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RESUMEN

A medida que (@ produccran mundial de alimentes se ha expandide para
gatisfacer la crecenle demanda, los suelos se han do deteriorando, esios
rlectas que trmen cansigo problemas da cantidad y calidad de nutrimentos no
siempre sc pueden compensar ni aln con la aplicacion de ferntilizantes. pot lo
que la investigacion en temas relacionados con el manejo de cultivos, suelos,
agua y nulrimenios se hace neceearia para contribuir a lograr una agricultura
sosteniple ©n suelos semidndos con ol fin de aprovechar las grendes
extensiones de suelo potencialmente fertl con el uso de 1ecnclogias
aconoimicamenie viables, socialmente aceptables y ambientalmer‘s sensiblas,
El frjol comin cs importante en la dista de mas de 500 millones dc personas
por su alto valor nutrtiva 210 emnarga la dispanibilicad de nutrmentos juega un
papel muy impartanie en la produ¢cion del mismo, por Ip que &h la presente
invesligacion s estudiaron las bases bioguimicas y ultraestruciurales de
respuesta de dicho cultivo 2 bajne niveles de nutrmenios con e propasite de
proponer indices de tolerancia para la ssleccon de varedades capaces de
adaptarse y producir baje un ambignte marginal. Para lo cual se reahizd un
estudioc amatdmico y conteriddo de nutnmentas del gormoplasma y 3
caracierizacion de resprestas bioquirmcat y ulraesiructurales dicho factor de
esiros. Las vaneaades Flor de mayo y Laguna presentaron mayor porcentaje de
proteina total. El perfil do proteinas maostid la presencia de un palipéphda de 38
kDa que se expresa @ mayores concentraciones en estos mismos El estrés

nutnmental estimu'é significalivarrente i@ acumulac:on de prolina libre en noja y

FATCL AR LIEMC AS BIL XA AL NG HEGLMEN
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raiz. Se presentd ampha vanabiidad en la absorcién de macro Yy
micronutnmentos y 8l andlisis ultraestiuctural mosird alteraciones €n 'a variedad
Pmamerpa. no asi en Laguna. Conh base a nuestros resultadas se sugisre

como tolerantes al estrés nutrimental a las variedades Flor de mayo y Laguna.
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ABSTRACT

As the food world production has expanded o satisfy the growing demnand soils
i tum have been deteriorating in quallty. Theae effents raise problems with the
guantity and quality of nutriments which nof always may be ¢compensated not
even with the application of fartilizers, For this reasen, it becomes necesgary to
develcp invesligutuns related 10 oullivars, soil, waler and nuthments
management in crder to obtain a sustentable agricublural practices in semiarid
regions aimed to teke advantage of these wide extensions of potentially fertil
soils with the use of feasible and economical technologies that are
envitonmentally safe and friendly accepted by communities.

Bean is an importamt part of the dietary imake for more than §00 million peoplo
owed to It high nutritional value. However, the availability of nutnments plays an
impertant refe s production. So in the preent mvestigation the bas:'s of the
biochemical and ultrastructural responses of bean cultivars to low levels of
nutriments were studied with the object to propose lolerance Indexas for the
selection of varieties capable to adapt and get acczptable yields in marginal
emvironments. For this reason, an study on the anatamy and the nutiment
contants of the germplasm and the charactenzatian of bicchemical and
ultrastructural respanses to the stress factor was carried out. The varieties Flor
de Mayc and Laguna presenied the highest percentage of total pratein. The
protein prafile showed the presence of a 38 kDa polipeptide which is expressed
at the higher concentratian in these varieties. The nutrimental stress signlficantly

stimulated the accumulatian of free proling in leaves and roots. A wile vanation

LS
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in the absorplion of macro and micronutriments was observed and although the
ultrastructural anslysis showed alterations in the variety Pinamerpa those were
not present in the Laguna variety. Based in our results it is suggested thal the
varieties Flor de mayg and Laguna may be consideted as tolerant to the

nutrimantal stress.
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), INTRODUCCION

A lo largo de la historia, 18 produccitvn agrana y sus practicas han estado muy
ligadas al desarrollo de |a humanidad sirviendo a una finalidad muy ¢oncreta, Ia
de provesr suiiciente alimente para mantensr e! crecimisento de |a pablacidn
mundial que actualmente alcanza lvs 8 000 millones de persondas. Comgo
resultado del incremento de la actividad industrial y humsna, la proporcion de
suelos arables va disminuyendo en un 0.1% anval. Actualmente, existe una
demanda de produccicn agricola sin precedentes. a medida en gque dicha
produccidn mundial de alimentos se ha expandido, los suelos tanto fériles
cono marginales se han ido deteriorando, estos efeclos. que traen consigo
problemas de cantidad y calidad de nutnmentes no siempre 88 pueden
compensar ni atin eon la aplicacion de fertilizantes, Tomando en cuenta la
impontancia de mantenér y conservar (a fertilidad natural del suelo, s¢ hace
necesano un mayor énfasis de invesligacion en temas relacionados con el
manejo de cultivos, suelos, agua y nutrimentos para lograr una agncullure
sostenible en suelos férties y marginales (CIAT, 2001).

El frijol comun (FPhasecius vufgars L.) es importante en la dieta de mas de 500
milloncs de personas, para cllas constituye el componente principal del regimen
alimenticio diario. Este alimento basico es, sin duda, la leguminosa alimemicia
mas importante del mundo, mucha mas que el garbanzo, el haba y |a lente)a
pero |a disponibilidad de nutrimentos juega un papel muy importante en la

produceion de este cultivo,
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Hoy dla, debido principalmente a la pobreza y el desempleo, existen alrededar
de 3800 millones de personas (18% de la poblacion del mundo en vias de
desarrollo} gue no tienen accese a la canlidad de alimentos suficienle para
satistacer sus necesidades {Pinstrup-Anderson y Pandya-Lorch 2000, Pinstrup-
Anderson ef &.,1998). La desnutricidn es un factar imporante en la mitad de
los casi 12 millenes de muertes de ninas menores de cinco anos que se
registran anualmente en 03 paises en vias de desamollo (UNICEF 1393),
aparte de la faita de alimento, la deficiencia de micranutrimentos (yodo, hierro y
sohre tadn de vitamina A) estan generalizadas. Par si fuera poco las
fluctuacinnes de los patrones climaticos mundiales y Ios cambics d¢ uso de la
tierra, iran agudizando los problemas de preduccion y Ja demanda regional de
alimentas. Para atender csas pecesidades, es imprescindible lograr avances
muy imporiantes en cuanto a produccion de alimentos. La agriculture moderna
lo ha hecho, pero introdujo también el usc intensivo de plaguicidas y fertilizantes
que son muy costosos y pueden afectar la salud humana o darar los
ecosistemas  Exste suficiente infarmacion sobre 2 respuesta de este cultive a
diversos factores de estres, salinidad. sequia, altas temperaturas (Maiti, 1897,
Moreno.1988), pero no hay reportes sobre el estudio sistematico del efecto de la
dcficicncia de nutrimentos, especificamenle pam P vulgans.

