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variedades pinto americano y flor de junio en hoja, mientras que en tallo

disminuyen.

TABLA 27, Andlisis de varianza para calcio en calle in vitro de frijol estresados a sequla.

FUENTE DE VARIACION | SUMA DE CUADRADOS | GRADOS DE LIBERTAD | CUADRADO MEDIO | F CALCULADA | PROBABILIDAD
VARIEDAD 541606.15 3 180535.38 165 NS P=0.19
TRATAMIENTO 418945.15 2 209473.07 192 NS P=016
" Valores altamente signiicativos (p < 0.01) * Valores significativos (p < 0.05) NS = Valor no signiicativo (p>D.05)

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

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

NIVEL PROMEDIO + ERROR LIMITE DE CONFIANZA
ESTANDAR PARA LA MEDIA
11445156074 a* 122043 1660 67
2 1115147777 b 88579 133624
VARIEDAD 3 1250.83 + 3741 ab 1026.11 147555
4 119597 + 20015 ab 971.25 1420.59
Total 1250.87 + 56.56
2 114152 1530.75
13%. .
TRATAMIENTO e 1123.17 151240
3 109867 £ 126,152 s 1294

Total 1250.87 + 56.62

“Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (P < 0.05) “Letras iguales indican diferencias no significativas (P »0.05)
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Fig. 32 Contenido de calcio en callo in vitro de hoja
cotiledonaria de 4 var. de Phaseolus vuigaris L. bajo estrés
de sequia con PEG.
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Fig. 33 Contenido de calcio en callo in vitro de hoja

'm0
‘15

cotledonaria de Phaseolus vulgaris L en los diferentes
tratamientos de sequia con PEG
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MANGANESO (Mn).- El analisis de varianza pone en evidencia que tanto entre
las variedades como entre los tratamientos existen diferencias significativas con
una probabilidad inferior al 5 % como lo indica la (Tabla 29). La comparacion
multiple de medias (Tabla 30 ) revela que la variedad pinto americano con
118.71 ppm difiere de las variedades fiar de mayo y flor de junio 84.03 y 91.48
ppm. de Mn respectivamente 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 carresponde a las variedades pastilla y
pinto americano. En lo que respecta a los tratamientos se presentd la formacion
de 2 grupas. Las tratamientos PEG 15 y 10 % se encuentran en un grupo y el
tratamiento testigo en otro; observando que al estresar los calios con los
fratamientos PEG 15y 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 29. Analisis de varianza para manganeso en callo in vifro de frijal estresados a

sequia.
FUENTE DE VARIAGION | SUMA OE GUADRADUS | GRADUS DE UIZERTAD | CUADRACU MECIO | F CALCULADA | PROBABILIDAD
VAR ECAD 6100.76 3 201158 362° F=002
TRATAMENTO 130027 93 2 £5013.95 1577 P<001

** Valores atamente sgrificativos (P <001} * Valores senificativas {p < 0.05) NS = Yalar ng significativa (P » G.G5].
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TABLA 30. Comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey para manganeso en
callo in vitro de frijol estresados a sequia Varedades 1) pinto americano, 2) pastila, 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 MEDIA
1 118.71£23.77 a* 10257 13485
2 101.96+ 1868 ab 8582 118.09
VARIEDAD 38403 £+1345 b 67.89 100.16
49148 +3072 b 75.35 10762
Total 99.04 +11.29
. 169.93 19788
TRATAMENTO ; égaé? 2048 a 4670 7485
67 £195 b 3858 86,53
352554895 b : .
Total 99.04 +4.39

“Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (p < 0.05).**Letras iguales indican diferencias no significativas (p >0.05)
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Fig. 35 Contenido de manganeso in viiro de hoja
cotiledonaria de Phaseolus wulgaris L en los diferentes
tratamientos de sequla con PEG.

Fig. 34 Contenido de manganeso en callo in
vitro de hoja cofiledonaria de 4 var. de
Phaseolus vulgaris L. bajo estrés de sequia
con PEG.
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MOLIBDENO (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 formacion 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 lo 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% vy 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. Andlisis de varianza para molibdeno en callo in vitro de frijol estresados a sequia.

FUENTE DE VARIACION | SUMA DE CUADRADOS | GRADCS DE LIBERTAD | CUADRADO MEDIO [ F CALCULADA [ PROBABILIDAD
VARIEDAD 1680.43 3 560.14 1763 = P<0.01
TRATAMIENTO 298.74 2 145,87 a7 P=001

**Valores attamente significativos (P < 0.01) * Valores significativos (P < 0.05) NS = Valor na significativo (P = £.05).
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TABLA 32. Comparacién multiple de medias mediante la prueba de Tukey para molibdeno en

callo in vitro de frijol estresados a sequia Variedades:1) pinto americano, 2) pastilla, 3) fior 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 MEDIA
1 255+043 b 128 639
2 1850 +4.15 a 14.56 2234
VARIEDAD 3 301018 b 082 6.85
4 262+£032 b -2 6.46
Total 667 +1.04
A 046 618
TRATAMIENTO 128620020 299 10564
2 132220 & 551 1316
39841376 a ' -
Total 6.67 + 148 _ fas = 4
*Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (P < 0,05).*"Letras iguales indican diferencias no signfficativas (P >0.05)

MOLIBDENO
16
Y
p 12 -
m 10 |mTESTIC
m10
ais

omn b @

Fig. 37 Contenido de molibdeno en callo in vifro
de hoja cotiledonaria de Phaseolus vuigaris L en
los diferentes tratamientos de sequia con PEG.
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Fig. 36 Contenido de molibdeno en callo in vitro de hoja
cofiledonaria de 4 var. de Phaseolus wuigaris L. bajo
estrés de sequia con PEG.
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FIERRO (Fe}.- Para el fierro existen diferencias altamente significalivas
{P<0.01) entre las variedades asi come 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 1a variedad pinto americano en otro, lo que nos indica que la variedad
pinto americano, donde se presenta la menor cantidad de Fe (274.05 ppm)
difiere estadisticamente con el resto de [as variedades; y que es en la variedad
flor de mayo donde se presenta la mayor cantidad de este (160.59 ppm). En los
tratamientos se tienen también dos grupos; en el primerg estan los tratamientos
PEG 16 ¥y 10 % que difieren del segundo grupo formado por e tratamiento
testigo. Se observa al respecto que en los tratamientos de estrés 3 y 2 se
reduce la cantidad de Fe con 136.68 y 142.50 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 estresados a sequia

FJENTE CE VARIACION | SiMa DE CUADRADOS | GRADQSCE CUADRADG MEDIO | F CALCULAGA | PROBABILIDAD
LIGERTAD
VAR EDAD £5841.53 3 21347 19 568 P<Q.0f%
TRATAMIENTQ 303007.37 2 151503.68 Kk i P00t

* Valores akamente synificativas (P < 0.01) * Valores sigrificativos (P < 0.05) NS = Valar ne signficatve { > 0.05).
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TABLA 34. Comparacién multiple de medias mediante |a prueba de Tukey para fierro 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) tesfigo, 2) PEG 10%y 3) PEG 15%.

NIVEL PROMEDIO + ERROR LIMITE DE CONFIANZA
ESTANDAR PARALA MEDIA
1 274055164 a* 23174 316,36
2 20195+2027 b 159,64 24426
VARIEDAD 3 18059+ 17.36 b 118.27 202,90
4 1811844936 b 138.87 22349
Total 204.44 + 19.06
1334.14 £ 2854 2* fg;—g ;’;gqg
TRATAMIENTO sttty 10003 17332
313668+2311b . :
Total 204.44 + 12.36

“Letras diferentas en columnas indican diferencias significativas (P < 0.05)."Latras iguales indican diferencias no significativas (P>0.05)

==

350
200 -.-'
250
200

150
100
50
0

FIERRO

Fig. 38 Contenido de fiero en callo in vitro de hoja
cotiledonaria de 4 var. de Phasacius vulgaris L. bajo
estrés de sequia con PEG.
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Fig. 39 Contenido de fierro en callo in vitro de
hoja catiledonaria de Phaseolus vuigeris L en los
diferentes tratamientos de sequia con PEG.
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COBRE (Cu).- Ei analisis de varianza efectuada sobre el contenido de cobre
demostrd 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 la formacion 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 e otro
grupa, por 10 que se tiene que la variedad pastilla es la gue difiere
estadisticamente de las variedades pinto americana y flor de junio, pero no de
la flor de mayo ya que esta variedad comparte ambas grupos. (Tabla 36). En
los tratamientos se forman dos grupos y e€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 tratamientos PEG 10 y 15% ; y es en este tratamiento testigo daonde se

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

TABLA 38. Andlisis de varianza para cobre en callo in vitro de frijol estresados a sequia

FJENTE DE VARIACICN | SUMA OE CUADRADQS | GRADQOS DF LIBERTAD | CUADRADQ MEDIQ | F CALCULADA | PROBABILIDAD

YARIEDAD 1249 3 413 97 #=004
TRATAMIENTO 35 2 15.97 g P<U

* Valores allamente synficatives (P < 0.01)  Valores significatves {p < 0.05) NS = Valar no significative (P > 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) fior de junio. Tratamientos
1) testigo, 2) PEG 10 % y 3) PEG 15%.

