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RESUMEN

La salinidad y sequia son algunas de las causas mas impertantes de (a pérdida
de tierras agricolas y de |la productividad en muchas partes del mundo, siendo la
utihizacion de variedades resistentes de los cultivos la solucion econdmicamente
viable a este problema. En este trabajo se utilliza el cultivo de callo in vitro para
estudiar las respuestas celulares a éslas factores de esirés; 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 frjol obtenidas aseépticamente, en dos
concentraciones de 2,4-D (5 y 10 mg/L) en medio de cuitivo Murashige y Skoog
(1962), a un fotaperiado de 16 horas y a una temperatura de 26 + 2 °C. Se
selecciond el explante de hoja cotiledonaria en la concentracion de 5 mg/L de
2,4-D, ya que bajo estas condiciones se obtiene la mayor cantidad de callo in
vitro. Se realizaron subcultivos 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 realizo un perfil
de minerales por digestidn via seca. De acuerdo con €l analisis de varianza y
comparaciones multiples 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 observadc que entre las variedades
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se encuentran diferencias significativas (P<0.01) en Na, K, Mo, Fe, Zn, Mg, Mny
Cu; y entre tratamienfos para Na, Mg, K Mn, Fe, Cu, Zn y WMao. 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 variedades
pastilla y flor de junio un polipéptido de 30 kOa en ef estrés de sequia. En las
estudios de ultraestructura por microscopio electronico de transmision, se
observa sdlo pared celular v escaso citoplasma en las cuatro variedades en

todos los tratamientos.
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ABSTRACT

Salinity and drought are some of the maost impartant reasons for the lost of
cultivable tand 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
vitro callus culture to study the cell responses to these stress factors apart from
the whole plant. For this, the formation of callus from four vaneties of bean (pinto
americano, pastilla, flor de mayo and flor de junia) was induced /1 vilra from
different aesceptically abtained seedling explants (hypocotyl, cotyledonary leaf
and cotyledon)} under twg cancentrations of 24-0 (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 concentration of 2 4-D because under these conditions the highest
cuantity of callus in vifro was obtained. Subcultures of the in vitro callus were
obtained under the stress conditions. For the salinity stress two concentrations
of sadium chlonde (0.1 and 0.15 M) were utilized whiie 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 amaong 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 treatments for Na, Mg,
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K. Mn, Fe, Cu, Zn and Mo In the spectrophotometric quantification significant
differences (p<0.05) were observed among varieties and treatments for salimty
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 drought
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 vuigaris L.) se encuentra entre los
cultivos mas importantes por su produccion y aprovechamiento para el consumo
humano y animal asi como en la industria (Aguilera y Raobles, 1975, INEGI, 1991,
FAQ, 1992, Foster, 1993, Maiti ef al., 1996, Maiti, 1997).

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

Tecnicas como €l cultivo de tejidas se han convertido en una mnvaluable ayuda en
el campa de fa botanica expenmental, pues permite el estudic de problemas
basicos relacichados con el crecimiento y diferenciacién bajo condiciones
altamente reproducibles, en particular, la técnica de cuitivo de callo in vifro nos
brinda la oportunidad de estudiar las 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.
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Il. ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

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

mecanismas para la resistencia a éstos factores.

lll. 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.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios bioguimicos y ultraestructurales de frijol a nivel de caflo in

vifro ¥y su posible relacion ¢on los mecanismos de resistencia a estrés de salinidad

y sequia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seleccion del explante y establecimiento aseptico del cultivo in vitro.

¢ 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 i vitro a lgs factores
de estres de salinidad y sequia.

» Evaluar los efectos de los factores de salinidad y sequia en callos de frijol,

sobre nutrimentos, prolina libre, perfil de proteina y ultragstructura a nivel

de callo in vitro.
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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 épaca de lluvias las sales son arrastradas a estratos
inferiores del suelo, pero el alto indice de evaporacidn 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 mundo, siendo la utilizacidn de variedades resistentes de los
cultivos la solucidn econdmicamente viable a este problema (Flowers et al. | 1977,

Yeo y Flowers, 1980.

EFECTOS DE LA SALINIDAD SOBRE ALGUNAS FUNCIONES
FISIOLOGICAS: Denfro 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 estres
saling (Pan, 1984, Malibari et al., 1993). Se han realizado estudios sobre el efecto
del NaCl ( -1 MPa de presién osmotica) 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
desarrollo de la raiz) que sobre la tasa de germinacion bajo esas condiciones
(Cramer ef 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 incrementas en la
salinidad reducen fa altura y longitud de la raiz, el peso especifico de (@ hoja, el
area foliar y la produccion de materia seca (Mishra et al. , 1994). Reuvilla y Cafal
(1999) utilizan el cultivo de tejidos como una heramienta para estudiar los efectos
fisiologicos de las sales a nivel celular, evitando la complejidad fisiolégica y
estructural de la 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 ascuridad suprimid el crecimiento del tejido y reforzd la actividad de la
IAA-oxidase. En subcultivos posteriores en medio de NaCl; K', Na* y Ca™
aumentaron en el tejido (Komizerko et af., 1988) citado por Maiti, ef al., (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 impaosicién
de un estrés salino (NaCl) restringiendo la entrada de Na’', mejorando la
captacion de K+ y aumentando ia capacidad de acumufacion de Na' en la

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 biogquimicos asociados con la
tension de sal en guisante y cultivo de tejido de frjol. En cuanto a calio

cultivado en medio de MS can NaCl 0 a 1.2%, indico que ese crecimiento del
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callo fue estimuladeo 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 ef 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 etf al., 1985, Ramagopal, 1986,
Singh et al., 1987, Ben-Hayyim et 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 et al., (1985)
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reportaron que en cultivo de células de tabaco, el proceso de adaptacion celular
al estrés osmotico (estres saling) involucra una alteracion especifica en la
expresion genica de las celulas adaptadas que induce a sintesis de proteinas
de novo, incluyenda la predominancia de una prateina de 26 kDa, llamada
osmaotina. Esta se considera como proteina Gnica asociada a células de tabaco
adaptadas a la salinidad (Singh et a/.,1987). Es interesante decir que |a sintesis
de la osmotina no es inducida por ¢l choque osmético porque ¢omienza solo
cuando las células son adaptadas a NaCl o PEG (Singh et af,, 1985). Se estima
que el papel de la osmatina es inducir en la célula el ajuste osmatico al facilitar
la acumulacion de solutos o al permitir alguna alteracion metabdlica en la célula.
Ericson y Alfinito (1987) encontraron la presencia de 2 polipéptidos (20 vy 32
kDa) en forma mas abundante en celulas de tabaco adaptadas a la salinidad
que en células no adaptadas. En variedades resistentes de maiz se encontrd un

polipéptidc con peso molecular de 26 kDa (Ramagaopal, 1986).

En arroz se encontré 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 fnjol observaron que el volumen de la
proteina generalmente aumentd debida a salinidad en callo del guisante, pero

disminuys en P. vulgaris (Sawires et al.,1997) citade por Maiti ef al, (2000).
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Yang et al,, (1990) citado por Mir Araujo (19986) reporta que callo de sarge 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 coloracién café a los callos; la relacion Na *f K* fue
méas baja en callos de S. halapense que en S. bicolor, y el contenido de prolina
aumentd. Por 1o que la proporcion Na+ / K+ en callos salinizados, puede ser
utiizada como indicador de la tolerancia a la salinidad de la planta completa de
Sorghum.

Proteinas inducidas por calor ( hsp )

Se ha camprobado 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, tambien conocidas como ubiquitinas, marcan a las
proteinas para su degradacion y el mecanismo de protedlisis depende de esta
marca. El gen que cadifica para la ubiquitina, requiere para su activaciéon 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 1a tolerancia al estrés, ya que se expresa
solo en |a variedad resistente al calor y la sequia, y no en [a variedad

susceptible, bajo las mismas candiciones de evaluacion ( Ristic ef al., 1991 ).