En base a o anterior, en la presente investigacion se pretende estudiar los
indices de lolerancia para la seleccion de cultivares que se adapten al ambiente
marginal de nutrimentos can el fin de colaborar con un equipo multidisciplinaria a
la selection de lineas tolerantes capaces de producir €n ambientes adversos y

as| aprovechar las grandes exlensiones de suek potencialmende fértiles en la
&
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produccion de alimentos con el uso de fecrologias ambientalmente sensibles,
economicamente wahles y socialmenie aceptables, 3in agatar ain mas los

recursos no renovables, ni provocar daios ambientales.
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Il. HIPOTESIS

Existe vanahiidad en las respuestas bioguimicas y ultrsestructwales al estiés
rutimenial en cuatic vanedades de fnol (FPhaseoius vulyans L) y €s posble
cermelacionarla con su adaptacion baja condiciones controladas para la identificacion
de indices de folerancia. tomando en cuenta como unice factor lmitante [a
‘nsuticiencia de nutnmentos.

Ill. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las bases biogulmicas y uliraestruclurales de respuesta al estiés
nutrimental en custm varicdades de frijol (Phaseaius vilgans ) a nivel de plantula.

OBJETIVOS ESPECIFICCS

Caracterizacion del germoplasma:
1. Realizar el estudio anatémco de la semilla por microscopia electionica de
bamido.
2. Anatizar el contenido de minerales de Ins semilias y cuantficar proteina
towal,
3. Seleccionar la cancentracitn minima de tespuesta para el eslreés

nutimantal

Estudio del efecta del estres nutnmental a nivel de plantula.
1. Detectar gintomas de defeiencla en |as plantulas de las cuatro variedades

sametidas al estres,
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2. Analzar la acumulacion de prolina libre.
3. Detemminar el contenlde de clorofila a, [ y total.

4. Cuantificar la absarcion de macra y micronulnmentos.

w

Oeterminar Iz presencia proteina especifica.
6. Eatudiar a nivel uttraestructural la respucsta al ambiente marginal ae

AuUtrimentos.
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IV. REVISION DE LITERATURA

I. GENERALIDADES

Jerarquia botanica

El tA&rmino leguminosa-grano engicba especies muy diferentes entre si, solo
unidas en cuanto a su ulilizacion agriccla. Dentro de la leguminosa-grano
distinguimos dos subfamilias, divididas a su vez en tribus y estas en géneros. A
la subfamilia Papilionoideae pertenecen casi todas |as especies de
leguininosas de grano. La otra subfainilia, la Cesaipinoidede s0l0 es interesante
por su tribu Cassicas a la que pertencce el algarrobo. A pesar do que Bas
Papilonaceas son una de las familias mas ricas en aespecies, sla cinco tnbus

tienen interés camo leguminosas-grang, Cuellar ef al, (1989):

Tribu Aeschiynomenae.- Génere Arachis (e).: cacahuate).
Tritu Cicereae.- Garbanzos.
Tribu Genisteae - Género Wupinus (€], altramuz).

Tribu Phaseoleae.- Dentra de esta tribu, en el género Phaseolus (uno de los

diez de esta tribu) s¢ encuentra nuestro fif|al comun: Phasaolus vulgaris.

Tribu Viciese.- Genern Vicia (e.: habas). Geénera Lalftyriss (g almortas).

Ganera Pisum (g].- guisantos), Génera { ens (g ; lente ag).

10

FACULTAD DE CENCGIASBIDLOGICAS, LML 2101 Iv. RIS 0N DS LITERATURA



BASES BIOQUUAYCAL Y ULTHACS TRUCTURALES AL ELTRGN SUIYLMIN | AL BN Py wiors L.

Mana Adnase Ml Gonatde

Nombre cientifico de la planta

Phaseolus volgans, que le fue asignado por el batanico Carlos Linneo en 1753,
El género Phaseolus incluye alrededor de 50 espeties, de las cuales solamente
cuatro son consideradas dc imporlancia por ser cultivadas: Frijol comdn,

(Phaseolis vuigaris); Frijol [ima, (Phaseaius lunatus ), Frijol petaco, (Phaseolus

coccmeus) ¥ Frijal tepan,

( Phaseoflus acutifolius), Delgado Safinas, 1985; Debouck, 1991,

Clasificacion taxonémica:

Relno
Subreino
Divisién
Clase
Qrden
Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Génaro

Eapecls

Paredes, of al.,

Vegetal
Fanerogamas
Angiospermae
Dicotileddneas
Rosales
Leguminasae
Paplionoidae
Phasaclae
Fhaseclinag
Phaseuius

vulgaris

(1989).

FAGULTADCE CIENGIAG BICLOGICAS UANL 20

W. REVIZCN DS LITERATURA

L



DASES WOQUISL AN 7 ULTRARS TALCTURALLY AL EXTHAS HISTRIMANTAL RN {Sharda vagons ) tAvh Adrans NEhe ol

También se le conoce con los siguentes nombras: Fnjol de campo, frijoles,
habichueias, judias verdes (fa efapa inmadura), tupirarme (la stapa nrmadura),
porota, frojal, frisol, frixol, vainita, Aufa y caraota, entre otros, Van Herpen

(1984) .
Origen y distribucion de la planta

El frijot es una de las plantas de mas amphia distribucion en e munda. El fugar
do arigen mas prohahle, de acucrdo con hallazgns arqueolégicos. se ubica en
Tehuacan { Meéxico), aunque hay evidencias de similar antiguedad en Ancash

(Peru). Pachico, {1982).
Tipos de frijol

Las variedades de frijol se pueden clasificar segun tres caracteristicas basleas -

Color de la semilla, habilo de crecimiento y duracion del panodo de crecimiento:

Colgr de la Semilla: La mayoria son negros o rojes, y casi siempre hay

preferencias locales relativo al colar.