NIVEL PROMEDIO + ERROR UMITE DE CONFIANA |
ESTANDAR PARA LA MEDIA
1405 £048 a 325 485
2282 +043 b 20 362
VARIEDAD 3377 +024 ab 2.87 4.48
4439072 a 3.59 5.20
Towal 3.73 + 0.25
* 4.32 5.7
TRATAMIENTO et 214 354
; 265 4.04
3334037 b
Total 3.73 £ 0.21

oo

“Letras diferentes en columnas MdMWWM&LWWMWmW{PNM}

COBRE

COBRE

Fig. 40 Contenido de cobre en callo in vitro de hoja

: : y . 41 Contenido de cobra encallo in vilro de
cotiledonaria de 4 var. de Phaseolus vulgaris L. bajo Fhm Phaseolis vulgaris
estres de sequia con PEG. gqﬂrhmmum:ﬁdommﬁému
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ZINC (Zn).- El valor de zinc de acuerdo con el analisis de varianza presentd
diferencias  altamente significativas (p<0.01) entre los tratamientos, 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 la formacion de tres grupos, en los que
en cada uno de ellos se encuentra solo un tratamiento, per la que se muestra
que los tres tratamientos difieren estadisticamente entre si. Se puede observar
que la cantidad de Zn se reduce en los callos in vitro al ser sometidas 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) er el tratamiento

testiga.
TABLA 37. Analisis de varianza para zin¢ en callg in vitro de frijol éstresados a sequia
ELEMENTO) FUENTE OE SUMA OE GUADRADDS | GRAGUSDE | CUADRADC MEDIO ) F CALCULADA | FROBABILIDAD
VARIACION LIBERTAD _
VARIEJAD 393,37 K 133.12 TEINS P=0.39
2INC TRATAMIENTO 3217592 2 16087.96 125.04 P <0.01

** Valores akanente siynificativos |P< ¢ 01 ~ valores sigrificalives (P < £.05) NS = Va'gr no significativa |P > Q.05).

TABLA 38. Comparacidn multiple de medias mediante ig prueba 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) flor de junio.
Tratamientos 1) testigo, 2) PEG 10% y 3) PEG 15 %.

3 2656 +265 &
Tota. 4219 £ 149

& NIVEL PROWEDIQ + ERROR UM.TE OF CONFIANZA
ESTANDAR PARALA MEDIA
’ 1 401241224 g® 3240 3754
2 4111£999 ¢ 33.38 HE3
YARIEDAD J 3963+740 3 nan 4736
f 4 4783 +14653 4016 95.60
Total 47,19 +5.59
. 7734 90
l TRATAMIENTO : ?ﬂgﬁ o : 930 2268
j e 1965 1.2

*Letras Ciferentgs en oolumnas ind@ﬁ diterencias significativas (F< 0.05). “Lelras iguales indican dilerenias no significativas [P »0.05)
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Fig. 42 Contenido de zinc en callo in vitro de
hoja cotiledonaria de 4 var. de Phaseolus vuigaris
L. bajo estrés de sequia con PEG.
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Fig. 43 Contenido de zinc en callo in vitro de hoja
cofiledonaria de Phaseolus wulgaris L en los
diferentes tratamientos de sequia con 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 el analisis de varianza para el contenida 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
grupos distintos. En cambio para los tratamientos solo se observa la formacion de
dos grupos; donde en un grupo se encuentran los tratamientos testigo y PEG

18 %, y en otro grupa el tratamiento PEG 10%, lo que nos indica que es €l
tratamientc PEG 10% el que difiere de los tratamientos testigo y PEG 15%,
teniendo @ mayor cancentracién de prolina libre { 0.124 ppm) se obiuvo 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 resultados
coinciden con g reportado par Sivaramakrishnan, ef al., (1988) a nivel de planta
que: el incrementa de prolina esta relacionade con un decremento en el potencial
hidrico de la hoja y con atras medidas hidricas, coma el contenido relativo de

agua.

TABLA 39. ANALISIE DE VARIANZA PARA PROLINA LIERE EN CALLO IN VITRO DE
FRIJOL ESTRESADOS A SEQUIA.

ELEMENTC FUENTE Ot SUMA DE GRADOS CE | GUADRADQ MECIQ | F CALGULADA | PROZABILIDAD
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD
VARIEDAD §.108 3 €036 5647 P<001
PROLUINA TRATAMIENTO 0.025 2 002 LR Y P <001

** Valgres altamentg sgnificatives (P < 0.01) * Valores siynificatives [P <0 05) NS = Valor ng significative (P > (.08}
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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} pastilia, 3) flor de mayo y 4) flor de junio. Tratamientos 1) testigo, 2) 10% PEG Y 3) 15% PEG.

ELEMENTO NIVEL PROMEDIO + ERROR ESTANDAR LIMITE DE CONFIANZA PARA LA MEDIA
10.171+0010 a* 0.156 0.187
20124 +0018 b 0.108 0.140
VARIEDAD 3 0.024 +0.003 d 0.08 0.038
4 0077 +0.010 ¢ 061 0.093
ok Total 0,098 +0.006
: 0.098 0126
TRATAMENTO |1 O12x00218 0.048 0.075
2 0.062 £ 0.012b i il
3 0.124 +0.018a 4 X
Total 0.099 +0.010
“Letras diferentss en columnas indican dierendias signifcativas (P < 0.05)
Prolina Prolina
0.15
p 01 |ITESTIGO
P |10 |
m 0.05 ais ]

pralina
ho;amhledmanade-lvarde%mm
L. bajo estrés de sequia con PEG.
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0 Fig. 45 Contenido de prolina en callo in vitro de
hoja cotiledonaria de Phaseolus vulgaris L en los
diferentes tratamientos 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 estrés de salinidad, 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), polipeptidos de 25 y 28 kDa en la
variedad pastilia en los tratamientos de 0.15 y 0.1M de NaCl respectivamente, y un
polipéptido de 28 kDa en la vanedad 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 la tolerancia a la salinidad en diferentes cultivos
agricolas y cultivo in vitro (Hurkman y Tanaka, 1987, Singh ef af., 1985, Ramagopal,
1986, Singh et al., 1987, Ben-Hayyim ef af., 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); a! igual que en esta
investigacion, estos estudios son realizados en cultivo de tejidos por la facilidad de
controlar las variagbles, ademas de poder preservar una linea de células resistentes a
la salinidad. Ademas; Rani (1988), encontro 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 vitro 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
6) pastilla NaCl 0.15M 7) flor de mayo testigo 8) flor de mayo NaCl 0.1 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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ELECTROFORESIS 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 viro de frijol en
los tres buffer de extraccion utilizados , nos muestra la presencia de un polipéptido
30 kDa en la variedad pastilla en los tratamientos de 10 y 15 % de PEG y de 30
kDa en ambos tratamientos en la variedad flor de junio ( Fig 47 ). Estos
resultados coinciden con Singh ef 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 novo, incluyendg |a predominancia de una proteina de 26
kD, llamada osmotina. Es interesante decir que la sintesis de la osmotina no es
inducida por el chogque osmdtico porque comienza solo cuando las cé€lulas san
adaptadas a NaCl o PEG (Singh et al, 1985). Se estima que el papel de la
osmotina sea inducir en la célula el ajuste osmdtico al faciiitar la acumulacion de

solutos o al permitir alguna alteracidn 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) flor de junio testigo 11) flor de junio PEG 10% y 12) flor de junio PEG 15%.

—
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En general es la variedad pinto americang la que presenta una mayar
acumulacién de macro y micronutrimentos, el mas alto contenido de prolina
libre, asi coma la presencia de un polipéptido de respuesta de 33 kDa; en los
callos in vilro estresados a salinidad. En el estrés de sequia, presenta el
mismo comportamiento en cuantg a la acumulacion de nutrimentos excepto
para el molibdeno que bajo este estrés se observa una disminucion muy
marcada con respecto al otro eslrés y no se presenta ningdn polipeptido con

respecto a su testigo.

