium before use. Good callus
growth and protoplast were obtained with medium comtaining 0.2 mg 2,4-D, 0.3 mg IAA and 1.0
mg BAP/litre. 2,4-D was essential for good growth. Saunders et al. (1987) reported morphogenetic
gffects of 2,4-D on pinto bean leaf explants. Roots, callus and/ or globular structures were
produced on MS with 0.01 to 80 mg 2,4-D and O or 1.0 mg kinetin/litre.

Meristem cultore

Martins and Soodahl (1984 a) repurted ealy stages of somnatic embryo differentation
obtained from shoot apices of 36 cultivars. Callus was induced in MS in presence of kinetin (10
M), 2,4-D (5 M) and 1AA (10 M) giving maximum proliferation in 14 cultivars. In another study
they obtaned multiple shoot formations from the shoot apex of Phaseolus vuigaris in Gamborg, s
B5 medium in the presence of BA (0.5 M).. In amother study, Rubio and Kartha (1985) reported
that shoot apical meristem of P. vulgaris showed a better response in shoot regeneration than those
P. coccineus in MS medium supplemented with 10 M each of BA and either [AA or IBA at 26 C.
Calluses were induced from meristem, epicotyle and hypocotyle explants of seedlings of
Phaseotus vulgaris aad P. coccineus in MS with added BS vitamins and various growth reglators.
The medium with added NAA alone or with NAA and benzyladenine (BA) gave high callus
production, while that with NAA alone or with NAA and kinetin was best for P. cocineus (Ruiz et
al. 1986).

In vitro meristematic organogenesis was obtained in several Brazilian cultivars of Phascolus
vulgaris using shoot explants oo MS medium containing 80 M de benzyladenine leading to the
regeneration of shoots tha rooted succesfully in transferring in soil (Moda-Cirmo et al, 1995).
Benedicic et al (1997) examined the growth and development of Phaseolus vuigaris w MS media
supplemented with 0.1-10 M/litre benzyladenine or with 1-10 Mlitre 2iP or NAA. The
regeneration of plants was achieved when menistems were isolated on MS supplemented with 1
and 5 M/litre benzyladenine or 2iP or with 20 MAitre benzyladenioe and 1.4 M/litre GA

Shoot culture

Renerated shoots were highest when nodal tissues were prepared from seedling germinated in
darkness, berg optimum m medium containng 5 M BA . The number of shoots was 2-5 tirnes
higher on explants cultured ot medium with 0.25-1 O M  forechorfenuron (CPPU) or thudiazuron
(TDZ) (Mohamed et al. 1992). Vaniability in the capacity of regeneration of P. acufifolius was
reported by Dillen et al. 1996). suggesting the possibie application of this trait in the wild species
for the genetic improvement of cutivated species.



Jasmaonic acid reduced callus formation at a concentration at >0.1 M obtained from bean

meristerns after 4 weeks (Ravnikar et al. 1990),

Growth of Phaseolus callus was stumulated with dosage of <20Gy while doses above 50
Gy inhibited growth (Hlinkova, 1939).

Inhcreasing dilution of the kelp concentrate (Macrocystis integrifolia and Lckionia maximayl
reduced the callus growth of £. vudgaris antagonist to the growth promoting or cytokmin-liks
activity (Temple et al. 1989}, 100 M ABA enhanced the growth of callus (Reed et al. 1984).

BIOCHEMICAL CHANGES DURING CALLUS INDUCTION AND GROWTH

A series of biochemical changes occur during in vitro induction and callus growth.

Cytokinin oxidase increased whe solutions of cytokinin were added to the callus surface.
Thus increase was mhubited with the pretreatment of of the tissue withy cordycepim or
cycloheximide. This suggests the involvement of RNA and protein synthesis in the response. All
cytokinin-active compounds ¢xcep! the substrates of cytokinin oxidase and thidiazuron increased
the activity of the enzyme (Chatfield and Anmstrong, 1986). In other study, cytokinin oxidase
from Phaseolus vulgaris callus lissues enhanced v vitvo activity of the enzyme in the presence of
copper-imidazole complexes (Chatfield, 1987; Chatfield and Armstrong, 1987). [n anather study
cytokinn oxidase activity from P. vulgaris callus cultures showed affinity for the lectin
concanavalin A. it appears that most of the ¢ytokaun oxidase activity exists in the fonm of' a
glycoprotein (Chatfield and Armstrong, 1988).