Hab#to de crecimiento. Las variedades pueden ser de arbuste parado, de vid
parcial. g de vid completa: el ultirno tiene la capaadad de enredarse y requiere
rodrigopnes o un cultiva compafiers de apoyo como el maiz. Las variedades de

arbusto florecen en una etapa corta sin cenbinuacion de produccidn de talle y

12
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BASES BIOQUIMICAS Y ULTRAESTRUCTURALES AL ESTRES NUTRIMENTAL EN (Phaseolus vulgaris L.). Maria Adriana Nislez Gonzilez

hoja; éstos son los de “inflorescencia limitada”. Los tipos de vid florecen durante
un periodo mas largo y contindan la produccion de hojas y tallos; éstos se
llaman los indeterminados. Las variedades de vid parcial pueden ser de ambos
tipos. Dado su periodo mas largo de floracion, la mayoria de los indeterminados
muestran una maduracion desigual de las vainas, con la cosecha durando varias

semanas.

Periodo de Crecimiento: En temperaturas calientes, las variedades precoces
pueden producir vainas maduras dentro de 70 dias, después de la emergencia
de la planta, mientras las variedades medianas y tardias demoran 90 dias, o
mas. E| tiempo para la primera floracion dura entre 30 y 55 dias, Con algunas
excepciones, los tipos parados y prolificos se maduran antes que los tipos de
vid indeterminados. Los criadores de plan{as estan desarrollando variedades

indeterminadas con periodos de crecimiento méas cortos y de maduracién mas

consolidada, Pachico, (1982).

Seguin Acosta et al, (1997) el frijol tiene los siguientes requerimientos

climaticos:

Lluvia: Los frijoles comunes no estan bien adaptados a las areas de lluvias
copiosas (como las zonas humedas de la selva pluvial del Africa tropical) a

causa del aumento de problemas de enfermedades e insectos. Idealmente, la

13
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BASES BIOQUIMICAS Y ULTRAESTRUCTURALES AL ESTRES NUTRIMENTAL EN (Phaseolus vaigar:s L), Maria Adriana Nufiez Gonzalez

siembra se debe planear para que las ultimas etapas de crecimiento y cosecha

ocurran durante la época seca.

Temperatura: En comparacion con él sorgo y el mijo, el frijol no tiene buena
tolerancia al calor extremo o a |la escasez de agua. Las temperaturas optimas
para la floracion y el desarrollo de la vaina es un alto diurno de 29.5°C y un bajo
nocturno de 21°C. La pérdida de flores es un problema serio después de 36°C

y también es amplificado por lluvias copiosas.

Suelo: Las plantas son muy susceptibles a las enfermedades fungoides que
causan la pudricion de las raices, y el desagie bueno es muy importante. Por
lo general crecen poco en suelos acidos (menor de 5.0), puesto que son
especialmente sensibles a los niveles altos del manganeso soluble y el aluminio

que ocurren con frecuencia a niveles bajos de pH.

Fotoperiodo: En contraste a algunos sorgos y mijos, la mayoria de los frijoles

muestran poca reaccién a las variaciones en la duracién de la luz.
Morfologia

La morfologia estudia las caracteristicas visibles de las plantas, de manera que
se incluyan aquellas estructuras que son constantes y permanentes en los

individuos representativos de la especie, y aquellas que son variables o se

14
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BASES BIOQUIMICAS Y ULTRAESTRUCTURALES AL ESTRES NUTRIMENTAL EN (Phaseotus wilgaris L) Maria Adriana Nudez Gonzalez

expresan de manera diferente segin las condiciones del ambiente donde se
encuentre la planta. A continuacion se describen brevemente las caracteristicas

morfolégicas de la planta de frijol, Acosta, (1997).

Raiz: En general, las plantas de frijol presentan raices de tipo pivotante, con
una raiz principal y un complejo de raices secundarias que se ubican

superficialmente en los primeros 20 cm de profundidad del suelo.

Tallo: El tallo de la planta es herbaceo, y en el mismo se distinguen los nudos,
que son los puntos donde se insertan las hojas. El primer nudo corresponde a
los cotiledones, y posteriormente se presentan nuevos nudos donde se ubican
las hojas compuestas. En los nudos se originan las ramas secundarias y las
inflorescencias. Las caracteristicas de desarrollo del tallo determinan el habito

de crecimiento de la planta de frijol.

Hojas: Las hojas soﬁ simples y compuestas y se ingertan en los nudos del tallo
y de las ramas. Las hojas primarias son simples y se ubican en el segundo
nudo del tallo, mientras las demas hojas son trifoliadas. Existe gran variacién
en cuanto al tamario, color y presencia de vellosidades en las hojas,

relacionada con la variedad.

Inflorescencias: Botanicamente, las inflorescencias del frijol son racimos de

racimos, que se pueden formar en la yema terminal del tallo principal y de las

15
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BASES BIOQUIMICAS Y ULTRAESTRUCTURALES AL ESTRES NUTRIMENTAL EN (Phaseolus vulgoris L.). Maria Adoana Nanez Gonzilez

ramas, 0 en las axilas, en el punto de insercidén de las ramas en el tallo.
Durante la formacién de la flor se distinguen el estado de botén y de flor
abierta, con caliz campanulado y corola de cinco pétalos de simetria bilateral.

La disposicion de los estambres y el ovario favorecen la autopolinizacion.

Fruto y Semillas: El fruto es una vaina lisa 0 con peguerias vellosidades y
epidermis cerosa. Puede ser de diversos colores o con pigmentaciones que
varian segun el estado de madurez y con la variedad. La vaina contiene las
semillas, que pueden ser de distintas formas: esféricas, cilindricas, arrifionadas,
con amplia variacion en color, desde blanco hasta negro, pasando por tonos

crema, café, rojos o con combinaciones y pigmentaciones

De acuerdo a Kornegay et al, (1993), una de las caracteristicas maés
importantes en la planta de frijol, es su habito de crecimiento, el cual depende
del tipo de desarrollo que presenta la parte terminal del tallo, del nimero y
longitud de los entrenudos y de la distribucion de las ramificaciones a lo largo

del tallo. Los habitos de crecimiento se agrupan en cuatro tipas principales:

Tipo Determinado Arbustivo: Son plantas de porte bajo, de 25 a 50 cm de
altura, con un tallo principal fuerte y de 5 a 10 entrenudos; tanto el tallo principal
como las ramificaciones cesan en su crecimiento una vez se han diferenciado y

formado las inflorescencias; la floracion y el periodo de llenado de los granos

16
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son de corta duracion, mientras, la madurez de las vainas ocurre de manera

simultanea.