La variedad pastilia muestra una mayor acumulacion de los nutrimentos en
los callas frr 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 estrées 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
ambos factores de estrés y |a 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 [a variedad flar de mayo, Observamos ademas la

8l
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presencia de un polipéptido de 30 kDa sdlo en los callos in vifro 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 tamanos 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 descrdenado 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 heterocgéneos en su composicion celular; que la
diversidad celular presente en el callo depende de muchos factores como son el
origen del tejido, la edad de los cultivos y la composicion de los medios.

Las células en general contienen una gran vacuola central que ocupa casi
la totalidad de Ja célula y muy escaso citoplasma, disponiéndose como una fina
capa adosada a la 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 depositos de
material proteico rellenando el citoplasma y extendiendose en algunos casos

como acdmulos granulares hacia las partes mas internas de la célula o
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espacias vacuolares. Sin embargo, {a mayor parte de las célutas, cantienen solo
una delgada pelicula citoplasmatica. En estos cortes se observan
predominantemente paredes celulares, las cuales son delgadas y miden
0.18um en promediog, esto coincide con o0 reportado por Olmos y Hellin (1996)
quienes reportan que al observar a nivel ultraestructura las caracteristicas de
las células susceptibles a salinidad, encontraron 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 celulas con altos niveles de almidan y lipidos, cloroplastos y mitocondrias

abundantes y un sistema de membranas bien desarrollado.

I
o
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Viil. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos y conforme a las condiciones
experimentales en las que se llevd a cabo la presente investigacion, se efectlan

las siguientes conclusiones:

La técnica de desinfestacion que consistié en alcohol etilico al 70% € hipoclorito
de sodio comercial (NaCIO) al 15 % (v/v) durante 10 minutos fue apropiada para
lograr el establecimiento aséptico del cultive in vitro de las variedades de frijol

{(Phasevlus vulgars L.) pinto americano, pasiilla, flor de mayo y fior de junio.

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

induccion del callo 7 vitro en las variedades estudiadas.

En general son las variedades pinto americanqg y pastilla |as que presentan
una mayor acumulacion de macro y micrgnutrimentos, la mayor acumulacion de
prolina libre, asi como la presencia de un polipéptido de respuesia de 33 kD3,
en pinto americana para el estrés salinidad y de 20 y 30 kDa en [a var. pastilla
para salinidad y sequia respectivamente en los callos in vitro, por 10 que
podemaos 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 vitro como una herramienta importante para evaluar y seleccionar
variedades resistentes a diferentes factores de estrés, con la ventaja de que
pocdemos conservar completas las plantas donadoras de explantes ademas de
mantener al cultivo de callo in vifro mediante subcultivos y conservar las lineas

celulares.
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IDIOMAS. DURACION 40 HORAS, TEQRICU PRACTICO. CALIFICACION 92,

2000 - "INGLES VII" - ESCUELA SUPERIOR DE NUEVO LEON "PROFR. MOISES SAENZ GARZA" CENTRO DE
IOIOMAS DURACION 40 HORAS. TEORICO PRACTICO. CALIFICACION 36

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



COMPUTACION

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

1990 - "PROFESIONAL WRITE" - UANL COMISION ACADEMICA DEL H. CONSEJQ UNIVERSITARIO. 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 NOVY. BURACION 15 HORAS.

1998 - "WINDOWS 95" - UANL-BIBLIOTECA MAGNA UNIYERSITARIA "RAUL RANGEL FRIAS". DEL 16 AL
20 DE MARZO.

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

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

1999 - "EXCEL 7.0" - UANL-BIBLIOTECA UNIVERSITARIA RAUL RANGEL FARIAS, DEL 1 AL 5 DE MARZO.

PONENCIA EN CONGRESOS

1988 - 1V CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA.

CESTUDIOS PRELIMINARES PARA LA INDUCCION DE BROTE "IN VITRO" DE PITAYA
HYLOCEREUS UNDATUS (HAWORTH) BRITTON ¥ ROSE” SOCIEDAD QUIMICA DE MEXICQ,
SECCION NUEVO LEON. UANL. FCB. FCQ. 21 Y 22 DE MAYQ.

1994 - 1994 CONGRESS ON CELL AND TISSUE CULTURE.

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

1997 - 1| CONGHESO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGROPECUARIA Y FORESTAL.

"CULTIVO IN VITRO DE BROTES DE TRES YARIEDADES DE "AIQ" {ALLIUM SATIVUM L.
ASOCIACION NACIONAL DE BIOTECNOLOG A AGROPECUARIA Y FORESTAL, A. C. DEL 20 AL
24 DE NOVIEMBRE.

1997 - | CONGRESQ NACIONAL SOBRE AFROVECHAMIENTO ¥ MANEIQ INTEGRAL DE RECURSQS DE
ZONAS ARIDAS. “GERMINACION ¥ CRECIMIENTO DE HYLOCEREUS UNDATUS (HAWORTH)
BRITTON Y ROSS, BAJO TRATAMIENTQ DE ESTRES HIDRICU” SOCIEDAD MEXICANA PARA EL
APROVECHAMIENTO INTEGRAL DE LOS RECURSOS DE ZONAS ARIDAS A C. 22 DE SEPTIEMURE.

1998 - 1V CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA.

“LA CANDELILLA (EUPHORBIA ANTISYPHILITICA ZUCC) SU PROPAGACION [N VITRO™
SQCIEDAD QUIMICA DE MEXICO, SECCION NUEVO LEON. FCB Y FCQ. 21 ¥ 22 DE MAYO.

1998 - IV CONGRESO NACIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA.

“ESTUDIOS PRELIMINARES PARA LA INDUCCION DE BROTE "IN VITRQ" DE PITAYA
HYLOCEREUS UNDATUS (HAWORTH) BRITTON Y KOSE” SOCIEDAD QUIMICA DE MEXICO,
SECCION NUEVO LEON, 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 4, CANCUN. MEXICQ, DEL 31 DE AGQSTO AL 4 DE SEPTIEMBRE.

1998 - XV11 CONGRESO DE FITOGENETICA.

SINDUCCION DE CALLQ IN VITRG DE FRIJOL COMUN "PHASEULUS VULGARIS L. VAR, PINTO
AMERICAND” SOCIEDAD MEXICANA DE FITOGENETICA, A. C. UNIVERSIDAD AUTONOMA
DF. GUFRRERQ. DEL. S AL 9 DE OCTUBRE.

1998 - XV CONGRESO DE FITOGENETICA.

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

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

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

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



“CULTIVQ IN VITRO DE PITHAYA DE MAYO" ASOUIACION NACIONAL DE TECNOLOGOS EN
ALIMENTOS DE MEXICO A. C. DELEGACION NUEVU LEUN. 23 Y 24 DE SEPIIEMBRE.

1999 - 1 CONGRESO REGIONAL ESTUDIANTIL DE CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS.
“MICROPROPAGACION DE CACTACEAS COMESTIBLES” ASOCIACION NACIONAL DE
TECNOLOGOS EN ALIMENTOS DE MEXICO A. C. DELEGACION NUEVQ LEON. 23 ¥ 24 DE SEP.

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

“PEPTIDO DE 48 KDALTON COMOQ RESPUESTA DE ESTRES NUTRIMENTAL EN FRLUQL”
ASQCIACION NACIONAL DE TECNOLOGOS EN ALIMENTOS DE MEXICO A. C. BELEGACION
NUEVQO LLEON. 23 Y 24 DL SEPIEMBRE.

1999 - 1| CONGRESO REGIONAL ESTUDIANTIL DE CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS.

“II\'DUCCION DE CALLO IN VITRO DE FRIJOL (PH ASEOLUS VULGARIS L. VAR PINTO
AMERICANOY' ASOCIACION NACIONAL DE TECNOLOGOS EN ALIMENTOS DE MEXICO A. C.
DELEGACION NUEVO LEON. 23 Y 24 DE SEPIEMBRE.

1999 - 1 CONGRESQ REGIONAL ESTUDIANT L. DE CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS.

“PERFIL DE MINERALES EN CALLQ IN VITRO DE FRIJOL (PHASEOLUS YULGARIS L. VAR PINTQ
AMERICANO)” ASOCIACION NACIONAL DE TECNOLOGOS EN ALIMENTOS DE MEXICQ A. C.

DELEGACION NUEVQ LEON. 23 Y 24 DE SEPIEMBRE.

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

“PERFIL DE MINERALES EN CULTIVARES DE FRIOL (PHASEOLUS VULGARIS L.J" ASOCIACION
NACIONAL DE TECNOI,(JGUS EN ALIMENTCOS DE MEXICO A DELEGACION NUEVOLEON. 23 Y
24 DE SEPIEMBRE.