ESTUDIOS ULTRAESTRUCTURALES
Olmos y Hellin, (1996} al observar a nivel ultraestructura las caracteristicas de las

celulas susceptibles a salinidad, encontraron que é€stas poseian grandes
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vacuolas. La vacuola central estaba rodeada por una delgada capa de
citoplasma, conteniendo abundantes mitocondrias, reticulo endopldsmico rugoso
y plastos. Se encontrarcn cuerpes lipoides distnibuidos en el citoplasma.

Mir Araujo, (1998) en observaciones de uliraestructura a callos /7 vitro de sorgo
bajo estrés de salinidad, reporta células con altos niveles de almidén y lipidos,
cloroplastos y mitocondrias abundantes y un sistema de membranas bien
desamollado, acumulacion de lipidos en la periferia de la célula, comparadas con
los testigos que presentan menar numero de organelos y menar contenida de
grasas y almidones. En células con estrés a sequia el nimero de organelos se
reduce, aumenta el numero de vacuolas y se observa una gran cantidad de
vesiculas o invaginaciones de la membrana y citoplasma con acumulacion o

concentracion de materiales.

SEQUIA

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

En los tropicos semidridos, muchos son los cultivas que padecen largos periodos
de sequia afectando su establecimiento y provocando alteraciones biaquimicas

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

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

EFECTOS DE LA SEQUIA SOBRE ALGUNAS FUNCIONES FISIOLOGICAS

Se ha demastrada que existen diferencias en los requerimientos de humedad del
sueio para la germinacidn de semillas de distintas especies (Adebona y Ayisire,
1979). La sequia es un factar que inhibe marcadamente la germinacién, pero para
que se presenten diferencias aparentes entre los hibridos de maiz es necesario
aplicar un grada de sequia mas severa. Dentra de las respuestas que manifiesta
el maiz esta la acumulacién de prolina en las hgjas, factor que se puede usar
como indicador de resistencia a la sequia (Grzesiak, 1991). Un método para
seleccionar genatipos, hibridos o lineas resistentes a la sequia es la capacidad de
germinacion en un medio hiperosmatico, las lineas seleccionadas mediante este
método manifiestan ventaja sobre la poblacién original en condiciones tanto de
humedad comc desfavorables en etapa de plantula (Castellanos, 1992).
Lopez-Nurio (1994), demostrd que €l incremento en la presién osmotica causada
par soluciones de manitol, entre otras variables, pravocan una disminucion en el
porcentaje de germinacion.

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

varigs cultivares adaptados a tales condiciones. Se ha enconfrado que el calor de
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la semilla, su tamano, brillantez, habito de crecimiento, dias de floracion, madurez,
adaptacion vegetativa y reproductiva, nodulacion, dafos por factores bicticos,
resistencia a la sequia y tolerancia a los factores del suelo son considerados para
la evaluacion de los cultivares de frijol para su adaptacion a tales condiciones
(CIAT, 1987).

Los mecanismas 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 genctipos de frijol. El crecimientoc de la raiz
es mayor en todas las etapas en ias lineas resistentes a la sequia comparado con
las lineas susceptibles, observando que el cruzamiento entre especies mexicanas
y colombianas produce poblaciones con mejores caracteristicas para su
adaptacion a candiciones de estrés comparado con los progenitares de la misma
regidn.

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

Ramani, 1980 (citado por Moreno Limdn, 1998) examind i@ absorcion y et

transperte 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 Limdn, (1998) reporta acumutacién de K en

raices de sorgo bajo estres osmgtico inducido por PEG.

Al estudiar las respuestas en frijol Phaseolus vulgaris L. al estrés de sequia en
etapa de plantula, Moreno Limédn, (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 amerncano 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 osmotico
(acumulacion de solutos en el interior de las células) como por la 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 se
observd ninguna influencia de la capacidad de mantener el turgor sobre el
crecimiento. En condiciones de estrés mas severo (equivalente a -0.6 y — 1 MPa)
las variedades con mayor capacidad de mantener el turgor mostraran crecimiento
significativamente mayor, 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 estres, se colocaron de nuevo en presencia de agua destilada

recuperaron su crecimiento.

Acumulacidn de prolina por efecto del estrés

La prolina, es uno de (os aminoacidos contenidos en (as 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 ef al., 1992;
Stewart y Lee., 1974, Shing el al, 1972), salinidad (Treichel, 1975), bajas
temperaturas { Benko, 1986; Chu et af, 1971 ), altas temperaturas
{Oshanina,

1972 } entre otros { Kathiresan, 1987 ). La evaluaciéon de prolina, bajo este
enfoque, se refiere al incremento de la concentracidn de prolina libre en el
tejido, como consecuencia del estrés hidrico. Lo antericr se dehe a que la
incarporacion 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 acumufacion de prolina libre; ademas, algunos productos de la
protedlisis durante el estrés, como el acido glutamico y la arginina, son
utilizados para la sintesis de mas prolina libre ( FPaleg y Aspinall, 1981 ).
Aungue no se conoce mucho acerca de la regulacién de esta via, se ha
sugerido que la retroalimentacion de prolina inhibe su propia sintesis (Ireland,
1990) Resulia interesante sefialar que la habilidad de cuitivos coma 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 acumulacion 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, acumulacién y
cuantificacian de prolina en los vegetales, ya que se ha utilizado como un
indicador confiable de seleccién de plantas {Fiores, 1997).

El incremento en niveles de prolina durante estrés es Unico comparado con otros
aminoacides libres en el mismo tejido, pero similar a otros solutos de bajo pesa
molecular, como azucares y acidos organicos. El incremento en prolina esta
relacionado con un decremento en el patencial hidrica de la hoja y con otras
medidas hidricas, como el contenido relativo de agua. (Sivaramakrishnan ef al.,
1988). Revilla y Canal {1999), mencionan que el concentraciones de NaCl 300
mM 300 (estrés salino} produce un enmarronamiento en callos de olivo y un
incremento notable en pralina libre sobre tode 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 €] uso de varias técnicas empleadas para la esterilizacion de

cristaleria, instrumentos quirurgicos, liguidos y matenal vegetal. Los meatodas
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pueden ser clasificados como sigue: calor seco, calor humedo (vapor bajo
presion), ultrafiltracion y esterilizacion quimica { Dodds y Lorin 1986).

Metodo de calor humedo ({ vapor bajo presion: autoclave).

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

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

CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

El cullivo de tejidos vegetales in vitro comprende, en su acepcidn amplia, un
heterogénec grupe de técnicas mediante las cuales un explante (parte separada
de un vegetal) se& cultiva asépticamente en un medio de composicion quimica
definida y se incuba en condiciones ambientales controladas {Roca y Mroginski
1991).

El callo es un tejido derivado de drganos o tejidos diferenciados, los cuales son
llevados a una desdiferenciacion 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 cultiva que
induzca y mantenga su crecimiento y una division celular continGa. Los

reguiadores de crecimiento mas usados en la iniciacion y mantenimiento del
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cultive de callo son el acido indol-3-acético (AlA), acido naftalén acético (ANA) y
el acido 2 A-diclorofenoxiacetico (2 4 -D), en cancentraciones que generaimente
oscilan de 0.1 a 10.0 mg/L (Hurtadc y Merino, 1988).

Esta masa celular puede presentar diferentes tipos morfologicos, los cuales
varian segun la aparnencia externa, textura y composicion celular {(Butcher e
Ingram, 1974 citado por Hurtado y Merino. 1988). La coloracion de este tgjido
varia, aun derivando de ia misma especie, el tipo y grado de pigmentacion esta
marcadamente influenciado por factores nutricionales y ambientales, y se
manifiesta par la presencia de cloroflla, carotenos, antocianinas, etc. Estudias
microscopicos han demostrado que fos tejidos de tipo callosa generalmente son
heterogéeneos en su composicidn celular; la diversidad celular presente en el callo
depende de muchos factores coma son el grigen del tejido, la edad de los cultivos
¥ la composicion de los medios.