Nissen (1988) reported that Phaseotus funatus caliuses were highly sensitive to dose
responses of cytokinuns. Kantunek and Armstrong (1990) reported genotypic variation in
cytokimin oxidase m Phaveolus callus cultures. It was suggested that vanaton in cytokinmn oxidase
might play a role in the regulation of cytokinin degradanion. Lee et al 1985 studied cytokinin
metabolism showing genetic difference and the occurrence of novel zeatin metabolism in the
embryos of P. phaseolus. The genetic differences may be considered embryo-specific and
potentially useful in the studies of the possible relationship between abnonmal interspecific hybrd
embryo growth and hormaonal imbalance in Phaseclus. It may provide an opportunity to
understand the problem of differential expression of genes regulating cytokinin metabolism during

plant development.

Alpha-aminaisobutyric acid (A1B) uptake by the callus tissue of P. vulgaris was greater
than that by root, hypocotyle and ¢picotyle segments or leaf discs in the presence of Knap
(potassium naphenates or cyclobexanecarboxylic acid (CHCA). Knap is an inhibitor of AIB
uptake (Findysz, 1982). Jasmic acid occurs in bean has its effects on cell growth and callus

growth (Ueda, 1991).

Rhizobium-infecied tissue cultures produced 2-5 more ethyleoe than infected culiure of Phaseoflus
vulgaris and some legumes. It was suggested that this production of additionai ethylene by the
infected cultures was associated with exogenous acetytene reduction by nitrogenase activity of
Hhizobium bactena (Kaladzhyan and Oganyan, 1985),

Bomebaeck and Linseforos (1985) reported hormonal contro! of the lectin biosynthesis m
the callus cultures of Phaveolus vulgaris. It was assessed that lectin levels in P.vudgars callus
cultures were assoated with the levels of 2,4-D and kanetin n the culture medium and aiso related

to the cell growth rate and highest in the log growth phase.

Using the Phaseolus vulgaris phaseolus gene and its cDNA counterpart, a mutant gene was
constructed which lacked the 5 introns but retained the natural 5’ and 3” regulatory sequences.
This mini gene was introduced into tobacco via Agrobacterium. Full ength phaseolin mRNAwas



detected in tobacco callus using RNA-DNA hybridization and S1 nuclease magping technique
{(Chee et al. 1986). Rether et al. (1993) developed a quick procedure for the isolation of
polysaccharide-free DNA from cell suspensians and calius cultures of Phaseolus and other crops.
They used a mixture of glycoside hydrolases after phenol and chiorofonm extraction in the
1solation of pure DNA without polysaccharide contamination. The nghly puntied DNA was used
for DNA analysis by HPLC.

Immunoanalysis of nuclear fractions indicated that the enzymase zeatin-xylosyltransferase
was asscciated with the nucleus as well as in the cytoplasm. Westem blot analysis also revealed
the presence of the enzyme in the nuclei of the cotyledons and endosperm callus. This suggests
that the enzyme may be involved in the nuclear-cytoplasmic transport of cytokinins (Martin et al.
1993). Broetto et al. {1997) reported isoenzymic polymorphism and preoxidase activity in
Phaseoius bean. Vaneties vanied in speaific enzymatic band and peroxidase activity. The
peroxidase acttvity increased with an increase in salt concenrations (NaCl).

Primary caflus tissue obtained from the hypocotyls of etiolated Phaseolus viigaris showed the
dynamics of membrane-bound Ca observed with chiorochlorotetracycline. It was observed that
membrane-bouad Ca showed a major peak at 8 d and a lower one at 12 d. (Creshkina and

Zlotnikov, 1991).

Northeote et al. (1989) used antisera  of rabbits to localise callose, xylan and arabinogalactan
the cell plate, pnmary and secondary walls of plant cells. Arabinogalactan s were present in the
cell plate and primar walls but not in secondary thickefiing. Xylan was present in the primary wall
but not in the cell plate. Caliose was present w1 the c¢ll plate. Membrane carywng polymers
containing L-arabinofuranose were also observed in layers under the plasma membrane.