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

“ARTICULOS DE DIVULGACION CIENTIFICA™ UANL. PREPARATORIA No. 1115 UNIDAD
MADER(, DICIEMBRE

2000 - V CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA.

“LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO COMO MODULADORES [OC LA MORFOGENESIS
VEGETAL IN VITRO” SOCIEDAD QUIMICA DE MEXICO, SECCION NUEVO LEON, FCQ Y FCB. 11
Y 12 DC MAYQ

2000 -V CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA.

“ACUMULACION DE PROLINA COMO RESPUESTA AL ESTRES NUTRIMENTAL EN FHASEQLUS
VULGARIS .7 SOQCIEDAD QUiM!{?A UE MEXICO, SECCION NUEVO LEON, FCQ Y FCB. 11 ¥ 12 DE
MAYO.

2000 - V CONGRESO NACIONAL DE CIENCIAS AMBIENTALES
| FORO NACIONAL DE EMPRESARIOS AMBIENTALISTAS.
“ESTRATEGIA DE EDUCACION AMBIENTAL APLICADA EN EL PROGRAMA. DE BIOLOGIA DEL
NIVEL MEDNO SUPERIOR” UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GLERRERO, ACADEMIA DE CIENCIAS
AMBIENTALISTAS. DEL 7 AL 9 DE JUNIQL
2000 - XXXV CONGRESO MEXICANO DE QUIMICA. _
“LA INFLUNCIA DE LOS REGULARES DEL CRECIMIENTO SOBRE LA MORFOGENESIS "IN VITRO" DE
LA PITAHAYA OREJIONA™ SOCIEDAD QUIMICA DE MEXICO A. C. DEL 24 AL 28 DE SEPTIEMBRE.

PONENCIA EN SIMPOSIOS

1998 « 11l SIMPOSIO DE CIENCIA Y TECNGQLOGIA. SEP. CONACY'l. ANICY'T. DELEGACION NOR):STE.
“PRELIMINARES SOBRE INDUCCION DE CALLQO IN VITRO EN DOS TIFOS DE EXPILANTES DE
FRIJOL (PH ASEQLUS YULGARIS L. VAR, PINTO AMERICANOY CONSEIQ NACIONAL DE
CIENCIA Y TECNOLOQGIA. ANICYT. SEP-CONACYT. UANL. 28 Y 29 DE MAYQ.
1999 - [V SIMPOSIO DE CTENCIA Y TECNCLOGIA, SEP. CONACYT. ANICYT.
“INDUCCION DE CALLO I VITRO DE FRIJOL "PHASEOLLS VULGARIS L. VAR, PINTO
AMERICANQ" Y SU PERFIL. DE MINERALES” CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA.
ANICYT DELLGACION NORESTE 24 Y 25 DEMAYQ
1999 - [V SIMPOSIQ DE CIENCIA ¥ TECNOLOGIA. SEP. CONACYT. ANICYT.
*SELECCION DE PLANTAS FOTENCIALMENTE UTILES EN FITORREMEDIACION DC SUELOS



CONTAMINADOS CON METALES PESADOS” CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLQGIA.
ANICYT DELEGACION NORESTE. 24 Y 25 DE MAYO

1999 - [V SIMPOSIO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA. SEP. CONACYT. ANICYT.
“PERFIL DE PROTEINAS DE 4 CULTIVARES DE FRITOL (PHASEQLUS VULGARIS L } SOMETIDOS
A BAIOS NIVELES DE MUTRIMENTOS” CONSEIQ NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA.
ANICYT DELEGACION NORESTE. 24 Y 25 DE MAYO
1999 - TV SIMPOSIO DE CIENCIA Y TECNQLOGIA. SEP. CONACY T, ANICYT.
“PRELIMINARES SOBRE EL CULTIVO "IN VITRQ" DE STENOCEREUS GRISEUS (HAWORTH)”

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

2001- 6° SIMPOSIODEL CONSEJC NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLQGIA. '
* DETERMINACION DE PROLINA LIBRE COMO RESPUESTA AL ESTRES SALINO EN CALLOS DE
FROJAL™.
2001.- 6° SIMPOSIODEL CONSEJQ NACIONAL DE CIENCLA Y TECNO[_‘OGiA.
“ACUMULACION DE MINERALES COMO RESPUESTA AL ESTRES SALINO EN CALLOS DE FRIJOL”

PONENC]A EN SEMINARIOS

1997 - 111 FORO DE SLMINARIOS DE POSTGRADO OTONO 1997
"RESPUESTA A LOS FACTORES DE ESTRES SALINIDAD Y SEQUIA EN LINEAS RESISTENTES Y
SUSCEPTIBLES DE PHASEOLUS VULGARIS L. ANIVEL DE CALLO IN VITRO" FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADQ. 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 RESISTENTES Y
SUSCEPTIBLES DE PHASEOLUS VULGARIS L. A NIVEL DE CALLQO IN VITRO” FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADOQ. DEL 25 AL 27 DE NOVIEMBRE.
1998 - V FORO DE SEMINARIOS DE FOSTGRADC OTONQ 1998,
“RESPUESTA A LOS FACTORES DE ESTRES SALINIDAD Y SEQUIA EN LINEAS RESISTENTES ¥
SUSCEFITIBLES DE PHASLEOLUS VULGARIS L. A NIVEL DE CALLO IN VITRO” FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. SUBDIRECCION DE POSTGRADU. DEL 16 AL 18 DE NOVIEMBRE.
{999 - V{ FOQRO DE SEMINARIOS DE POSTGRADO PRIMAVERA 1999,
“RESPLESTA A LOS FACTORES DE ESTRES SALINIDAD Y SEQUIA EN LINEAS RESISTENTES Y
SUSCEPTIBLES DE PHASEOLUS YULGARIS L. ANIVEL DE CALLO IN VITRO" FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. SUBDIRECCION DE POSTGRADO. DEL 26 AL 28 DE MAYO.
1999 - Vil FORO DE SEMINARIOS O POSTGRADO OVONQ 1999
“RESPUESTA A LOS FACTORES DE ESTRES SALINIDAD Y SEQUIA EN LINEAS RESISTENTES Y
SUSCEPTIBLES DE PHASEOLUS VULGARIS L. A NIVEL DE CALLO IN VITRO" FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. SUBDIRECCION DE POSTGRADOQ, DEL 22 AL 24 DE NOVIEMBRE.
2000 - VI FORO DE SEMINARIOS DE POSTGRADO PRIMAVERA 2000,
“RESPUESTA A L.OS FACTORES DE ESTRES SALINIDAD ¥ SEQUIA EN LINEAS RESISTENTES ¥
SUSCEFLIHLES DE PHASEQLUS VULGARIS L. A NIVEL DE CALLO IN VITRO FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS SUBDIRECCION DE POSTGRADQ. DEL 29 AL 31 DE MAYQ.

ASISTENCIA A CONGRESQS

(995 - 1l CONGRESO NACLIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGROPECUARIA Y FORESTAL. ASOCIACION
NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGROPECUARIA Y FORESTAL, A. C. AGS, AGS, MEXICO.

1998 - IV CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA. SOCIEDAD QUIMICA DE MEXICO,
SECCION NUEVQO LEON.

1999 - | CONGRESQ REGIONAL ESTUDIANTIL DE CIENCLAS DE LOS ALIMENTOS. ASOCIACION
NACIONAL DE TECNQLOGQOS DE ALIMENTQS DE MEXICG, A. C. DELEGACION NUEVQ LEON.

200G - vV CONGRESO REGIONAL DE ESTUDIANTES DE QUIMICA, SOCIEDAD QUIMICA DE MEXICO.



SECCION WUEVOQ LEON, FCQ Y FCB.

ASISTENCIA A SIMPOSIOS

1995 - il SIMPOSIO AMERICANO DE LA ANABAF. 1i CONGRESO NACIONAL DE BIOTENCLOGIA
AGROPECUARIA Y FORESTAL. AGS, AGS MEXICO. DEL 20 AL 24 DE NOV,

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

1997 - [1 SIMPOSIO 1D CIENCIA Y TECNOLOGIA. CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOQLOGIA. DEL
29 AL 30 DE MAYQ.

1998 - 11T SIMPOSIO DE CIENCIA ¥ TECNOLOGIA, CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA, DEL
28 AL 29 DE MAYQ.

1999 - SIMPOSIUM INTERNACIONAL DE BIOTECNQLOGIA Y BIOETICA. UANL. SOCIEDAD DE
EXBLCARIOS MEXICANQOS DEL DAAD. DEL 24 Al. 26 DE MARYO DURACION 20 HRS.

1999 - IV SIMPUSIO DE CIENCIA ¥ ' TECNOLOGIA. CONSEIO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNQLOGIA. DEL
24 AL 25 DE MAYO.