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 composicion del medio y las condiciones fisicas que
prevalecen durante esta etapa (Dodds y Lorin, 1986). Desde ¢l punto de vista
marfagenico, la caracteristica mas importante del callo es la tolipotencialidad de
sus celulas ya que en general, con un manejo adecuado de las condiciones
nutricionales, hormonales y ambientales, tienen la capacidad de desarrollar
brotes, raices, embriones, etc., los cuales pueden llegar a formar plantas

completas (Myerson y Krull, 1882 citado por Hurtado y Merino, 1988).
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OTROS ESTUDIOS REALIZADOS A PARTIR DE CULTIVO DE CALLO /N
VITRO

Muchos autores (Shahin y Kanenko, 1986; Phillips y Luteyn 1983; Phillips y
Hubtenberg, 1987) han logrado la regeneracion de plantas compietas a partir de
cultivo de callo. Plantulas verdes fueron regeneradas desde callo inducido a 29°C
(Jia, 1987).

Estudics in vitro involucrando seleccidn y 3 subcultives de 21 dias cada uno de
callo embrivgénicos de maiz en medio basal N6 conteniendo NaCl 85 uM seguido
por la regeneracidon y/o seleccion siguiente y subcultivos en mismo medio
conteniendo NaCl 125 pM. Estas plantulas fueron regeneradas en medio
conteniendo NaCl mastrd 4 a 20 veces incremento en tamario 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 correlacionada con sensibilidad a NaCl. En un estudio Mongodi et al.,
(1988), lincas de callo derivados de embriones inmaduros de alguncs genotipos
no hubo éxito para supervivencia en medio conteniendo NaCl 0.05% pero las
lingas F2 derivadas de la cruza de estos gendtipos 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 aziucares 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 azucar comparado con las células resistentes a salinidad.
Similarmente lineas de células estresadas con sal acumutan 1.3 veces mas sodio
comparado caon lineas sensitivas, al cantrario cambios en contenido de potasio
fueron inconsistentes.

Kim y Song, (1984) estudiaron la respuesta genotipica a los requerimientos de
cinetina en cultivos de callo in vitro de variedades de Korea de Phaseolus vulgaris
L. Cultivos de callo de Phaseolus vulgans L. fueron usados para examinar su
habilidad de crecimiento en media libre de cinetina. De 16 cultivares, ocho fugron
calificadas como fenatipcs completamente autdnomo-cinetina y cincg fueron
observadas como fenotipos dependiente-cinetina.

Regeneracion de plantas de callo derivado de protoplasto de mesofilo de
Phaseclus anguians L. fue estudiada por Huang-Peiming y Ge-Koulin. (1989), los
callos proliferaron por tres meses en medio MS; estos fueron transferidos a MS
por otros tres meses. Brotes de tallo regenerados en MS adicionado con IAA a 0.1
mg/L , NAA 02 mg/lL y G -BA 5 mg/L. En el medio anterior el brate no
desarrolld. Tallos formados en un segundo medio crecieron de 3-5 cm de largo,
estos fueron cortados de callo y transferidos en medio libre de hormonas o MS
suplementado con 1AA 1 mg/L. La formacién de raices fue inducida siete dias
después y posteriormente 1a planta completa fue obtenida.

Mohammed, et al., (1992) reportan el desarrollo de un nuevo protocolo in vifro
por induccion de brote multiple y regeneracion de plantas de explantes de ejes
embridnicas de cuatro frijoles comunes {Fhaseolus vuigans L.) y dcs lineas de
frijol "tepari” (P. acutifolius A. Gray). Los explantes fueron preparados de dos tallos

de embriones, 3 a4 mmy 5 a7 mm correspondientes de vainas colectadas a 15y
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25 dias despues de la floracion respectivamente. El gje embridnico fue cultivado
en medio basal Gamborg o BS con BA 0, 5, 10 0 20 mM en combinaciones con
NAA de 0,1 0 2 mM. Los cultivos de 24 a 25 ¢ C bajo luz continua o incubados en
oscuridad por 2 semanas seguida de luz continua antes de transferir a un
segundo medio BS (BA 0 a Z mM 6 BA 2 mM mas GA3 4 mM). Raices
adventicias o tallos simples con raicillas formadas del explante cultivado en medio
sin reguladores de crecimientg. Multiples brotes fueron inducidos en todos los
medios con BA, pero se produjeron mas con 5 a 10 mM en muchas lineas. La
incubacian en oscuridad aumenté |a iniciacion de brotacion multiple. Los vastagas
de tallo no fueron producidos en medio que contuviera NAA solo o en
combinacion 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. METODOLOGIA

DESCRIPCION DEL AREA DE TRABAJO

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

Autdonoma de Nuevg Ledn.

MATERIAL EXPERIMENTAL

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

americano, pastilla, flor de mayo y flor de junio).

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 na
iGnico) por 10 minutos. Se elimind el agente desinfectante dentro de la campana
de flujo laminar y se enjuagd el material de 3 a 5 veces con agua destilada

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

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

INDUCCION DE CALLO IN VITRO

De las plantulas obtenidas in vitrc se tomaron explantes de 1 ¢cm de hipocotilo,
hoja cotiledonaria, cotileddn y raiz, los cuales se sembraron asépticamente en
recipientes de vidno con capacidad de 120 mL con aproximadamente 30 mL de
medic de cultive MS (Murashige-Skaog 1962), complementada (en mg/L) con
vitaminas, 100 mic-inositol, 1.5, 2.0, 3.0, 5.0 y 10 de 2 4-D ( para la induccién de
callo it vitro) y agar-agar al 0.7%. El pH se ajustd a 5.7 con NaOH 0.1 N o HCI
0.1 N previa adicion al agar y se llevd a estenlizar en olla de presion a una
temperatura de 121 + 1°C y a 15 libras de presién por 15 minutos. El instrumental
utiizado 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 16 horas y a una

temperatura de 26 + 1°C.

PRUEBAS DE ESTRES A SALINIDAD EN CALLO IN WITRO
Las concentraciones de salinidad utilizadas fueron de acuerdo a Lupotto et af.,

(1988) y Moreno Limdn (1998). Secciones de callo inn vifro 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 pimera induccion), al que se le
agregaron soluciones de cloruro de sodio a diferentes concentraciones (0.1 y
0.15 M) para estrés de salinidad. Cada prueba se realizé con sus respectivos

testigos.

PRUEBAS DE ESTRES A SEQUIA EN CALLO IN VITRO

1.- Las concentraciones de Polietilenglicol (PEG 6000) para producir €] estrés de
sequia en los subcultivos de callo in vifro en las cuatro variedades comerciales de
frijo! utilizadas en esta investigacion se detemminaron 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 molalidad
de PEG de cuatro pesos moleculares y wy (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
proparciond un Unico riego con agua (120 mL) y a las 72 horas se les dio un
riego (220 mL) con el tratamiento respectivo de PEG en medio MS liquido. Cada
tratamiento constd de 6 repeticiones y dos testigas; uno 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 investigacion.
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2 .- Secciones de callo in vitro fueron subcultivadas en tubos de ensaye de 18 x
150 en medio de cultiva liquido MS (utilizado para la primera induccidn), 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 testigas.

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 emisién por plasma digestién via seca en el
instrumento ICAP 61E TRACE ANALYZER TERMO JARRELL ASH.

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

Muestras de aproximadamente 1 g se carbonizaron campletamente scbre un tripie
caon 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
disolvieron con 15 mL de HCI 20% pasando la solucidn a través de un embudo de
filtracion rapida provisto de un papel filtro Whatman No. 41. El filtrado se colectd
en matraces de aforacian de 29 mL. Se prepard un bianco reactivo consistente en
9 ml de HCL 20% aforado a 25 mlL con agua bidestilada. Las muestras tratadas
se analizaron en un espectrafotdmetro de emision por plasma de THERMO

JARREL ASH bajo condiciones ya optimizadas.
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DETERMINACION DE PROLINA: (Zuiiiga 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 filtracidn rapida utilizando papel filtro Whatman No. 2. Una alicuota (2 mL) se
calocd ern un tuba de ensaye al que se le agregaron 2 mlL de acido ninhidrico y
2 mL de acido acético glacial para después colocar &l tubo a una temperatura
de 100° C durante una hora. Finalmente la reaccidn se completd en un baro de
hielo. Se agregd 4 mL de tolueno y el contenido del tubo se inviertd suavemente
durante 20 segundos. Posteriormente se aspird la parte de tolueno con una
pipeta, se estabilizo a temperatura ambiente y se determiné la absorbancia a
520 nm en un espectrofotdmetro visible Turner Sequoia 690. Se utilizdé un tubo
con tolueno como blance para calbrar el aparato.