Funga) elicitor-inducible chalcane isomerase was present in suspension cultured cells of Phaseolus
vulgaris (Dixon et al. 1988).

USE OF TISSUE CULTURE IN STRESS RESISTANCE

Biotic stress

Disease.

Sziraki and Balazcs (1983) adopted tissue-culture technigues in studying virus resistance of
several bean cultivars. Ramachandran and Mishra (1989) studied the effect of callusing on
infection of some legume plants. Callus cultures of different seed parts of Phaseolus vuigaris
infected with bean mosaic polyvirus supported virus cong. hugher than those in gresm house plants,

Hartman et al. (1985} studied response of bean calli to filtrate from Psendomonas syringe pv.
Phaseolicoia and the disease reacticn. Callus were tested for response to toxic filtrate. It was
suggested that thus callus screenung system could idendfy cult vars with resistance to the pathogen.
Miklas et al. (1992) developed a reliable method to identify bean germplasm showing
physiological resistance to Sclerotinia sclerotiorum , used pathogen filtrate to differentiate
physiological resistance of dry bean to wiute mold disease. Cailus fresh weight under mfected
condition is considered an indicator of resistance. The callus-weight assay may provide a way to
differentiate bean germplasins for partial physiological resistance to S. scleratiorum.

Herbicide.
The compound 2,6-dichlerobenzonitrile (DCB) intubsts cellulose biosynthesis and high toxicity to
bean cell cultures with 150 of 0.1 M. Toleram cells had a different form in bean cultures grown in



vitro in 4 M of DCB. The mechanism of tolerance depended on the pectic fraction (Encina et al.
1997). Saker and Luhine (1998) were succesfil in the production of transgenic kidney bean shoot
by electropaoration of mtact cells with the plasmud Pdpg165 comtaming the bar (buanafos resistance
confering herbicide resistance to plants.

Heavy metals.

Obata et al. (1994) reported cadmium tolerance of caili induced from roots of piants showing
diftferences in cadrmum tolerance.. Espino et al. (1995) reported the effects on in wvitro tissue
cultures of Phaseolus vuigaris. In a study aluminium (Al) toxicity has been simulated in vitro in
Phaeolus vulgaris calli for the purpose gene expression induced by Al ions The results suggests
that Al does not affect gene expression (Espino et al. 1997).

Abiotic stress.
Osmotic stress.

Subculture of the calluses from hypocotyls and epicotyls of Phaseolus vuigans culuvars
cuitured on BS medium enniched with 2 mg 2,4-D and 1 mg kinetin/lire, were placed on B5
medium containing 0-17% mannitol (n Pem dishes. The results showed differences in reactions to
mannitol-mduced stress between Icss sensitive and more sensitive genotypes (Gomes-Juhasz et al.
(1993). In a studycallus cultures of 26 vaneties of Phaseolus vulgaris grown in various
concentrations of mannitol indicated that non-ionic osmotic stress inhibited growth, The refative
growth rate was lower and DM higher in stress sensitive calli than in resistant calli. Osmotic stress
caused changes m the amino acid and polyamine synthesis. The stress increased total free amino
acids in the sensitive calls (Gesmesne-Juhasz et al. 1995). . In another study Jubayz et al. (1994)
studied the response of callus growth to mannitol —induced stress(8-9%). Siress sensitive cuitivars
showed a significani decrease i callus compared to the tolemt one. Callus DM content increased
with mcreasing osmotic stress. Osmotic treatment increased total amino acid contents in callus
denved from osmotcally sensitive seedlings than the tolerant ones. Shoot, root weight and
root:shoot ration decreased to a great extent in sénsitive plants than the tolerant ones in manaitol-
tnduced stress Mannitol treatments increased the contents of amino acids in calluses and leaves
of seedlings to a greater extent in tolerant than wn seusitive culfivars .