Tipo Indeterminado Arbustivo: También son plantas de porte bajo, con tallo
erecto, pero que termina en una guia corta, aunque las ramas generalmente no
producen guias. El tallo presenta un mayor nimero de nudos, pero tiene menos
ramificaciones que el tipo determinado, la floracidn se presenta en forma de
racimos axilares, de tal modo que durante el llenado de las vainas las ramas y
la guia terminal continlan creciendo aunque mas lentamente. La floracion,

llenado y madurez de los granos ocurren de manera simultanea.

Tipo Indeterminado postrado: Son plantas de mayor altura, generalmente mas
de 80 cm, con ramificaciones bien desarrolladas, que crecen postradas o
semipostradas; el nimero de nudos y la longitud de los entrenudos es mayor
que en los tipos arbustivos y se presenta la formacién de guias terminales tanto
en el tallo principal, como en las ramas. Se presentan algunas variaciones
ocasionales a través del desarrollo de la planta, como el crecimientio erecto
inicial y luego postrado, o completamente postrado y algunos tipos pueden
tener tendencia trepadora. La floracién ocurre en racimos axilares y en periodos
mas largos debido al nimerc de nudos, por lo cual se presentan en un mismo

momento flores, vainas en formacion, llenado y maduracién.

17
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Tipo Indeterminado Trepador: Las plantas de frijol de este tipo pueden tener un
tallo de longitud superior a los 2 m con 20 a 30 nudos, el cual termina en una
guia dominante. Aunque son plantas-ramificadas, el desarrollo de las ramas es
menor que en las de tipo postrado. La floracién se presenta en racimos axilares
que se distribuyen en toda la plan‘ta 0 se concentran hacia la parte terminal. La
duracién de la floracion es mas prolongada que en los tipos anteriores y
también se presentan a un mismo tiempo, flores, vainas en formacion, llenado y

madurez del grano.
Valor Nutritivo y Usos

El frijol comun contiene en promedio 22 % de proteina en las semilias secas.
Provee una calidad y cantidad de proteina adecuada para nifios mayores Yy
adultos si se comen en las proporciones apropiadas con cereales (como una
tasa de 2:1 grano: leguminosa). En la forma de judia verde, proveen poca
proteina, pero son una buena fuente de la vitamina A. Las hojas se pueden
comer como la espinaca y también se usan de forraje para el ganado, Cuéllar

et al., (1999).

Para mas de 300 millones de personas del mundo, un plato de frijoles, que
vale poco, constituye el componente principal del régimen alimenticio diario.

Este alimento basico es, sin duda, la leguminosa alimenticia mas importante

18
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BASES BIOQUIMICAS Y ULTRAESTRUCTURALES AL ESTRES NUTRIMENTAL EN (Phascolus vulgaris L.). Maria Adnana Nudez Gonzalez

del munde, mucho mas gue el garbanzo, el haba, la Ientejé y el caupi,

Robinson, (1987).

Los nutricionistas consideran el frijol comun como un alimento casi perfecto en
vista de su alto contenido proteinicg, de la gran cantidad de fibra que tiene, de
los hidratos de carbono complejos y de otros principios alimenticios que
contiene. Una sola racion (1 taza) de frijol proporciona al menos la mitad de la
necesidad diaria de &acido félico —una vitamina del grupo B que es muy
importante para las mujeres embarazadas y que fue recomendada por el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos-. También suministra de
25 a 30 por ciento del nivel recomendado de hierro y satisface el 25 % del
requerimiento diario de magnesio y de cobre, asi como €l 15 del potasio y zinc

necesarios en la dieta humana, Paredes, et al., (1989).

El frijol es la cuarta fuente de proteina mas importante en América tropical y
sobrepasa a dos cultivos de tuberosas en la region —la papa y la yuca— como
fuente de calorias. En toda la region, el frijol comUn se conoce como "la carne
de los pobres". Puesto que ho hay ninguna fuente mas economica de proteina,
el consumo per capita de frijol ‘es alto en los paises muy pobres, como
Nicaragua (con 22.5 kilogramos por afo) y en las regiones mas pobres de los
paises de ingresos mas altos, como el nordeste de Brasil (con 18.5 kilogramos

por ano). El frijol fue introducido en Africa al Sur del Sahara hace varios siglos
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por Ios comerciantes pertugueses. Hoy, el cultive es un alimento basica
importante en ese continente y c¢enstituye la principal fuente de proteina
alimenticia para mas de 70 ivillones de personas. Este gano es cultivado por
mujeres, prncipalmente, en mas de 3.5 milones de bhectareas en ese
conlinente, tanto para subsistencia como para |a venta en el mercado. Esta
produccion representa un cuarto del total mundial, la cual s concentra en
Africa Qrienta), una regian densamente poblada; en Ia region de los lagos, y en

Ins altiplanos del sur del continente (Teixeira, 1980).

Gonzalez de Mejia (19%6), menciona que el frjcl es un alimente basico en
Méxica. América Central y otras regiones de! munde en vias de desarmolio.
Provee una gran proporcion de los roquermicrtos proteices para un alto

porcentaje de la poblacion y es un complements para |cs cereales.

20
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BASES BIOQUIMICAS Y ULTRAESTRUCTURALES AL ESTRES NUTRIMENTAL EN (Phaseofus vulgarts LY). Marla Adniana Ninez Gonzilez

Ei siguiente cuadro muestra la contribucion del frijol a la nutricion

humana calculada en base al promedio de consumo anual per cépita .

Cuadro 1.- Contribucion del frijol a la nutricibn humana asumiendo un

consumo anual per capita de 15 kg.