La concentracion de prolina se determing a partir de una curva de calibracion y

se calculd sobre la 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)(Laemmli

1970)

Pracesamiento de {a muestra:

Medio gramo de callo fresco de cada variedad se macerd y sonicd en tubos
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gpperdorf (2.5 mL) con agua bidestilada y una solucion desnaturalizante (buffer
de lisis) (10 % de B-mercaptoetanol, SDS al 5 % (p/v), 0.01 % de azul de
bromofenal, glicerol al 20 % (pfv) y Tris al 1.5 % con un pH de 6.8 en proporcién
1:1 a 3 ciclos de 30 seg cada ung, con intervalos de descanso (30 seg). En los
callos sometidos al estrés de sequia se probd ademas buffer fosfato-citrato pH
3.0 (Van Laan, 1976 citado por Van Loon, ef al, 1983). Posteriormente se
centrifugaron a 13000g por § minutos. El sobrenadante se calienta en bafio
Maria a 100 °C por 3 minutos. La separacion de proteina especifica se realizé
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida- sds- discontinuo y en un solo
sentida (unidimensional); metodalagia descrita por Laemmli {(1970). con ligeras
madificaciones. Una alicuota de 10 pL de cada muestra y marcadores se sametio
a electroforesis en un gel separador de poliacrilamida-SDS al 12 % y con un gel
concentrador al 4% en una camara Hoefer (modeio Mighty Small Il SE 250/ SE
260). Se comio el ge!l a 15 mA ( miliampers) para el gel concentrador y 30 mA
para el gel separador.

Después de la electroforesis, el gel se coloca en acido tricloroacetico al 12.5 %
durante 30 minutos, se [@va con agua y se mantiene en una solucidon colorante
(azu) Coomassie R-25Q al 0.1 % (p/v), metanal al 50 % y acido acético al 10%)
durante 12 a 14 horas con agitacidn continua. Para eliminar el exceso de
colorante, el gel se colocd en acido acético al 10 %. Como 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 Trypsinagen, Bovine Pancreas 20 kDa Trypsin Inhibitor, Soybean 14,200

kDa o- Lactalbumin, Bovine Milk y 6,500 kDa Aprotinin, Bovine Lung) estandares
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de la compaiiia Sigma Chemical CO.(todos los materiales utilizados son grado
reactivos). Posteriormente se pracedid a realizar (0s calculos de peso molecular,
tanto para las bandas de las muestras como para los estandares de peso

molecular.

ULTRAESTRUCTURA POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION

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

Secciones de calla 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 extrajeron y se lavaron con una
solucion de Buffer de fosfatos de 016 M para eliminar el exceso de
glutaraldehido, luego se colocaron en una solucidn de tetradxido de osmio
preparada en un Buffer fosfatos 0.1 M durante 2 a 3 horas. Posteriormente las
muestras se deshidrataron en concentracicnes crecientes de acetona (30 -100
%). La acetona presente 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 cortes
semifinos de grosor vaniable (entre 0.5 y 1 pm) , los cuales se tifien con “Epoxy
Tissue Stain” de Electrén Micrascopy Sciences, Co U.S.A., el cual contiene
fucsina basica y azul de toloudina. Estos cortes se observaron a través de

micrascopio optico.
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Finalmente se obtuviergn cortes ultrafinos { 60-90 nm ) los que se contrastaron
con acetato de uranilo y citrato de ploma. Los cortes obtemdos se observaron en

un microscopio electranica de transmisién Zeiss EM-9.

DISENQ EXPERIMENTAL Y ANALISIS DE DATOS

Para la induccidn de callo in vitro y las pruebas de estrés salinidad y sequlia, se
aplicd un disenio de blogues completamente aleatorio con veinte repeticianes.
Para macro y micronutrientes se utilizo un disefio completamente aleatarioc con
ires repeticiones para cada elemento.

Los datos cuantitativas sobre el desarrolio def callo, ia determinacion de macra y
microelementos asi mismo el efecto de factores de estrés salinidad y sequia, se
sometieron a un paquete statgraphics version 7.0 donde se aplicd el anatisis de
varianza multiple sobre los tratamientos y macro y micronutrientes para detectar si
existen diferencias significativas entre los factores y los 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).

o 3 \“ ;"-'..-,.

J

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 /N VITRO

El inicio de formacion de callo in vitro se observo 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 aéreos

{ hipocatilo, cotileddn y hoja catiledonaria) en las cinco concentraciones de 2,.4-
O utitizadas, tal como lo citan Hurtado y Mering (1988} que los reguladores de
¢recimientg mas usados en la iniciacion y mantenimiento del cuftivo de callo san
el acida indol -3- acetico (AlA), acido naftalenacético (ANA) y el acido 2 4 -
diclorofenoxiacético (2,4 -D), en concentraciones que generalmente oscilan de
0.1 a 10.0 mg/L. En el explante de raiz no se obtuvo induccién de callo in vitro,
tal como lo mencionan Dodds y Larin, (1985) que las respuestas involucran un
sinergismo entre el origen del tejido usado y la composicion del medio y comao io
reporta Kim y Song (1984) que clasifica cultivares de frijol completamente
autonomo-cinetina, coma se manifiesta entre los explantes utilizados en esta
investigacion. 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 cotiledon y en 5 mg/L

en el explante de hoja cotiledonarnia { figura Zj.
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Figura 2. Callos in vitro de Phaseolus vulgaris L.
de 30 dias sembrados en medio de cullivo MS
con 2,4-D (mg/L): a) hipocotilo (3 mg/L), b) hoja
cotiledonaria (5 mg/L) y c) cotiledén (10 mg/L).

Estos callos son friables, de color blanco a amarillo claro y sin signos de
oxidacion. Ademas se observé la formacién 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 indculos para la induccién del callo in vifro 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
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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. a) explante
de hoja cotiledonaria b) callo de 15 dias, ¢) 21 dias y d) 30
dias.

PRUEBAS DE ESTRES A SALINIDAD Y SEQUIA

Los callos in vitro 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 induccion de
sequia osmatica, después de 30 dias bajo estrés, no aumentaron su tamano, se
tornaron color cafe claro y se volvieron menos friables (Fig. 4 y 5), lo que coincide
con lo reportado por Broetto et al., (1995) citados por Maiti, ef al.,(2000) que en

tension-NaCl el tratamiento redujo crecimiento relativo 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 liquida con 0.05, 0.1 y 1.5 M de NaCl, despues de dos semanas el
tratamiento de NaCl dio una coloracion café 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 ohservar que el cambio de coloracién en los callos
se debe a la respuesta a ambos factores de estrés ya que calios (de las cuatro
variedades) sometidos a ambos estrés, se transfireron nuevamente al medio
original de induccidn (M-S con 24-DS mgflt } y se observd el desarrolle de
nuevo callo con las mismas caracteristicas del callo de la primera induccion. Esto
caincide con 1o citado por Sanchez ef af, (1999) quienes mencianan gue mismas
concentraciones de PEG (-0.6 y -1 MPa) al parecer no praducen efectos toxicos,
pues plantas de guisante después de ser sometidas a este estrés, se colocaron

de nuevo en presencia de agua destilada y recuperaron su crecimiento.
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Fig. 5 Callo in vitro var. Pastilla a) Tratamiento PEG 10 %
b) Tratamiento PEG 15 %.
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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 andlisis 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
micrenutrmentas en los callos in vitro de Phasealus vulgaris L.