2000 - ¥ SIMPOSIO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA. CONSEJQ NACIONAL DE CIENCIA ¥ TECNOLOGIA. DEL
(7AL 18 DE MAYQ,

2000 - SIMPOSIUM INTERNACIONAL. LA BIOTECNOLOGIA Y EL ESTRES DE LAS PLANTAS. SAGAR,
INFAP. MIAC UANL.

ASISTENCIA A SEMINARIOS

1998 - 1V FORQ DE SEMINARIOS DE POSTGRADO. FCB DIVISION DE ESTUDRILOS DE POSTGRADQ. DEL 25
AL 27 DE MAYO,

2000 - VIIE FORO DE SEMINARIOS DE POSTGRADQ. UANL FCB SUBDIRECCICN DE POQSTGRADO. DEL 29
Al 31 DE MAYQ.

ASISTENCIA A CONFERENCIAS

1997 . CICLU DE CONFERENCIAS SGBRE EL ORIGEN DE LA VIDA, IMPARTIDO POR DR. LYNN MARGULIS,
DR, ANTONICO LAZCANO ARAUIO, DR MARK MCMENAMIN. UANL. FCB. 2 DE JUNIO,

1999 - CONFERENCIAS: “"CONSERVACION ¥ CIENCIAS BIOLOGICAS", "CARACTER!ISTICAS DE LA
PUNGENCIA DEL CHILE", "CAMPYLOBACTER: UN RETO A VENCER EN MICROBIOLOGIA". UANL,
FCB 29 DE 3EP.

2001.- CICLO DE CONFERENCIAS “ PALEONTOLOGIA APLICADA A LA INDUSTRIA PETROLERA, SU
APORTACION EN LA UXPLOTACION DE LA CUENCA DE BURGOS" UANL F.CB. 16 DE

FEBRERO/Z001.

2001. - CICLO DE CONFERENCIAS "EL ESTUDIO DE LOS HONGOS EN MEXICC. TRADICIONES,
DESARROL LO Y APLICACIONES EN LA INDUSTRIA QUIMICO FARMACEUTICA, DE ALIMENTQS,
MEDICINA Y AGRICULTURA™ UANL FCB 16 DE FEBRERQ DEL 20G!.

PARTICIPACION EN EVENTOS DE INFORMACION PROFESIONAL

1996 - PARTICIPACION EN £L PROGRAMA DE ACT!VIDADES DE LA SEMANA CULTURAL. 43
ANIVERSARIQ FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS UANL. DEL 9 AL 13 DE SEPTIEMBRE.
19945 - "EL FENOMENOQ BIOLOGICO Y LA FORMACION CIENTIFICA" SEMANA NACIONAL DE CIENCIA'Y
TECNOLOGIA. UANL. FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS. DEL 23 AL 28 DE OCTUBRE
1997 - EN PREPARATORIAS V. 715, Z(. 23 Y TECNITA ALVARQ OBREGUN DE LA UANL. Y
PREPARATORIA EMILIANO ZAPATA

1998 - EN PREPARATORIAS 1,7, 13, 15,21, 253 ¥ TECNICA ALVARO OBREGON DE LA UANL. Y



PREPARATORIA EMILIANO ZAPATA.

1999 - EXPOSICION DE ACTIVIDADES ACADEMICAS. XLVII ANIVERSARIO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UANL. 29 DE SEPTIEMBRE.

OTROS EVENTOS

1995 - INIFAP. LABORATORIO DE PATOLOGIA MQLECULAR DEL CONVENIQ INIFAP-UANL.

“USO DE MARCADORES MOLECULARES EN EL MEJORAMIENT10 GENETICO DE PLANTAS.
DICTADO POR DEA. JUNE KILPATRICK SIMPSON WILLIAMSONT LABORATORIO DE PATOLOGIA
MOLECULAR DEL CONVENIO INIFAP-UANL.

1995 - SEMANA NACIONAL DE CIENCLA Y TECNOLOGIA.

“EL FENOMENOQ BIOLOGICO Y LA FORMACION CIENTIFICA” UANL. FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS. DEL 23 AL 28 DE OCTUBRE.

1996 - SEMANA NACIONAL DE CIENCIA ¥ TECNQLOGIA, CONACYT DEN.L.

“STAND MONTADQO POR LA FACULTAD DE CIENCIA BIOLOGICAS” UANL. FOUB. CONACYT 2
NUEVO | EON. DEL 21 Al. 26 DE OCTUBRE.

1998 - V SEMANA NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA 1998. CONACYT DE N.L.
STAND MONTADQO POR LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS. UANL. FCB. CONACYT DE

NUEVOQ LEON. DEL 26 DE OCTUBRE AL 1 DE NOVI(EMBRE.

1998 - V SEMANA NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA.

“TALLER DE MICROSCOPIA Y BOTANICA” SECUNDARIA NO. 31 "LIBERTAD” ALUMNODS (ler.
GRADQ} UANL. FCB. 27 DE NOVIEMBRE.

1999 - XXV ANIVERSARIO DE LA PREPARATQRIA NQ. 15 UNIDAD MADERO.

“CALLO IN VITRO DE PHASEOLUS VULGARIS L, "FRUOL" BAJO ESTRES DE SALINIDAD Y SU
PERFIL DE MINERALES"

OTRAS DISTINCIONES

1994 - “DIPLOMA A LA EDUCACION AMBIENTAL APLICADA PREMIO OXXO A LA ECOLOGIA
SOLIDARIDAD FORESTAL"” CADENA COMERCIAL OXX0O. SEDESOL. SUBSECRETARIA DE
ECOLOGIA. JUNIO 1994

1996 - “RECONQCIMIENTO DE LA ACADEMIA DE LA INVESTIGACION CIENTIFICA A. C" ACADEMIA DE
INVESTIGACION CIENTIFICA A. C. OLIMPIADAS LDE LA CIENCIA. OLIMPIADA ESTATAL DE
BIOLOGIA. NUEVQ LEON. 25 DEMAYQ DE 1996,

1997 - "CONSTANCIA DE LA UANL Y LA ACADEMIA MEXICANA DE CIENCIAS” VII OLIMPIADA ESTATAL
DE BIOLOGIA UANL. ACADEMIA MEXICANA DE CIENCIAS. 24 DE MAYO DE 1997,

(997 - “RECONOCIMIENTO DE LA ACADEMIA DE INVESTIGACION CIENTIFICA A.C.” ACADEMIA DE
INVESTIGACION CIENTIFICA A. C. OLIMPIADAS DE LA CIENCIA. OLIMPIADA ESTATAL DE
BIOLOGIA. NUEVO LEON. 24 DE MAYQ DE 1997.

1998 - “"RECONCGCIMIENTO DE SANEAMIENTO AMBIENTAL INTEGRAL PERMANENTE: PROGRAMA
YICTORIA A.C7 SANEAMIENTQ INTEGRAL PERMANENTE: PROGRAMA VICTORIA. VII JORNADA
DE SALLD AMBIENTAL EN LA COLONIA VICTORIA, JUNIO DE [998.

1998 - “CONSTANCIA DE LA UANL Y LA ACADEMIA MEXICANA DE CIENCIAS" UANL. ACADEMIA
MEXICANA DE CIENCIAS.14 DE NOVIEMBRE DE 1998,

1999 - “CONSTANCIA DE LA ACADEMIA DE CIENCIAS™ ACADEMIA MEXICANA DE CIENCIAS.
OLIMPIADAS DE LA CIENCIA OLIMPIADA ESTATAL DE BIOLOGIA, NUEVQO LEON. 12 DE
FEBRERO DE 1995

1999 - “CONSTANCIA DE LA ACADEMIA MEXICANA DE CIENCIAS” ACADEMIA MEXICANA DE CIENCIAS.
CQLIMPIADAS DE LA CIENCIA, OLIMPIADA ESTATAL DE BIOLOGIA. NUEVO LEON. 30 DE TUNIC

DE 1999,
ATENTAMENTE
MONTERREY. N. L. JUNIO DE 2001

M.C. MARIA LUISA CARDENAS AVILA



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Suhdireccion de Postgrado

ACTA DE EXAMEN PREDOCTORAL

El dia 17 de Noviembre del 2000, en una de Jas aulas de la Division de
Estudios de Postgrado de la Facultad de Ciencias Biologicas de la U.A.N.L.,
siendo las 10:00 horas, se celebré el examen predoctoral en su modalidad
oral, de la M.C. MA. LUISA CARDENAS AVILA, alumna del Programa de
Doctorado en Ciencias Biologicas con especialidad en Botanica.