Nutrimento  Contenido de la racion diaria, en promedio Requerimiento de un hombre

(125 g cocido, 6 15 kg/afio de grano)

Sodio g
Potasio A7S
Calcio 65
Fésforo L
Magnesio 56
Hierro ik
i 1.24
Cdbra 0.307
Manganeso 0.668
Selenio 0.002
Yodo 0.032
Almiddn 22.1
Proteina 8.5

mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
g

i

adulto (mg)
2200
3900
800

800

350

10

15

29

3.75
0.05-0.2
150

570 g
69 g

Adaptado de Pennington and Young (1980 a,b) y Robinson, (1987).
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Il. FACTORES DE ESTRES

Mas del 30% del globo esta ocupado por desiertos. En México el 45% de su
territorio es arido o semiarido con una precipitacién pluvial de menos de 750
milimetros anuales. La deforestaqién, el sobrepastofeo, la agricultura extensiva
y la erosién en general, provoca que los desiertos estén creciendo en todos los
continentes. Por otro lado, se pronostica que los periodos de sequia seran mas
frecuentes y de mayor duracién a causa del calentamiento progresivo que esta
sufriendo la Tierra por el efecto invernadero debido a la contaminacion

atmosférica Cook, (2000).

La disponibilidad de agua y nutrimentos son de los factores mas limitantes en
la produccion agricola, especialmente en los paises subdesarrollados. Durante
varias décadas se han hecho considerables esfuerzos en la abtencion de
nuevas variedades de plantas tolerantes a la sequia sin haberse logrado
resultados sustanciales. La biologia molecular permite la posibilidad de analizar
la respuesta al estrés ambiental a nivel de la expresiéon genética, asi como el
aislamiento de genes relacionados con la tolerancia a la falta de agua y su
trasplante a especies de importancia econdmica. La ingenieria genética en
combinacidén con estrategias clasicas de mejoramiento genético, canstituyen

una herramienta con gran potencial para la obtencién de plantas tolerantes a la

22
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sequia y a otros factores ambientales, White-lzquierdo, (1991) y White —Shing,

(1991).

Al describir el grado de tolerancia al estrés salino de numerosos cultivos, las
leguminosas se encuentran entre las mas sensibles, pudiendo establecerse,
segln su resistencia o tolerancia, distintos grupos de respuestas. Las
leguminosas son consideradas actuamente cultivos de gran importancia para
la "agricultura sostenible”, tantc en el sisten:na de rotacidn como su menor
dependencia de la fertilizacion nitrogena—da,‘ dada su capacidad de formar
simbiosis fijadoras de nitrégeno con bacterias de los géneros Rhizobium y
Bradyrhizobium. Por todo ello, es necesaria la identificacion de combinaciones

de estrés salino Gonzalez, (1996).

ll. CARACTERISTICAS MORFOFISIOLOGICAS Y  BIOQUIMICAS
RELACIONADAS CON LA RESISTENCIA A ESTRES BIOTICO Y ABIOTICO.

La variabilidad en las condiciones bidticas y abibticas afectan considerablemente
la produccién y el rendimiento de las especies cultivadas, razén por la cual un
gran numero de investigadores trabajan co-njuntamente para el conocimiento de
los mecanismos de tolerancia a dichos facfores de estrés. Las investigaciones
incluyen el estudio del efecto de la sequia y otros factores abioticos que merman

la productividad del frijol, evaluacion y seleccion de especies silvestres para su
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resistencia a diferentes factores de estrés y la incorporacién de resistencia a los

cultivos (Popa y Dinca, 1985; Yonts et al., 1985; Vlad y Pretorian, 1986).

Existen dos etapas en las que se pvuede dividir el establecimiento del cultivo:

a) Eventos y condiéiones que existan en la zona de la semilla desde la siembra
hasta la emergencia entre estos el contenido de nutrimenios (minerales y
proteinas) de la semilla y la distribucion de macro y microesclereidas en la
testa.

b) Problemas y factores que afectan a las plantulas desde la emergencia hasta
su establecimiento final. Observaciones en campo en el noreste de México
mostraron que existen diversos factores bidticos y abidticos que afectan el
establecimiento inicial de maiz, frijol y otras c.:ultivos (Maiti, 1997).

Teran et al., (1994), estudiaron la relacion que existe entre la ultraestructura de la

semilla y el potencial de germinacion reportando que el acomodo en las macro y

microesclereidas tiene relacién directa con dicho proceso, las especies con un

acomodo mas laxo fueron la que presentaron mayor porcentaje de germinacion.

La adaptacion de las plantas a los cambios ambientales depende de una serie

de ajustes moleculares, fisiologicos y morfoldgicos que se presentan como

respuesta a las modificéciones de la ifradiacic’m_, la calidad espectral, el
fotoperiodo y la temperatura, entre otras. Los ajustes mencionados se integran,

a través de mecanismos ain no bien comprendidos, con los patrones globales
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de desarrollo genéticamente programados (Smith, 1982; Kuhlemeir ef al., 1987,
Quail, 1991; Thompson y White, 1991).

Caracteristicas morfofisiologicas.

Las caracteristicas relacionadas cbn las adaptaciones de frijol en condiciones de
semiaridéz en Kenya fueron estudiados por ltulya, ef al, (1986), quienes
seleccionaron varios cultivares adaptados é tales condiciones, se ha encontrado
que el color de la semilla; su tamafio, brillantez, habito de crecimiento, dias a
floracion, madurez, adaptacion vegetativa y reproductiva, nodﬁlacic’m, dano por
factores bioticos, resistencia a la sequia y tolerancia a los factores de suelo son
considerados para la evaluacion de los cultivares de frijol para su adaptacién a
tales condiciones . Los investigadores de CIAT, (1988) continuando con el
estudio de los mecanismos de adaptacién a las sequia de Phaseolus vulgans
evaluaron, longitud de hipocotilo, persistencia de raiz principal, fibrosis general y
abundancia de raiz secundaria en 100 cultivares; el crecimiento de la raiz fué
mayor en todas las etapas en las lineas résistentes a la sequia comparado con
las lineas susceptibles, observando que el cruzamiento entre especies
mexicanas y colombianas produce poblaciones con mejores caracteristica para
su adaptacion a condiciones de estrés comparados con los progenitores de |a

misma region.
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E! estrés de humecad raduce severamenme el indice del area foliar, peso seco,
nimero de granos y rendmiento de Injgl, pera las esgecies muestran aka
1ecuperacion en crecimiento y produccion de vaina cuando se riegan despues del
tratamiento de sequia. (Peia-Ramus y Mufoz-Orozeo, 1688).