SODIO (Na).-Para el sodio el andlisis de varianza muestra que existen
diferencias significativas (P<0.05) entre las varedades y (P<0.01) entre los
tratarmientos (Tabla 1). En la comparacion multiple de medias mediante la
prueba de Tukey (Tabla 2) respecto a las variedades observamos la formacidn
de dos grupos; en el primer grupo se encuentran las variedades pastilia, flor de
junio y flor de maya, y en el segundc grupa las variedades flor de junio, flor de
mayo y pinto americang, tenemos entonces que entre las variedades pinto
americano y pastilia existen diferencias estadisticamente significativas; y es la
variedad pinto americano la que presenta una mayor cantidad de sodio
(16616.54 ppm). Con respectc a los tratamientcs se abservan también dos
grupos, en el primero 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 0.1 M y NaCl 0.15 M. Sin embargo no se observo diferencias significativas

entre el testigo y el tratamienta NaCl 0.1 M { Figuras 6 y 7). Estos resultados en
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donde observamos un aumento en la concentracidon de Na en el tratamiento NaCl
0.16 M, coinciden con los resultados obtenidos por Komizerko et af., (1988)
citado por Maiti, et.al,{2000) quienes mencionan que en subcultivos de callo en
medio con NaCl, el Na+ aumentd en el tejido y con Broetto ef af, (1995) y
Sawires ef al, (1997) citados por Maiti, ef 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 estresadas a salinidad.

FLENTE QE SUMB DE GRADOS DE UBESTAD | CUADRADO MEDID | F CALCULADA PROBABILIOAC
‘ VARIACION CUADRADOS
VARIEQAC 5. 8E8 3 20688 315" P=0.03
TRATAMIENTQ 1.78E9 2 8.93e3 1368* P<CD1

** Valores altamante significativos (F <JL') *valores sgnificatives (P < 0.05] NS = Valor na sgnificative(p > 0.08).

TABLA 2. Comparacidn multiple de medias mediante la prueba de Tukey para sodic en callo in

vitra de frijol estresados a salinidad. Varedades 1) pinto americang, 2) pasiilla, 3) flor de mayo y 4) flor de junio. Tratamientas
11 tashigo, 2 JNaCl 0.1 M y 3) NaGIC.15 M.

NIVEL PROMEDIO + TRROR LIMITE DE CUNFIANZA
ESTANCAR PARA LA MEDIA
L 166164 + 635861 3*
2 5153.7€ £807.40 b 111313 2211998
VARIECAD 3 1274956 + 2414.00 ab 34945 1065717
4 1205068 +2267.61 ab 74655 182538
Total 11742.74 £1803.52 §947.26 1795409
5 ' 459.29 072K
TRATBMIENTO o 494975 1448195
7158 $22329b 1643946 25971 66
3220556 £ 3742514 )
Total 1174274 = 147307
*Letray diferentes en vuluranas indican diferencias signi‘icativas (o< 0.05). ** Lelras iguales en columnas indican diferencias nu significativas

1P=C.0%).
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SODIO
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Fig. 6 Contenido de sodio en callo in vitro de hoja cotiledonaria
de 4 var. de Phaseolus vulgaris L bajo estrés de salinidad.

SODIO

Fig. 7 Contenido de sedia en callo in vitro de hoja cofiledonaria en
Phasealus vulgaris L en los diferentes iratamientos de salinidad 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 la Tabla 3. Respecto a las variedades; la comparaciéon multiple de medias
de Tukey (Tabla 4) muestra la formaciéon 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 0.16 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 captacion 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 iy
VARIEDAD 736164.50 3 246054 83 2.20N8 P=0.10

TRATAMIENTO 1674894 8 2 837447.42 750* P <001

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

TABLA 4. Comparaciéon multiple de medias mediante la prueba de Tukey para magnesio en
callo in vitro de frijol estresados a salinidad. Variedades 1) pinto americano, 2) pasfilla, 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
1 468.87 £ 134558 ** 24142 696.32
2 663.20 + 184.87a 435.75 BS0.66
VARIEDAD 1132535 + B567a 97.90 552.80
4 566.60 + 100.65a 43015 894.05
Total 531.01 +66.02
1 82214 £ 5464 2° 62516 1019.12
TRATAMIENTO 2 46431 +156.09 b 267.33 661.29

3 306.57 +5450 b 10958 503.55

Total 531.01 £ 5850

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

MAGNESIO

1000

Fig. & Contenido de magnesio en callo in vitro de hoja
cofiledonaria de 4 var. de Phaseolus vuigaris L. bajo estrés
de salinidad.
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MAGNESIO

@mTESTIGO |
mO.1M
0o.15M

Fig 3 Contenido de magnesio en callo 1 vio de hoja
cotiledonaria de  Phaseolus vulgaris L_ en los diferentes
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 formacion 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 la variedad pastilla se observa
una disminuciéon 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 observa 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 concentracién 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 DE GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADO MEDIO | F CALCULADA | PROBABILIDAD

VARIACION CUADRADOS

VARIEDAD 62568 3 2 0BER 166 NS P=019
TRATAMIENTO 5.96E8 2 298E8 237 NS P=011

**Valores altamente significativos (P< 0.01) *valores significativos (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. variedades:1) pinto americano, 2) pastila, 3) fior de mayo y 4) flor de junio.
Tratamientos 1) testigo, 2) NaCl 0.1 M y 3) NaCl0.15 M.

NIVEL PROMEDIO  ERROR LINITE DE CONFIANZA
ESTANDAR PARA LA MEDIA
1 18410.49 £ 2834652~ 1078200  26036.99
2 2978276+ 6939.84 a 2215427 3741126
VARIEDAD 3 22356.13+1297.01a 1472764 2908462
4 2545400+ 1644.952 1782550 3308249
Total 28000.85 + 1945 90
12813973+ 81306 a* 2153326 3474620
G 2 25397.74 + 528478 2 R
3 18465.07 + 216200 a ' :
Total 24000.85 + 192250

*Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (P< 0.05) ™ Lelras iguales en columnas indican diferencias no signfficativas
(P> 05)

POTASIO
40000
30000 |

P v

P 20000 +

m 10000
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Fig. 10 Contenido de potasio en callo in vitro de hoja cotiledonaria
de 4var.de Phaseolus wigaris L. bajo estrés de salinidad.

POTASIO
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m 20000
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calee 2] -
Fig. 11 Contenido de potasio en callo in vilro de hoja
coliledonaria de  Phaseolus vuigaris L. en los diferentes
tratamientos de salinidad con NaCl .
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CALCIO (Ca)- E! contenide de Ca entre las variedades y tratamientos
demostraron diferencias altamente significativas ( P<0.01) como indica |a Tabla
7. Las comparaciones multiples de medias de Tukey (Tabla 8) pone en
gvidencia la formacion de dos grupos para las variedades, en el primero se
encuentran las variedades flor de mayo y flor de junio y en el segunda grupao 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 gue la variedad flor de mayo, alcanza unicamente 853.08 ppm. Con
respecto a los tratamientos se observan también dos grupos, en donde el
tratamiento NaCl 0.1 M comparte ambgs 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 caoinciden con los
obtenidos por Komizerka ef al.,, 1988 citado por Maiti, ef.al,(2000) quienes
mencionan que en subcultivas de callo en medio de NaCl, la cantida de Ca **

aumenta en el tejido.

TABLA 7. Andlisis de varianza para calcio en callg in vitro de frijol estresados a salinidad.
FUENTE GE SUMA DE GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADOMEDIO [ FCALTULADA | PROBABILIZAD
VARIACION CUADRADOS
VARIEDAD 78307197 3 9435732.3 1536~ P< 001

TRATAMIENTQ 5024798 2 45143990 735" P<001

**Valorgs atamenie sigriicalives (P < £.01) *valoras sighificalives {P < 0.05) N5 = Valor no significativa(P > C.0%).
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TABLA 8. Comparacién multiple de medias mediante la prueba de Tukey para calcio en callo

in vitro de frijol estresados a salinidad. Varedades:1) pinto americano, 2) pastilla, 3) flor de mayo y 4) flor de junio.
Tratamientos 1) testigo, 2) NaCl 0.1 M y 3) NaCl0.15 M.