Los miembros de este jurado predoctoral: DR. SALOMON MARTINEZ
LOZANO, DRA. AZUCENA ORANDAY CARDENAS, DR. ROBERTO
MERCADO HERNANDEZ, DR, HUGO A. LUNA OLVERA, DR. MARIO
MORALES VALLARTA procedieron a interrogar al alumno sobre
diferentes aspectos, de acuerdo a lo estipulado em el Reglamento de
Exiamenes Predoctorales de esta Division dando por terminado el
interrogatorio alas //'yJ ,después de deliberar en privado, se comunicé
a la alumpa Cardenas Avila, queresulto 4 P 20 52 D 4 €n su
examen predoctoral.

Siendolas /- /¢  se di¢ por terminado el acto.

“ALERE FLAMMAM VERITATIS”
NOVIEMBRE 17 DEL 2060
JURADO PREDOCTORAL

DRA. AZUCENA O AY C.

MERCADO HERNANDEZ, DR-HAIGO A. LUNA OLVERA

w(#/
DR, MARIO MORALES VALLARTA
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process ane can obtain by subculture new vigoraus calli, practically
identical with the ariginal culture.

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

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

DISCUSSION

The farmation of callus in four varieties of Phasecius vuelgaris
L. was obtained with only 2,4-D in a kinetin free medium (3). There
are reports of 2,4%D inhibition of growth in Phaseolus bean (6). In
one stucy kinetin was used in inducing cailus growth in Phaseolus
baan (12). Our resuits were consistent with others (1) with referance
to the explants being involved in a synergistic response between the
arigin of the tissue used and the composition af the medium, this was
manifested in the results reported here. Uther researchers have also
observed this phenomenagn. (2, 10, 11).
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Variability in vitro callus induction in four bean

(Phaseolus vulgaris L.) varieties
(with 1 figure!

Cardenas-Avila Maria L, Maria J Verde-Star, RK Maiti?,
Hahim Faroughbakhch!, Hilda Gamez-Guonzalez,
Salomén J Lozano-Martinez, Maria A Nubez Gonzilez,
JL, Herndndez- Pinero'.

Abstract. A comparative study in callts induction in vidre 15 - - parted utifizing
explants of hypocetyl, cotyledon, cotiledos, -+ teal and yoot [exrmised [rom seedligs
of four bean varieties) and sown on & mociliod basal hurasnige & Skoog agar
medium, plus ooe of five 2,4-D concentrations. The best results {in increasing
order] were gbtained in all varivtics ‘rom hypacatyl, coly ‘cdun and cotyledonary
leafl explants treated with 3, 10 and 5 mg/l ol 2,4-D . reapeciively.

Phaseolus bean, a basic food of high nutrizional value is very
important in Latin America. The productivity of bean and in
Phaseolustors; its resuits are reprod »ible and reliable. The qualitative
and quantitative responses of calli induction and growth invoive
synergism and other cemplex factors, such 3s compaosition of the
medium, physical conditions and their interactions (3). From the point
of view of morpliogenesis, what mutters most is the totipotentiality of
callus cells (depending on nutritivnal, hormonal and environmental
conditions) for developing buds, rosts, embryos and complete plancs (4).

Different reseurchers (5) have studied geootypic response to
kinetin requirement in the {a vitro tissue culture 0" 16 varieties of
Phaseolus bean, e¢ight of which were classified as completely
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2. Universidad de las Américes, Dplo. de Quimica y Biologla, Sonta Catartina
Martir. C.P. 72820 Puebla, Liéxico
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Source and variability in callus induction in Phaseoclus 3
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Fig. 1.~ Comparative growth of callus o'?lmn' varieties of Phesedlus vuigoris L varieties
a) pinto americano, b} pastilla, ¢) flor de mave and d) for de junio.
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phenotypic and kinetin-autonemous and five as phenotypic and
kinetin-dependent. Very littie variation in calius production from leaf
protopiasts was ohserved amang cultivars (2). Differences in callus and
root formation were observed in tissue cuitures of several varieties
of P. vulgaris i a study of virus resistance (11). Inhibition of growth
of P.onlgaris callus tissue by 2,4-0 has been reparted (5). Cultivars
varied in callas formation in in vitro cultures of shoot apical meristem
of P. coccineus (10). Multiple shoots fermation originate from shoot
apex cultures of P. vulgaris (8] callus induction and regeneration was
obteined from unripe embryo: of the same species (13).

Callus graowth and root formation was obtained with kinetin or
adenine and AMP (12). Plant regeneration was obtained fram
meristem cultures of P vidgaris (11 and frem embryo-derived calli of
P oulgaris and P acutifolius © 14).

The objective of the pressat study was to develop techniques for
callus induction fram different organs, select the hest source argan
and assess response variability to induction ameng Phaseolus
cultivars

MATEHRIALS & METHADLS

Seeds of four varieties of Phasvolus vuigaris L. Pinto Americano,
FPastilta, Flor de fayo anad FFor de panio, were disinfected tn 70%
ethanol and sodium hypochlorite (15% /) for 10 nun and Immediately
sawn uriger aseptic conditivns on stevilized 0.7% agar as substrate and
maintained under latminar flow chamber. The inccula for catls
inductivn were 1 {one) vm segments of hypecotyl, cotyledon,
cotyledonary leal and root of seven day old aseptically cultivated
seedlings, We have achieved 12 expermmental units of gach explant
iy basal M8 (19682) medium plus vitamiog, myg-lausitul, and 0
(cantrall, 1.5, 2.4, 3.0, 54 and 10 mg of ¥ 4-T), plus 0 7% agar; pH
5.7 The experiments were run at 26 + 1¥C ard 15 h photoperiod.

RESULTS

Seven days after sowing on the vavious MS media, callus growth
started vigorously. Fifteen days after callus initiation, Pastilla and
Flor de dMayo formed minute white voatlets. Callus formiation was late
in Flor de Maya, but after 30 days callus growth in quality was at
par with the other varieties. The color of the aburndant and friable
callus was white or creaml. The most vigorous calli were seen in Pinto
Americana and Pastilla, After 30 doys the colov of the calli changed
fo coffee. yellowish and finally dark, Thirty days afler initiating the

-.;;f’i
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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, Phaseclus Vwuigaris L. VAR. PINTO
AMERICANO AND ITS MINERAL PROFILE”

M. L. Cardenas-Aviia*, R. K. Maiti, M. J. Verde-Star’, R Faroughbakhch ., M. A
Nuriez-Gzz G. Garcia Diaz and J. L. H. Pifiero.

SUMMARY. The objective of the present research is the induction of calli in 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 hypochlorite and
were sown in agar medium. The inocufum were obtained from the seediings M
vitro and sown in a modified basal Murashige-Skoog medium and with five
cancentrations of 2 4-D. The better results were obtained in the explants of
hypocotyle (3 mg/i-1),cotyledons (10 mgAi-1) and cotyledonary leaves (5 mg/1-1)
of 2,4-D. The accumulation of macro and micronutrients varied markedly
between explants as well as between concentrations.

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

RESUMEN. E) objetivo de |a presente investigacion es la induccion de callo in
vitro de explantes de hipocatilo, cotileddn hoja cotiledonaria y de raiz de
plantulas de frijol (Phaseolus vuigaris L. var. pinto americano) obtenidas in
vitro. . La desinfestacion de las semillas fue realizada en aicohol e hipoclarito de
sodio y fueron sembradas en medio de agar. Los indculos fueron obtenidos de
plantulas in vitro y sembradas en medio basal (MS) suplementado con cinco
concentracighes 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 24-D. La acumulacién de macro y micronutrientes vario
marcadamente entre los explantes asi coma entre tas concentraciones de 2,4-
D. Utilizadas.

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




1.Divisién de Estudios de Postgrado, Facultad de Ciencias Biologicas,
UA.N.L., Apdo. Postal F-16, C.P. 66450, San Nicolas de los Garza, N.L,,
Mexico.

INTRODUCCION. EI 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 mostraron que la sequia, salinidad y altas
temperaturas son los principales problemas que afectan el establecimiento
inicial de maiz, frijol y otros cultivos (3). Las tecnicas de cultivo de tejidos
permiten el estudio de prablemas basicos relacicnados con el crecimiento y
diferenciacion bajo condiciones altamente reproducibles; en particular el cultivo
in vitro de callo nos brinda la cportunidad de estudiar |as respuestas celulares
separadas de la respuesta de la planta completa (4). Las respuestas
cualitativas y cuantitativas del crecimiento del callo en cultiva involucran un
sinergismo estrecho y complejo entre el origen del tejido usado para la primera
induccidn, la composicidn 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 16 cultivares, ocho fueron calificadas como fenotipicos
compiletamente autcnomos-cinetina y cinco fueron observados como fenctipos
dependiente-cinetina. Los objetivos del trabajo son deteminar el tipo de
explante y concentracién de 2,4-D para la induccion de callo in vitro de
Phaseolus vulgaris L. var. pinto americano y su perfil de minerales para
canocer si existe variacion en la absorcion de minerales segun el explante y
concentracion de 2,4-D utilizados.