Caracteristicas Bioguimicas |

La percepcion de un estimulo, por medio de un mceptor adecuado,
desencadena una cascada de senales gue ariginan @ sintesis de cerns
compuestos, la modifizacion en (a3 concentracién de owros y cambics en Ias
propiecades de las membranas. entre olros procesos. Ls decir, la senal
ambienta) es traducida a una senal bioguimica o fisicoguimica ger la accion de
diterentss transductores, Serger, [1986). '
Vasquez-Tello of af, (1930} demostraron que |a salida de clectrelitos, fosfatos y
azicares solubies son preebas f{isioldgleas para evaluar la resistencia a
factorgs abidticos en especies como Fhaseclus y Vignta, 1as vanadades
"Fundulea 332" se repantaron en Rurnania como un cultiva prornetedar para su
adaptacitn a a8 condicicnes de sequla, dadas sus caracteristicas de etapa
vegetativa corta. el crecimiento fimitade y el alto cantendo de proteina (Viad y
Fratciian, 1636). Esta ditina esta relacicnada con la resislencia a la sequia,

P acutifolius se ba reportado comp una especic resistente a la alta temperatura
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y sequia debido a que contiene un alto porcentaje de la misma (Frederici ef al.,

1990).

Proteina Especifica

Los organismos vivos responden a las diferentes condiciones ambientales como
la temperatura, la luz o el agua alterando el patrén de expresién génica y como
resultado, la sintesis de proteinas. A nivel molecular una de las respuestas mejor
caracterizadas es la produccién de proteina"s que se inducen por choque de calor
(HSPs). En las plantas superiores las proteinas de choque de calor de bajo peso
molecular (smHSPs) (15-30 kDa) son las mayoritariamente sintetizadas durante
el estrés por calor. Sj-bien, la funcion de las smHSPs es aun desconocida se ha
sugerido que in vivo actiuan como “chapéronas" y que su expresion puede ser
critica para |a supervivencia de la planta. Un mayor conocimiento del patrén de
expresion de las smHSPs permitira avanzar en el estudio de su funcion.
(Verdaguer et af, 1999).

Existen diversas investigaciones acerca de la presencia de proteinas que
intervienen en la tolerancia a factores de estrés en diferentes cultivos (Hurkman y
Tanaka, 1987, Singh et al., 1985, Ramagopal, 1986; Ben-Hayyim et al., 1989,

Pei-Ying Zhong, 1997).
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Las lineas tolerantes poseian una prateina de 28 kDa en 2| vasiago y ausente
en las lineas susceptibles, |a pressncia de esta proteina se relaciong con la

{oleranwa del arrez a |a salinidad {Rani, 1988).

En tomate y en Citrus sinensis L. se demuestra la vanabilidad que puede existr
en la sintesis de las pioteinas al ser repurlada una disminucian de |a sintesis
en C. sinensis y por el comrario en el tomate un aumento de ésta, el facter
wmportante & mencionar es que en sl se. sintehza una preteing de 25 kDa
relacionada con lineas resistentes a la salinidad (Bon-Hayyim el af, 1989),
Prolina hbre

Se ha visto an muchas investigaciones que las planias sujelas al estiés por agua
© 8alind acumu.an prolina y s piensa qun la enzima prolina oxidasa es un punto
importante para dilucidar el mecanismo dé 13 acumulacion de este aminoacido
(Hanson et af., 1979 Hanson y Hitz, 1982),

La proling es uno deg lus amincaidos conlenidos en lus proteinas de lodos los
organismos y de los tejidos de ks plartas, rs con frecuencia acumulada an
respuesta g varios tpos de estrés ambiental, comg sequla (Naidu &t &/, 1992,
Stewart y Lee., 1974, Shing et al., 1985.). salinidad (Treichel, 1$75), bajas
tcmperaturas (Benko, 1986, Chu et al, 1974, Gales of al, 1987) y altas

lemperaturas [{Oshanina 1372).
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El incremento en niveles de prolina duranlie estr22 de sequia es Unico
comparado can ottos amincacidos libres en el mismo teido, pero smilar a otros
solutos de bajo peso molecular, como azicares y acklog crgamicos, El
mcremento an prolina hibre esla relacionado con uh deciemmento en el potencial
hidrico dc la hoja y con otras megdidas hidricas, como el contenido relativo de
agua. {Sivaramakrishnan, €l al., 1938 citado por Maili et af, 2000).

El fryal tépan utiliza mecanismes bioguimicos allernos gara poder desario'larss
salisfacfonamenlé can niveles de agua muy bajos, entie ellos el acimulo de
prolina, 1o que Io hace sumamente atractiva, al eqnstituir un malenal genético
muy valieso para ser transferida por ¥écncas de ingenieria genética, al frijal
cotnun (Gonzalez, 18994, |

Clorofila

El contenido 2n clorofila juega un papel imgoriante ep las plantas cultivadas ya
que esta positivamante comré.acionade ¢on la foipsintesis. La reduccion en sl
vontenide en clorofias puede s2r una respuesla de [as plantas al estiés. Esta
reduccidn de la clorofila puede perjudicar el proceso folosintético conduciendo
a una reduccion en la fijacion del carbone. de ahi la importancia de conocer el
conlemdo en clorcfias de 1as pIantés cuanda as conaiciones medicamtbientaies

no gon optimas (Valencia ef af, 1897).
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Ganzalez vy Ayerbe (2000). estudiando la relacidn enfre fotosintesis y
contenida en clorofilas con el rendimiento en distintos genctipas oe cebada
sometidos a estrés hidrnicg termnal encgnfraron que ef contende de clorofila
total [a+3) ©s muy similar para todos los genntipps evaluados, similar a o
reportado por Kanechi ef af, (1991) q;.l'uenes no encontraron diferencias
significalivag en su comenido inclugeo en plantas de C. arabica cv. tipica
sometidas a estras hidrico. La disminucidv en el valor total ha sido consideradc
como un buen indicador del grade de estres hidnco en plantas de maiz

Casltrillu y Fermandez, (1880).

Ultraestructura Del Croroﬁrasto

Fldeficit de humedad es un facter que en plantas de maiz atecta el groscr do a
lamina media, tamano, nomera de células y clorgplasios (Tretyakov ef aj,
1$85).

El estres salino ccasiona gu= la membraha que envuelve al cloraplasto se
rompa. los tilacoides se dilatan y el cloraplasto se distorsione (Roth et ai,
1996).