NIVEL PROMEDIO + ERROR LIMITE DE CONFIANZA
ESTANDAR PARA LA MEDIA
1311355 +37301a * 258005 3647.06
2240256 + 439692 186904  2936.08
VARIEDAD 3853.08 +21357b 319.57 1386.60
4132929+ 5577 b 795.78 186281
Total 1924.62 + 154.35
4 87410  1798.18
TRATAMENTO '2 113;,; : fgdg;as:b 141555 233063
: 200810 302217
3256013+ 367 47 a
Total 1924.62 + 19830

*Lelras diferentes en columnas indican dilerencias signiicalivas (P< 0.05) * Letras iguales en columnas indican dfferencias no significativas
(P >0.05)

CALCIO

Fig. 12 Contenido de calcio en callo in vitro de hoja cotiledonaria de 4
var. de Phaseolus vulgaris L. bajo estrés de salinidad.
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Fig. 13 Contenido de calcio en callo in vitro de hoja cotiledonaria de
Phaseolus vulganis L. en los diferentes tratamientos de salinidad
con NaCl.
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MANGANESO (Mn).- Para el manganeso se presentan diferencias altamente
significativas (P<0.01) tanto en las variedades como entre los tratamientos
(Tabla 9). Con respecto a los resultados obtenidos en comparaciones multiples
de medias de Tukey (Tabla 10} podemos observar que para las variedades
existe la formacidn de 3 grupos; en el primero se encuentran las variedades flor
de maye y flor de junio, en el segundo las variedades flor de junio y pinto
americano y en el tercero las variedades pinto americano y pastilla. La mayor
cantidad de Mn se encuentra en la variedad 2 con 173.90 ppm mientras que la
variedad flar de mayo can 57 27 ppm registra |la menor cantidad (Fig. 14). En
relacion a los tratamientos, se establecen diferencias estadisticamente
significativas (P<0.058) entre los 3 tratamientos, 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 [a menor cantidad de 63.00 ppm se

encuentra en el tratamienta NaCl 0.15 M (Fig. 15).

TABLA 9. Andlisis de varianza para manganeso en callo in vitra de frijol estresados a
salinidad.

{TU ENTE DE YARIACION SUMADE GRADOS OE CUADRADO MEDID F CALCULADA FROBABILIDAD
CUADRADOS LIBERTAD
YARIEDAD €6539.7¢ 3 PP AN 1385 P<0N
TRATAMIENTO §9650 .89 Z [ 4484045 79 P <0l

“Let-as difergntes ar oclumnzs indican diferencias significativas (P< 0.05) ** Letras iguales en columnas indican diferendias ng significativas
{P>0.05)

TABLA 10. Comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey para potasio en
callo in vitfra de frijol estresados A salinidad. Variedades:*) pinto americano, 2) pastila, 3) flar de mayo y 4) flar de junic.
Tratanienigs 1) testigo, 2) NaCl 01K y 3) haCld 15 M.

NIVEL PRUMESIO + ERRUR LIMITE CE CONFIANZA PARA LA
ESTANDAR MEDIA
113774 £ 20534 ah " 111049 154 56
217320t 18673 146 65 20115
VARIEQAD 357.27 +2035 ¢ 300 8452
410396+ 27.12bc 76.71 131.22
Tolal 108.53 + 8.00
118391+ 946 a*
2107 74 £.2631 b 160.31 20751
TRATAMIENTO 36900 =929 8414 13135
929 © 39.40 8661

Total 118.42 + 9.B2

p—
“Lelras difergntes en volumnas indican diferencias significativas (P< 0.05) * Letras iguales en columnes indican difersncias n significativas
{P>0.05)
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MANGANESO
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Fig. 14 Contenido de manganeso en callo in vitro de hoja
cotiledonaria de 4 var. de Phaseolus vulgaris L. bajo estrés de

salinidad.
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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 Ultimas 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 vifro de frijol estresados a

salinidad.
FUENTE DE VARIACION SUMA DE GRADOS DE CUADRADO MEDIO F CALCULADA PROBABILIDAD
. CUADRADOS LIBERTAD £
VARIEDAD 300.95 3 100.32 668 ™ P<0.01
TRATAMIENTO 3487 2 17.43 1.16 NS P=032

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

TABLA 12. Comparacion miultiple de medias mediante la prueba de Tukey para molibdeno 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) testigo, 2) NaCl 0.1 M y 3) NaCl0.15 M.

NIVEL PROMEDIO + ERROR TIMITE DE CONFIANZA PARA LA
ESTANDAR MEDIA
1730£19a" 4566 093
2 686+158a 422 9.50
VARIEDAD 3 137+034b -1.26 4.00
4 124+0400 4139 388
Total 4.19+064
- 0.57 514
TRATAMIENTO ity 22 7.49
et 2 6.80
34514156 a
Total 5.44 +0.85

‘Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (P<0.05) ** Letras iguales en columnas indican diferencias no significativas
(P>0.05)

MOLIBDENO
10
P 8 |
P . lIPA\
m 6¢ aP
4 - OFM
2 oFd
o
Fig. 16 Contenido de molibdeno en callo in vitro de hoja cotlledonaria
de 4 var de Phaseolus vuigarisL. bajo esirés de salinidad.
MOLIBDENO
P
P @ TESTIGO
m mo.iM
00.15M |

Fig. 17 Contenido de molibdena en callo in vitro de hoja cotiledonaria
de Phaseolus vulgaris 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. El analisis de
varianza revelo que para fos firatamientos no se detectaron diferencias
significativas (P>0.05) (Tabla 13). De acuerdo a los resultados obtenidos
mediante las comparaciones multiples de medias de Tukey (Tabla 14) las
variedades flor de mayo y flor de junio forman un grupo en comparacion con as
variedades flor de junio y pastilla. Existe la presencia de un tercer grupa que
corresponde a las variedades pastilla y pinto americano. De esta manera
tenemos que la variedad pinto americano difiere estadisticamente de las
variedades flor de mayo y flor de junia pero na de la variedad pastilla. De igual
manera se observan diferencias entre las variedades pastilla y flor de mayo
para el contenido de fierro. La variedad que muestra |la mayor cantidad de Fe es
la pinto americano con 429.56 ppm en contraste con (a variedad flor de mayo
que presenta solamente 119.98 ppm. Respecto a los tratamientos no se
muestran diferencias estadisticas entre €llgs, ya que se encuentran en un

misma grupo las valores de este analisis estadistico (Figuras 18 y 19).

TABLA 13. Andlisis de varianza para fierro en calle w1 vitro de frijol estresados a salinidad,

FUENTE DE VARIACION SUMa JE GIAJOS OE CUADRAGO MEDIO FCALCULADA | PROBABILIDAD
CUADRADDS LIBERTAD
VARIED2D 536042 67 3 198680.89 938~ P <001
TRATAMIENTQ 53128.70 2 26564.35 1,258 P=029

** Valores atamente significativas (P <0.01) * Yalares signifizativos {P < 005) NS = Valar no significative (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) pastilla, 3) flor de mayo y 4) flor de junio.
Tratamientos 1) testigo, 2) NaCl 0.1M y 3) NaCI0.15M.

NIVEL PROMEDIO + ERROR TIMITE DE CONFIANZA PARA LA
ESTANDAR i  MEDA
142956+ 7384a° 1047 52865
2406.20 + 42.87 ab 307.10 50529
VARIEDAD 311998 + 3267 ¢ 20.88 218.07
422342 + 3468 be
Total 204.79 + 24 44
13341428542 24832 419.96
S 2307.55+73.10a %;: g’g
324267+5620a -
Total 204,79 +32.19

*Letras diferentes en columnas indican diferencias sﬁ-rﬁmtms (P< D.05) * Letras iguales en columnas indican diferencias no smﬁcﬁvu
{P>0.05)

FIERRO

500
p 400
P 300
M 200 |

100 |

Fig. 18 Contanido de fierro en callo in vifro de hoja cotiledonaria de 4
var. de Phaseolus vulgaris L. bajo estrés de salinidad.