MATERIALES Y METODOS. ElI material biclogico utilizado fue semilla
comercial de FPhaseolus vulgaris L. var. pinto americano. La desinfestacidon de
las semillas se lievd a cabo en etanol 70%, hipoclorito de sodio comercial (15%
viv) como agente desinfestante mas tween 20, par 10 min. Se sembraron bajo
candiciones asépticas en agar al 0.7% esterilizado como sustrato y se
mantuvieron a luz y temperatura ambiente. Los indculos para la induccién 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/l")con vitaminas, 100 miginositol, 1.5, 2.0, 3.0, 5.0y 10 de
2.4-D, agar 0.7% a un pH &.7. Los cultivos se mantuvieron a 26 £ 1°C y 16
horas luz. Los callos (de 60 dias) de explantes de cotiledon y de hoja
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 humo y se calcinaron en una mufla a 500°C durante 3 hrs. Las
cenizas se disuelven con 15 ml. de HCI 20% y se filtran con papel Whatman No
41 libre de cenizas.El filtrado se colectd en matraces de aforacion de 25 ml. El
blanco reactivo consiste en 5 ml HCI 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, utilizando el paquete SPSS.

RESULTADOS Y DISCUSIONES. De las semillas desinfestadas y sembradas,
se originaron plantulas vigorosas y de calor verde brillante (a los siete dias). de
las cuales se obtuvieron los explantes. El 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 ¢l explante de raiz donde na se obtuvo induccidn
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 investigacidén. Los callos de
mayor crecimiento son a las 30 dias en (£,4-D) 3mg/l en el explante de
hipacctilo, en 10 mg/l”" en el de cotiledén y en 5 mg/lI”! en el explante de hoja
cotiledonaria (Fig. 1). Estos callos son friables, de colcr blanco y sin signos de
oxidacion. 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 5 mg/l” de 2,4-D por
otra parte, en el explante de hoja cotiledonaria se observa mayor contenido de
macronutrimentos en el tratamiento de 5 mg/l"' de 2.4-D, y mayar acumulacion
de micronutrimentos en el tratamiento de 10 mg/™” (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 ( 5Smg )
and cotyledon (10 mg ).
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TISSUE CULTURE AND ITS APPLICATION IN CROP IMPROVEMENT
PROGRAMME IN Phaseolus Bean.

R.K. Maiti*, Maria Luisa Cérdenas-Avila, Julia Verde-Star & 1.1.. Herndndez-Pifiero, Ma.
Adriana Nafiez Gzz.
Postgraduate Division, Facultad de Ciencias Biologicas, Ciudad Universitaria, San Nicolas
de los Garza, Apartado Postal F-16, C.P. 66450, N.L., Mexico
(*Correspondence)
ABSTRACT

The paper gives a3 review on  the research results m Phasecius bean. Tissue culture
techniques have been used both in basic and applied science. Techniques have been developed to
in vitro callus induction using different organs including protoplast, meristem, shoot, root,
anther, embryo culture etc. The paper discusses several biochemical changes occurring during
callus growth. Tissue culture techniques have used to select cultivars resistant to several biotc and
abiotic stress factors as well in crop improvement through genetics and biotechnology.

Key Words. In vitro callus, protoplast culture, organogenesis, biochemistry, biotic, abiotic stress
resistance, rop improvement

Bean is one of the very food umportant crop in alll the countnes i Latin Amegica. 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 abionic stress factors in the field s not highly reliable due to fluactuating
edaphic and climatic conditions.

Tissue culture technique has been an important tool in the field of experimental Botany
in the study of basic problems related with the growth and differentistion under asceptic highly
reproducible conditions. The qualitative and quantitative responses of the callus growth involve a
wide synergisio and the complexity derived from the origin of the tissue used for induction, the
compasition of the medium and the physical conditions prevailing in this stage (Dodds and
Roberts, 1982).

From the stand point of morphogenesis, the important charactenistic of the cailus
is the totempotentiality of its cells under adequate management of nutritional, 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 unprovement of legumemes involving callus,
oell-suspension, protoplast, anther, embryo, ovule and shoot apical meristem culture and somatic
hybridization between legume-lepume and legume —nonlegume combination (Mroginski and
Kartha, 1984). In order to obtain protoplast 1solation, fusion and cuture, calluses were obtained
from plants of economic plants including beans in Puert Rico (Delmestre, 1988).

Kim et al. (1984) showed genotypic variability in the requirements of Kinetin in tissne
culture in vitro, in Korean vaneties of Phasealus vulgaris L., in order to determine its growth
habit in a kineun free medium, They classified the genotypes on the basis of response of 16
cultivars , eight were classified as completely autonomous-kinetin phenotype and five as kinetin-
dependent phenotype.

The objective of the present paper is to meke & review of the research results on tissue
culture in Phaseolus bean and discuss its utility both in the basic and applied science..



ORGANOGENESIS

Protoplast culture

A stmple and rapid procedure was developed to obtain nucleated protoplasts from plant materials
using a high concentrations (0.7 M) of magoesivmm 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 another study, Kim et al. (1986) was successful in the
isclatton and culture of protoplasts from hypocotyl-denived callus of Phaseolus showing
maximum production from 13-day-old fresh callus after 6 h digestion in enzyme solution.
Elimination of manaitol from the the mediwm stimulated cell cluster formation. A high yiclds of
viable protoplasts were obtained by enzymatic treatment of cotyledonary leaves od s¢veral bean
cultivars. Protoplasts formed cell colonies in liquid medium from which subcultures were obtamned
within 10 days (Crepy et al. 1986).

Kakoniova and Liskova (1990) reported that prumary calluses were not suitable for
protoplast isolation for which calluses were sucultured on basal medium before use. Good callus
growth and protoplast were obtained with medium containing 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 0 or 1.0 mg kinetin/litre.

Meristem cuitore

Martiny and Sondahl (1984 a) reported ealy stages of somatic embryo differentiation
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 maxinyam proliferation in 14 cultivars. In another study
they obtained multiple shoot formations from the shoot apex of Phaseolus vuigaris in Gamborg,s
B5 medium in the presence of BA (0.5 M).. In another 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
Phaseoctus vuigaris and P. coccineus in MS with added BS5 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. 1936).

In vitro meristematic organogenesis was obtained in several Brazilian cultivars of Phaseolus
vulgarts using shoot explants on MS medium containing 8¢ M de benzyladenine leading to the
regeneration of shoots tha rooted succesfully in transferring in soil (Moda-Cirino et al. 1995),
Benedicic et al (1997) examined the growth and development of Phaseolus vuigaris m MS media
supplemented with 0.1-10 M/itre benzyladenine or with 1-10 M/litre 2iP or NAA. The
regeneration of plants was achieved when menistems were 1solated on MS supplemented with 1
and 5 M/litre benzyladenine or 2iP or with 20 M/itre benzyladenige and 1.4 M/litre GA.

Shoot culture

Renerated shoots were highest when nodal tissues were prepared from seedling germinated in
darkness, bemg optimum it mediun containing 5 M BA . The number of shoots was 2-5 tires
higher on explants cultured on medium with 0.25-1 0 M forcchorfenuron (CPPU) or thidiazuron
(TDZ) (Mohamed et al. 1992). Vanability in the capacity of regeneration of P. gcutifolius was
reported by Dillen et al. 1996). suggesting the possible application of this trait in the wild species
for the gepetic improvement of cutivated species.



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

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

Growth of Phaseolus callus was stimulated with dosage of <20Gy while doses above 50
Gy inhibited growth (Hlinkova, 1989).

Increasing dilution of the kelp concentrate (Macrocystis integrifolia and Eckionia maxina)
reduced the callus growth of P. vudgaris antagorust to the growth promotimg or eytokimin-lke
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 oceur during in vitro induction and callus growth.

Cytokinin oxidase increased whe solutions of cytokinin were added to the callus surface.
Thus increase was mlubited with the pretreatment of of the tissue withy cordycepin or
cycloheximide. This suggests the involvernent of RNA and protein synthesis in the response. All
cytokinin-active compounds except the substrates of cytokinin oxidase and thidiazuron increased
the activity of the enzyme (Chatfield and Armstrong, 1986). In other study, cytokinin oxidase
from Phaseolus vulgaris callus tissues enhanced in vitro activity of the enzyme in the presence of
copper-imidazole complexes (Chatfield, 1987; Chatfield and Amnmstrong, 1987). In anather study
cytokinin oxidase activity from P. vulgaris callus cultures showed affinity for the lectin
concanavalin A. It appears that most of the ¢ytokinin oxidase activity exists in the form of a
glycoprotein (Chatfield and Armstrong, 1988).