Pastenes y Horton [1998), cancluyeron quc |a desorganizacion de los tilacoides
en frijol, observada a 30-35 C es debida al incrementa en la excitacion de

elecirones, induciendo a la vez un aumenio en el transporte ciclico de
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electrones y una disminucién en el suministro de la NADPH, limitanda la

asimilacion de carban.

Las aitas temperaturag aleran entre oUDS pProcesns y companentes. la
organizacién estructural de| cloropiasto. Previammente se ha raportado que las
allas lemperaturas son responsables de cambios en la membrana tilacoidal,
alterando na $0lo las prepiedades fisicoquimicas, sint tamkien su organizacion

funcional (Berry y Bjorkman, 1980).

El PSN rerpande a vn fango de bajss temperatwras causands inhibicidn e
destruccion del complejo con corsecuencias e€n el funcionamiento vy
orgamizacion tilacewdal, asi como un descrdenamiente de la grana (Gounarns et
af, 1984). En general el calor afecta la estructura del cleroplasto, rempiendo la
membrana del misma y dilazando a muchos de |os tilacoides (Ristlc ef af, 1992).
Moreno Limén, (1998) evaluande las respuestas uftraeslructurales al estres de
galinidad. reportd una pe:dida en la oryanizacitn de los lilacoides en los
¢ orop astos, que involucre un hinchamienta de los organcios, y acumulo da
aranulos de almiddn en 08 cultivares susceptties. misntras que en ias
tolerantes na se presertaron estos cambios,

La microscopia eieclrenica de cloraplasins obtenidos de hojas de espinacas

demuestran que |a ausencia d@ manganeso provoca Ung desorgarizacién de
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laz membranag tilacoidales pern liene escasg efecto schre la estruciura de

nucleos y mitocondrias (Uren, 1881) .
Nutrimentos

Lag planlas superones necésitan elementos para vivir y mantener su cresimiento,
desarrnllo y praductividad, cstos elementos son requendos para sintelizar tedas
las sustanclas aue ke san nedesanas. Loz requerimientos minerales de 85
leguminosas ne son los mismos gue para otros cultivos, camo los cereales; estas
benen la capacidad de fijar mibidgeio ahnosféence. paro, adan asl, el fnjol no pugde
crecer Lien y tener allos rendimientos sin un balance y una fuenle adecuads de

minerales Mait), [1997).

Morenc Lincn el &, (1996} estudisndu 13 relazion enlre el conterwdo de
minerales en semilila y desarrollo de piantula de 5 especieg silvestres unsa
semicultivada v una cultivada de friol  {Fhaseoilus spp.) reporto que agquelios
cultivares con mayor contenide de nutimentos presentaron mayor parcentaje

de germinacion y mejor desatrolip de la plantula.

Los problemas del susla asbrdas a la toxicidac ¢ a 1a carsicia de nutrimentos

limitan frecueniemente Ja productividad del frijal en América Latina. Este cultivo

se prodice generalmenta en sue o2 acidos caracterizados por su baia

dispenibildad de P, Los calculos ce |la base de datos del CIAT, (2001) indican
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que mas del 50% del aica praductora de fujol de Anérica Lalina preserita
suelns sumamente deficientes en P. Estos ticncn muchas veces un alto
contenico de Al y 108 calculos indlean gue alrededar del 40% del area total
sembrada con frijol en America Latina esta afectada por la toxicidad del Al. Un
12% de |la zona frolera es afectada por la toxicdad del Mn (Brasil central,
America Central. conas vu'canicas €n México y el sur de Chile). Adernas, cerca
del 40% de la zana frijolcra siufre el efecto dc la baja disponibildad de N en el
sueld, Aulque muy poco se sabe acerca de la importancia del equilibrio de
micronutrientes y de su axlension @1 los sislerras de produccion da frijol, 1as
observaciones plelirnina'e; tienden a apayar estos critgrios; o mismo pucde
decirse del K {an 15% de[.area total] en el caso de algunas ascciaciones de
cultivae en que se halla el frijol.  El siguiente cuadro presenta los detalles de
las zonas preductoras de frijol de Amériza Latina que son afectadas por la

deficiencia de Py 4 toxicidad del Al
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Cuadre 2. FPorcentaje del drea tolal de produccion da frijol en
America | atina, potenciaimente afectada por deficiencia de P y
loxickdad del Al en algunos paisee y regiones de América Latina.
(CIAT 2001).

Porcentaje del area total de frijol
afectada

Repion o pals Dsficiencla de P Toxicidad de Al

Brasil 51 51
México . 55 2
Ameénca Central B2 19
Gonn Sur 22 13
Zona Andina 68 28

Los rejuermientos minerales de las leguminesas na son los mismos fue pars
ctros Cultivos, comme los cereales: estas benen la capacidad de fijar nitrogeno
almosfélivo, pero, ain asl, el frijcl no puede crecer bien y tener alios
rendimientos sin un kalance y una fuente ade.cuada de minerales, Mari. (1987).
De los noventa y dos elemenos quimicos naturales existentes en la liema,
dieciséis de ellos se consideran esenciales para el cecimiento y la productividad
te los culbvos. Clark ef s/, (1880).

El potasio es activador de muchas enzimas que son easnciales en la fotosintesls
y la respiracion, ademas de que activa enzimas necesanas para formar almidén y

poleinas, Bhandal y Malik, { 1988).
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Fl magnesic casi‘ nunca es un factor limitanle del suelo para €l crecimiento
vegetal Ademas de su présencia en la clorofila  este elemento es esenclal
porgae se combina con el ATP (permibendo asi que participe 2n muchas
reaccionas) y porque adWa muchas €nzimas necesanas €6 Totosintesis
respiracion y formaciaon de ONA y RNA | (Clarkson y Hanson, 1980).

El calcio ea esencial para las funciones narmales de la membrana en todas |as
células, probablemene como un enlazador de fosfolipidos entre 5i o a proteinas
de membrana (Allan ot 3., ‘1.987).

El hierro es esenclal debido a que forma parte de cierlas enzimas ¥ numerasas
proteina que acarréan &lactmnes durante |a fotasintesis y la resplracibn
experimentando oxicac ones y feduccmnes aflernas cuando actua como portador
de electrones, (Sandman y Borguer 198231.