Nonami ¢t al. (1996} reported that negative pressure in the apoplast of elongating tissue induces
water uptake for cell elongation in nssue-cultured plants. Callus was induced from embryo. Water
potential of culture media ranged from - 0.02 to - 0.94. Water potential gradient was linearly
comrclated with growth rate under nutrient deficiency, sait stress, low and high temperature
conditions. The results revealed that cell expansion rates were regulated by the the capacity of
water uplake by elongating cells. Therefore, the driving force for the water uptake i the
elongating cclls was the negative pressure in the apoplast in the elongating tissuc.

Salinity stress.

In a study, root and bypocotyl callus tisies of Phaseolus vulgaris were grown on MS medium
supplemente with 2 M NaCl or without it. Thesalinity of the medium in darkness suppressed tissue
growth and enbanced the actvity of [AA-oxidase. The pattern of Cl-accumulation was stmular
tothat of the elevel of the enzyme activities. On subculturing on NaCl mediun increased K+, Na+
and Ca+ content in the tissue (Komizerko et al. 1938).

Broetto & al. (1995) reported that salt stress-NaCl treatment reduced relative growth and protein
conient but wcreased proline content and peroxsdase activity. Sawwres et al. (1997) studied
biochemical changes associared with salt stress in pea and bean tissue culture. Callus cultured in



MS medium with 0-1.2% NaCl indicated that callus growth was stmulated by 0.3% NaCl but
decreased by higher salinity levels. It was also observed that concentrations of sodium,
carbohydrates and free prolinc increased with increasing salinity, while K concentrations of callus
decreased with NaCl level. Protein content decreased in P. vufgaris callus.

Tissue culture in genetics and biotechuology

Frisch etal. (1995) stated that chromosomal integration 1s required for spanal regulation of
expression in callus cultures from the beta-phaseolin promoter They evaluated spatial expression
of phaseolin, the storage protein of bean using stable and transient transformation techaiques
Genga et al. (1990) obtained genetic transformation of bean by Agrobacterium tumefaciens .
Tumour formation following inoculation with several wild-type A. tumefaciens strains was
assessed in Phaseolus vulgaris genotype and F. coccimeus in vivo. There was a genotype-specitic
respunse (n 1n the frequency of tumour formations . Engioeered A tumelaciens strains ¢arryiog

the gene for kanamycin resistance were used in leaf disc cultivation. Callus disc obtained from the
suculture of the leaf disc contained kanamycin,

Franklio et al (1993) succeeded in the genetic transformations of green bean callus via
Agrobacterinm mediated DNA transfer. Kanamycin resistant callus was produced from leaf disc
or hypocatyl explants of Phaseolus plants when cultured on callus culture containing SO0mg
kanamycin__ Alitre after four days of co-cultivation with Agrobacterium tumefaciens strain EH101
wontamning the bmary vector Pkylx71GUS., Southern blot border amalysis confirmed the
integration of the foreign DNA. Bean callus cultures were also transformed with a bean chalcone
synthase promoter-GUS fusion. The cultures treated with the eliator glatathione showed higher
levels of GUS expression thaan the unelicited callus clumps. Dillen et al. (1997) obtained
Agrobacterium-mediated transformation of Phaseolus acutifolius. Reneration-competent callus
was abtained from bud explants of green plants co-cultivated with Agrobacterium tumefaciens
CS8CIRifR (Prop90) harbouring a binary vector with neomycine phosphotransferase 11 (npt!l) and
beta-glucoronidase (uid A) marker genes. Transgenic genuc callus lines of three genotypes were
established on geneticin-containing medium. A transgenic had been transformed with a binary
plasmid which in addition to the marker genes, ¢contained a genomic fragment encoding the
Phaseolus vulgaris arcelin-5a protewn. The seed storage protein confer resistance to the insect
Zabrotes subfasciatus, The introduce genes segregated as a single locus. This indicates the
possibility of using P. acutifolius as a brigding species to introduce transgenes into economically
important species P. vulgaris.

Guo et al (1994) studied the inbenitance of RLF mackers m the interspecific hybrids of
Phaseotus vulgarty and P. coceineus. Of 280 cDNA probes used, 70-85% revealed polymarphism
between species. The markers were mappexd to nine linkage groups The results explain the
distribution of phenotypic traits following wterspecific hybridization.
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