Nissen (1988) reported that Phaseotus lunarus caliuses were highly sensitive to dose
respouses of cytokining. Kaminek and Ammstrong (1990} reported genotypic variation in
cytokimin oxidase in Phaveolur callus cultures. It was suggested that vanation in cytokinin oxidase
might play a role in the regulation of cytokinin degradarion. 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 abnonnal interspecific hybrid
embryo growth and hormonal imbalance in Phaseolus. It may provide an opportunity (o
understand the problem of differential expression of genes regulating cytokinin metabolism during

plant development.

Alpha-aminoisobutyric acid (AIB) uptake by the callus tssue of P. vulgaris was greater
than that by root, hypocotyle and epicotyle 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 i bean has its effects on cell growth and callus

growth (Ueda, 1991),

Rhizobium-infected tissue cultures produced 2-5 more ethylene than infected culture of Phaseolus
vulgaris and some legumes. It was suggested that this production of additionai ethylene by the
infected cultures was associated with exogenous acetylene reduction by nitrogenase activity of
Rnrzobium baciena (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.vuigarss callus
cultures were associted with the levels of 2 4-D and kanetin in the culture medium and aiso related

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

Using the Phaseoius 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 mim gene was introduced into tobacco via Agrobacterium. Full length phaseolin mRNAwas



detected 1n tobacco callus using RNA-DNA hybridization and S1 nucleasc mapping 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 chioroform extraction in the
isolation of pure DNA without polysaccharide contamination. The lnghly punfied DNA was used
for DNA analysis by HPLC.

Immuncanalysis of nuclear fractions indicated that the enzymase zeatin-xylosyltransferase
was associated with the nucleus as well as in the cytoplasm. Western 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. Varreties vaned in speific enzymatic band and peroxidase activity. The
peroxidase activity increased with an increase in salt concentrations (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-bound Ca showed a major peak at 8 d and a lower one at 12 d. (Oreshkina and

Zlotnikov, 1991).

Northeote et al, (198%) used antisera  of rabbits to localise callose, xylan and arabinogalactan
the cell plate, primary and secondary walls of plant cells. Arahinogalactan s were present in the
cell plate and primar walls but not in secondary thickening. Xylan was present in the primary wall
but not in the cell plate. Callose was present in the cell plate. Membrane carying polymers
containing L-arabinofuranose were also observed in layers under the plasma membrane.

Fungal 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 cone. hugher than those in gresn house plants.

Hartman et al. (1985} studied response of bean calli to filtrate from Psendamonas syringe pv.
Phaseolicola and the disease reaction. Callus were tested for response to toxic filtrate. It was
suggested that this callus screening system could 1dent fy culti vars with resistance to the pathogen.
Miklas et al. (1992) developed a reliable method to identify bean germplasm showing
physiological resistance to Sclerotinia scferotiorum |, used pathogen filtrate to differentiate
physiological resistance of dry bean to white mold disease. Callus fresh weight under infected
condition is considered an indicator of resistance. The callus-weight assay may provide a way to
differentiate bean germplasms for partial physiological resistance to S. sclerotiorum.

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



vitro in 4 M of DCB. The mechanism of tolerance depended on the pectic fraction (Encina et al.
1997). Saker and Luhne (1998) were succesful in the production of transgenic kidney bean shoot
by electroparation of mtact cells with the plasmud Pdpgi63 containing the bar (bilanafos resistance
confering herbicide resistance to plants.

Heavy metals.

Obata et al. (1994) reported cadmium tolerance of calli induced from roots af plants showing
difterences i cadmium tolerance.. Espino et al. {1995) reported the effects on in vitro 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 jons. The results suggests
that Al does not affect gene expression (Espino et al. 1997).

Abiotic stress.
Qsmotic stress.

Subculture of the calluses from hypocotyls and epicotyls of Phaseoius vulgaris cultvars
cuitured on B5 medium enunched with 2 mg 2,4-D and 1 myg kinetin/litre, were placed on B5
medium containing 0-17% mannitol (n Petri dishes. The results showed differences in reactions to
mannitol-induced stress between lcss sensitive and more sensitive genotypes (Gomes-Juhasz et al.
(1993). In a studycallus cultures of 26 vaneties of Phaseolus vulgaris grown in various
concentranons of mannitol indicated that non-ionic osmotic stress nhibited growth, The relative
growth rate was lower and DM higher in stress sensitive calli than in resistant calli. Osmotic stress
caused changes i the amino acid and polyamine synthesis. The stress increased total free amino
acuds in the sensitive calls (Gesmesne-Juhasz et al. 1995). . In another study Jubasz et al. (1990)
studied the response of callus growth to mannitol —induced stress(8-9%). Stress sensitive cultivars
showed a significant decrease in callus compared to the tolernt one. Callus DM content increased
with mcreasing osmotic stress, Osmotic treatment increased total amino acid contents m callus
denved from osmotically sensitive seedlings than the tolerant ones. Shoot, root weight and
root:shoot ration decreased to a great extent in seénsitive plants than the tolerant ones in mannital-
induced stress. Manmitol treatments increased the contents of amino acids in calluses and leaves
of seedlings to a greater extent in tolerant than in sensitive cultivars .

Nonami ct al. (1996} reported that negative pressure in the apoplast of clongating tissue induces
water uptake for cell elongation in nissue-cultured plants. Callus was induced from embryo. Water
potential of culture media ranged from - 0.02 to - 0.94. Water potential gradient was linearly
corrclated with growth rate under nutrient deficiency, salt stress, low and high temperature
conditions. The results revealed that cell expansion rates were regulated by the the capacity of
water uptake by elongatng cells. Therefore, the drniving force for the water uptake m the
elongating cclls was the negative pressure in the apoplast in the elongating tissue.

Salinity stress.

In a study, root and hypocotyl 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 activity of [AA-oxidase. The pattern of Cl-accumulation was simulyr
tothat of the elevel of the enzyme activities. On subculturing on NaCl medium increased K+, Na+
and Ca+ content in the tissue (Komizerko ¢t al. 1938).

Broetto et al. (1995) reported that salt stress-NaCl treatment reduced relative growth and protein
content but creased proline content and peroxidase actvity. Sawures €t al. (1997) swudied
biochemical changes associared with sait stress in pea and bean tssue culture. Callus cultured in



MS medium with 0-1.2% NaCl indicated that callus growth was stimulated by 0.3% NaCl but
decreased by mgher saluuty 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. vudgaris callus.

Tissue culture in genetics and biotechnology

Frisch etal. (1993) stated that chromosomal imtegration is required for spanal regulation of
expression (n 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 4. tumefaciens strains was
assessed in Phaseolus vulgaris genotype and F. coccineus in vivo. There was a genotype-specific
response (n in the frequency of tumour formations . Engineered A, tumelaciens strains ¢armying

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

Franklin et al (1993) succeeded wn 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 50mg
kanamycin___flitre after four days of co-cultivation with Agrobacterium tumefaciens strain EH101
containing the bmary vector Pkylx71GUS., Southem blot border analysis confivmed 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 elicitor glatathione showed higher
levels of GUS expression than the unelicited callus clumps. Dillen et al. (1997) obtained
Agrobacterium-mediated transformation of Phaseolus acutifolius. Reneration-competent callus
was obtained from bud explants of green plants co-cultivated with Agrobacterium tumefaciens
C53CIRiiR (Pmp90) harbounng a binary vector with neomycine phosphotransferase 11 (nptil) and
beta-glucoronidase (uid A) marker genes. Transgenic genic callus lines of three genotypes were
established on geneticin-containing medium. A ransgenic had been transformed with a binary
plasmid which in addition to the marker genes, contained a genomic fragment encoding the
Phaseolus vulgaris arcelin-5a protem. The seed storage protemn confer resistance to the insect
Zabrotes subfasciatus, The introduce genes segregated as a single locus. This indicates the
possibility of using £. acutifolius as a brigding species to introduce transgenes into economically
important species P. vulgaris.

Guo et al (1994) studied the inhenitance of RLF markers m the interspecific hybrids of
Phaseolus vulgaris and P. coccineus. Of 280 ¢cDNA probes used, 70-85% revealed polymorphism
between species. The markers were mapped to nine linkage groups. The results explain the
distribution of phenotypic traits following mterspecific hybridization.
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