FIERRO

@TESTIGO
@01 M
00.15M

Fig. 19 Contenido de fierro en callo in witro de hoja cotiledonaria de
Phaseolus vulgaris L. en los diferentes tratamientos de salinidad
con NaCl
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COBRE (Cu).-El cobre demostrd las mismas variaciones que el fierro donde se
presentan diferencias significativas {P<0.05) entre las variedades. Sin embargo
dichas diferencias para los tratamientos no fueron significativas { Takla 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 flar de
mayo, flor de junio y pastilla mientras que las variedades flar de junio, pastilla y
pinto americano en el segundo grupo; por lo que solo difieren estadisticamente
las variedades pinto americano y flor de maye entre ellas. La variedad pinto
americano presenta |a mayor cantidad de Cu (13.05ppm), mientras que la
variedad flor de mayo registra la cantidad (2.53 ppm). Con respecto a los
tratamientos no se observan diferencias estadisticas, ya que los valores de
esta variable en los tratamientos se encuentran en un mismo grupo (Figs. 20 y
21). Sin embargo se observo mayor acumulacion de Cu en [os tratamientos
que en €l testigo.

TABLA 15, Andlisis de varianza para cobre en calla in vitro de [nijol estresados a salinidad

FUENTE DE YARIACION SUMa JE GRADOQS DE CUADRACO WEDIO = CALCULACA FROBABILIDAD
CUADRADOS LIBERTAD
VARIEDAD 734.74 3 251,53 Eh: P R0l
“RATANIENTQ 17187 P 8e 93 1.35M5 R=027

** Yalores altamente signfiicativos (P < C 01) * Valores signifizativos (P < 0.05) NS = Vator no signiicativo [P > {.05)

TABLA 16. Comparacidn multiple de medias mediante 1a prueba de Tukey para cgbre en callo
in vitra de frijol estresades a salinidad. Yanedades:!] pito americana, 2) pastila, 3] for de mayo y 4) fier de junic.
Tralanventos 1] tesuge, 21 NaCl 0. M y 3) NaGl Q.15 M.

HIVEL PROMEDID + ERROR LIMITE DE CONFIANZA PARA LA
ESTANDAR MEDLA
1130549 a" i.64 18.47
21213=355ab 6.72 17.55
VARIEDAD 32531 +053 b -253 795
44631054 ah -078 10.04
Total 8.08 + 1.3
- 0.3 9.1
TRATAMENTO 1259052: 0343 535 1467
94 L3482 451 1399
3930+282 a ) :
Total 8.08 + 1,48

“Letras diferentes en colurrnas indicar difereny.as signilicativas (P« 0.05) * Lelras guales en eclumnas indican diferencias no significativas

{P>0.05)
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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.

15
.
s 10 mTESTIGO
m0.1 M
5 00.15M
0 |

Fig. 21 Contenido de cobre en callo in vifro de hoja cotiledonaria
de Phaseolus vuigaris L. en los diferentes tratamientos de
salinidad con NaCl .

ZINC (Zn)- EIl 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 My en el segundo grupo los tratamientos testigo y NaCl 0.1M
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demostrando asi, que los tratamientos testigo y NaCl 0.15 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. Analisis de varianza para zinc en calla in vitro de frijol estresadas & salinided

FUENTE DE VARIACON SUKMA OE GRADOS DE CUADRADIO MEDD F CALCULADA PROBABILIDAD |
CUAJRADOS LIBERTAD
VARIEDAD 395218 J 13772 089 N3 F=045
TRATAMENTO 10646.98 ? 5424 49 KI F=003

" Valkgres antarente significativos (P <0 011 * velores significatvos (P < 0.05) NS = Vakor no significativa (F > 0.05)

TABLA 18. Comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey para zing en callo

in vitro de frijol estresados a salinidad. Varedades:1) pinto americang, 2) pastilla, 3) for de mayg y 4] fior de junie,
Tratamientcs 1) testgo 2) MNaCl 01M y 3) NaClg 15 M.

N VEL PROMEDIO + ERROR LIMITE DE CGNFIANZA PARA LA
EZTANDAR MEDIA
EEEER IR 3524 8750
2 787022052 5257 104.53
VARIEDAD 14924 +507 a 23 7537
4621341097 2 3.0 58.26
Tatal 52.86 £ 6.91
+ 6148 10574
TRATAMIENTC 18112419 5 4178 B5.51
2 5288 +1E7C ab 189 6491
JH58+81 b ’ )
Total 62 86 + 6.4

“Letras diferentes en colurinas indican diterencias agnificatvas {P<0.05) ™ Letras iguales en columnas indican diferencas no significativas

{P>0.05]
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Fig.22 Contenido de zinc en callo in vitro de hoja coliledonaria
de 4 var. de Phaseolus vulgaris L. bajo estrés de salinidad.

ZING

100

80

s | = TESTIGO

mO.1M

4 0o0.15M
P 20 Lt
m

D |

Fig. 23 Contenido de zinc en callo in vitro de hoja coliledonaria
de Phaseolus vulgaris L. en los diferenies tratamientos de
salinidad con NaCl .

]
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS. UANL. 2001 RESULTADQS Y DISCUSIONES o




Cukivg e callg in vitrg coma una altemativa para evalyar resistencia a salinidad ¥ sequ'a en fijgl Marig Luisa Cardenas Avila

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

Los resultados obtenidos en el andlisis de varianza para el contenido de prolina
libre muestran diferencias altamente significativas (P<0.01) entre las variedades y
los tratamientos (Tabla 19). La comparacion 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 |la variedad pinto americano. De esta manera tenemos que
la variedad pinto americano presenta diferencias estadisticas significativas con
las otras variedades y que la variedad pastilla la presenta con las variedades flor
de mayo y flar de junio. En general la mayor concentracion de prolina libre se
presenta en la variedad pinto americang (0.160 ppm) mientras que la menor
concentracion la presenta la variedad flor de mayo con 0.034 ppm. (Fig. 24).
Respecto a los tratamientos tenemos gue 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 contenide de
pralina en los dos tratamientos con respecto al testigo (Fig. 25) lo que difiere de
lo mencionado por Sawires et al., (1997) citado por Maitt et af,(2000) que
repartan que la pralina libre generalmente aumenta con salinidad creciente y
también difiere de lo descrito por Sivaramakrishnan, ef af,, {1988) y Revilla y
Cafial (1999), que el estres salino produce en callos de clivo un incremento

notable en prolina libre; sobre todo en callcs 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.. i

FUENTE OE VARIAGION SUMA DE GRADOS DE CUADRADO | FCALCULADA | PROBABILIDAD

_ CUADRADOS LIBERTAD MEDIO
VARIEDAD 0.092 3 0,030 23" P<001 |
TRATAMEENTO 0.025 2 0012 513" P=001

** Valores altamente significativos (P < 0.01) * Valores significativos (P < 0.05

NS = Valor no_significativo (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.

Variedades:1) pinto amencano, 2

la, 3) flor de mayo y 4) for de junio. Tratamientos 1) lestigo, 2) 0.1 M de NeCly 3) 0.15 M de NaCl

NIVEL PROMEDIO + ERROR ESTANDAR LIMITE DE CONFIANZA PARA LA MEDIA
10.160£0.026 a*
200870023 b 0.12 0.19
VARIEDAD 3 0,034 £0.005 ¢ 0.05 0.12

40038£0011 ¢ 0.0001 0.06
Total 0.080 +0.009 0.04 007
10112£0021a

TRATAMIENTO 2 0.080+0.027 ab gg %11.:
30047 £0008b 0.01 0'07
Total 0.080 +0.011 ) '

*Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (p <0.05).
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Fig. 24 Contenido de profina fibre en callo in vitro de hoja

cotiledonaria de 4 var, de Phaseolus vulgaris L. bajo estrés de

salinidad.

PROLINA

Fig. 25 Contenido de prolina libre en callo in vilro de hoja
coliledonaria de Phaseolus vulgarnis L. en los diferentes
tratamientos 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
micronutrimentas en los callos in vitro estresadaos a sequia fueron sometidos a
un analisis de varianza multiple. Dicho andlisis revelo diferencias altamente
sighificativas {P<0.01) entre los tratamientes y entre las variedades en la
mayaria de los macronutrimentos y micronutrimentos. Enseguida se discutiran
los resultados para cada uno de los macro y micronutrientes en los callos in
vitro de Phaseolus vulgars L.

S0ODIO.- 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 (Tabia 22) se observa la formacién de dos grupos
para las variedades; en el primer grupo estan las variedades pastilla, flor de
mayo ¥ flor de junio y la variedad pinto americano en el otro 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 que los
valores van desde 3478.05 ppm en la variedad pinto americano; y de 1484.07
ppm en la variedad flor de junio. Podemcs ghservar también que para los
tratamientos la comparacion multiple de medias de Tukey mostré la formacidn
de dos grupos, un primer grupo que corresponde a los tratamientos PEG 10 y
15 % y en el segundo e! 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 comparacion con 739 ppm que se captan con el tratamiento

PEG 15% (Figs. 26 y 27). Esto difiere con lo citado por Moreno Limén (1998)

que menciona que en variedades de frijol flor de junio y pinte americano en tallo

y hoja hay un aumento de sodio al estresar plantulas de frijol a sequia.

Tabla 21. Andlisis de varianza para sadio en callg in vitro de frijol estresados a sequia

FUENTE DE YARIACION | SUMA DE CUADRADOS | GRADGS CE LIBER™AD | CUACRADD MED.Q [ FCALCULADA | PROBABILIDAD
VAR ECAC 24983372 K 8127774 633" R<0Ol
TRATAMIENTO 92985495 bl 464992747 KR <Ol

" Yakores allamente significatvas (P <0 04] * Valores sgnficalivys (P <005) NS = Valor no significativa (P=0.09)

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

in vitro de frijol estresados a sequia. vanedades:1) pinto americana, 2) pastila, 3] for de mayo y 4} flar de jumo. Tralamientos
) tesago, 2) PEG 10 %y 3} PEG19%.

NIVEL PROMEDIO = ERROR LIMITE DE GONFIANZA
| ESTANDAR PARA LA MEDIA
1 3478.09+ 1168673 * 2697.12 425898
2 170132 £25948 b 930.30 2482.25
VARIEDAD 1 150691+402H b 72598 2287 84
4 48407 43449 b 0314 226500
Total 204259 +339.07
. 363049 438310
TRATAMIENTO | 430680 66766 a 6271 1415.32
2 THUZ +3275 b 40564 75895
1 “0B184+20337 b '
“ga 206259 & 23290

“Letras diferentes en columnas indicar dilerencias significativas (P < 0.05). "L efras iguales indican diferencias no significativas (P »0.05)
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Fig. 26 Contenido de sodio en calio in vitro de hoja
cotiledonaria de 4 var. de Phaseolus vuigans L. bajo

estres de sequia con PEG.
SODIO
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m 3000 £=—— m10
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Fig. 26 Contenido de sodio en callo in vitro de hoja
cotiledonariade 4 var. de Phaseolus wulgaris L. bajo
estirés de sequia con PEG.

MAGNESIO (Mg).- El magnesio tuvo una variacién tanto entre las variedades
(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 sclo entre el tratamiento testigo con el resto de ellos.
Se puede observar al respecto que cuando los callas son tratados con los
tratamientos PEG 15% y 10% se reduce la cantidad de Mg (573.88 y 523.59
ppm) en comparacion con el tratamiento testigo (822.17) (Figs. 28 y 29).
Morena Limon (1998) al respecto menciona que a dicho estres aumenta Ila
cantidad de Mg en hoja y raiz de frijol flor de junia y disminuye en pinto

americanc en hogja, raiz y tallo.

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

FUENTE DE VARIACION | SUMA OE CLADRADOS | GRADOS DE LIBERTAD | CUACRADC MEDIQ | F CALCULADA | PSOBABILIDAD
VARIEDAD 17467345 3 58224 369* P =002
TRATAMENTO §1330/.58 2 30665379 1945 & P<0.01

* Yaores altamer te siynificativas (P <0.01) * Valores siguificatives [P <€.05) NE = Valor no signicalivo (P> 0.05)

TABLA 24. Comparacién multiple de medias mediante la prueba de Tukey para magnesic en

callo in vitro de frijol estresados a sequia. varisdades:1) pink americano, 2) past ke, 3) fior de mavo y 4) flor de junio.
T-alamwenios 1itestiga 2} PEG 10 %y 3) PEG 15 %.

NIVEL FROMECIO + ERROR LIMITE DE GCNFIANZA
ESTANDAR PARA LA MEDIA
1 67114 £69.56 ap* 585 65 756 62
2 60044 + 3455 b 514.96 585.92
VARIEDAD 3552205068 & 466.72 £37.68
4 73673+8051 a 65025 8.
Tatal 639 88 +30.70
| 748,14 896.20

3 57398 ¢ 3957 b 499.85 647 91

Total 639.88 + 23.34
T*_elras Jiferentes or columnas indican diferendias significativas (< 0.0%). "Lelras iguales indcan diferencias na significativas (P >J.05)
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Fig. 28 Contenida de magnesio en calio in vitro Fig. 29 Contenido de magnesio en callo in vitio
de hoja cotiledonaria de 4 var. de Phaseolus de hoja cotiledonaria. de Phaseolus vuigaris L. en
wulgaris L 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
comparacion 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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Cultiva de callo ir vitro como unia attemativa gera evaluar resistencia a sa!inidad! secuia en frijol Meria Luisa Cardenas Avila

tratamientas 2 y 3 respectivamente. Lo cual coincide con Moreno Liman,(1998)

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

pinto americano; pero se reporta un aumento a nivel de hoja y tallo al estres

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

genera! registra un aumento al someterse a diche tratamiento.

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

FUENTE DE VARIACION | SUMA DE CJADRADOS | GRADOS DE UBERTAD | CUADRADO MEDIO | F CALCULADA | PROBABILDAD
VARIEDAD 3 2087 3 2.76E7 1065 " P<0MN
TRATAMIENTO 33568 2 16758 G649 P<ogt

WValgres a'tarnente significaivas (P <001, * Valores significatives (F < 1.03] NS = Valur ny siynificativo (P>0.G5)

TABLA 26. Comparacidn multiple de medias mediante la prueba de Tukey para potasio en callo
in vitro de frijol estresados a sequia Vanedades:1) pinta americano, 2) pastila, 3] flor de mayo y 4) flor de junio. Tratamientas
1) lestigs, 2) PEG 10%y 3) PEG15%.

NIVEL FROMECIQ + ERROR LUMITE OE CONFIANZA
L ESTANDAR PARA LA MEDIA
1 1322256 + 290534 b* 1912672 1431965
2 15623.89 + 235707 a 1452693 1672086
VARIEQAD 3 12778.94 £ 354261h 11681974 1387590
4 1633279 £ 392750 9 1523581 1742974
Tatal 14483.57 + 1726.43
1 2813073 £ 813,06 @ 2718973 2908973
; 2 738363 191858 b 6433.53 €333.53
RATAMIENTC 1 7945.46 £ 675.85 b 9046 B
{ Tatat 14483.57 + 35/ 50

TLetsas diterantas en solumnas indican dife-endias significativas (P < 0.05). ™ etras iguales indican diferendias no significativas (P »0.05)
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Fig. 30 Contenido de potasio en callo in vitro de F'gﬁ' 3|' cmmif"d“p, & p“'aml"” ‘.3':’ 2 g"dd"h "”"’I

hoja cofiledonaria de 4 var. de Phaseolus .
vulgaris L. bajo esirés de sequia con PEG. ratamientos de sequia con PEG.

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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