El manganeso liene una funcion estruclural en el sistema de membranas del
cloroplasto y también activa numerosss enzimas, Uren, (1891). El papel de!
manganeso en el melabo!ismo de las plantas fue revisado por Mukhcpadhyay y
Shama en 1991 ellos discuberan a ocurrencia y naluraleza quimica del
manganesq, se estudio [a relevancia dc este elemerto en el metabalismao celular
incluyenas sy asimilagicn, el transporte a travész de la planta, acumulacion y a
actividad =n los cloroplasios. énzimas. sintesis de proteinas, carbohndratos y

lipidos la dvision celular y crecimicnto. También se discutio la relacion entre
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manganeso con el rendimiento y las enfermedades r;or hangos en suelo,
enfermandades bacternanas, eto

Muchas enzimas contienen zine fuertemenie unldo, esencial para su adecuado
funcionamienlo. (\Vallee, 1976).

El cobre esta presente en diversas enzimas implcadas 'en los procesos redox
coma |a cracrpmo oxidasa (mitecondras) y la plastocianina (cloroplastos).
(Arnon citado por Salibury, 1994).

El maol bdeno forma parte de la nitrata redugtasa, pero también pueds panicipar
en la degradacién de purinas (adenina y guaning) debido a su esencialidad
comn parte de la enzima xantina deshidrogenasa, (Pérez et al., 1988), una
tercera funcion es como parte estructural de una oxidasa que conviere |
aldehido del acwdo abeisico en la hormona ABA | (Walker, et al, 1989),

Para el estudio de |a asinilacion de elemenios minerales. Lynch et al. {1880)
utilizaron el cultivo en arena que 22 el mas econdmico y sencillo a regimenes
centrolados de nutrimentos, de esla mangra se ha encontrado que |as sales
minerales en fnjol Ee encuentran en 2l orden del 2 al 5 %.

Couglan y Winjones, {19803 abscrvaron qua al someter a la espinaca (Spiacea
sieracea) a la salinidad se incrementaba el contenido de sodio y cloro, pero el

potasio se mantuva estable en lodas las concentraciones salinas estudiadas. Sin
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embargo He ot al.. (1993), reportaron un incremesnlo en ia acumulacion de
potasio (K') en la raiz de sorga al estudiar el efecta de estrés nsmAlico,

De la Resa (1983), después de haber avalusdo 17 lineas de sorgo “glossy”
somelidas a diferentes nivéles salinos {0.05, 0.10, 0.15, 0.20 y 0.25 M) reportd
que cuatro de ellas acumularen mas sodio principaimente en Ia vaina y menos
cantidad en |a lamina foliar,

Khair, (1986) trabajando con variedades de sorgc reporta una relacion directa
entre |a acumulacion de calcio {Ca™") en 13 hoja y¥ la tol2rancia a la salinidad.

tn estudios de Phasealus -..f.mgarrs cultivar Sako Processor con solucion nutritiva
Hoagland, Al suministrn de polasio y nitmgeno afectd la apertura de los estomas
ccn € v 16 horas fotopenoda. La correlacicn entre &l suminisima de potasio y el
area del poro estoralico fue negativa: 1os pores estomaticos fueren cerrados en
las plantas ccn mayor contenido de potasio, mientras que en las plantas con bajo
centenida de potasio los poros estomalicos fucran was grandes. Esto se
interpretd comn una reaccidn de la planta para obtener mas icnes par un
incremento de la ranspiracion. Al probar dferentes concentraciones de nitrogeno
en la solucion nulritiva se encontraron efectos similares Hudler y Burian, (1991).
Guiller at al, (1982) encontraron que los cxcesaos de hiemo y manganeso

provocan taxicidad en plantas de frjal. Una muestra colectada de Ias hojas de
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frijol mostraron bronceado severo cuando contiene niveles de Fe mayores de
3,080 mg/kg y Mn mayores de 760 mg/kg los cuales son muy toxicos para el frijol.
El calcio juega un papel muy importante en el crecimiento de la planta y en la
resistencia al éstrés de salinidad, en un experimento en ~invernan:iero, Akhavan-
Kharazian et al., (1991) sometieron plantas de frijol a estrés de salinidad (NaC!

0 - 132mM) combinado bon soluciones de sulfato de calcio o cloruro de calcio
(0, 5y 8 mM). En ausencia de calcio, el incremento en la concentracion de NaCl
desde 0 a 4 mM provoco uné disminucion mas drastica en el peso seco de tallo y
de raiz, contenido ae clorofila, la proporcion de potasio:nitrogeno que cuando
aumentd la concentracién aumenta de 44 a 88 mM. Contrariamente, |la adicién de
calcio incremento el peso seco de tallo y raiz y la concentracion de clorofila en
todos los niveles de NaCl. El contenido de potasio, sodio, éalcio y magnesio foliar
se incrementaron y'la proporcion de K:N disminuyo con el aumento en la
salinidad, sin embargo, la adicion de calcio' no modifico el contenido de estos
nutrimentos en la hoja. . El contenido de calcio foliar se incrementd
significativamente con el aumento de la concentracion de sulfatc de calcio o
cloruro de calcio.

En otro experimento Nuwamanya, (1984) evaluo el efecto del pH sobre la
produccién de materia secé de los nodulos en plantas de Phaseolus vulgans y

concluyd que la produccion de materia seca incrementa significativamente
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cuando el pH del limo (CaCO;) es inferior a 6.0, pero se presenta una
disminucion progresiva al incrementarse sobre este valor. El pH 6ptimo para el
crecimiento y nodulacién en frijol se estimé entre 5.5y 6.0.

El siguiente cuadro muestra los sintomas de deficiencia en nutricion vegetal.
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CUADRO 3. SiNTOMAS DE DEFICIENCIA EN NUTRICION VEGETAL (Clark, 1990).

AR ST

e RSl

Los efectos casi cubren

Planta de color verde claro; las hojas amarillas méas bajas toman

i _ . Nitrageno
totalmente a la plantg; un color castano claro cuando se marchitan
marchitamiento de las i
: i ; Planta de color verde ascura; frecuentemente se presenta una
hojas bajas mas o menos : i : : o "
coloracion verde o purpurea; las hojas amarillas méas bajas Fasforo
’ toman un color verde oscuro o negro cuando se marchitan.
_ Las hojas manchadas o clordticas pueden enrojecer fipicamente;
Las hojas mas jen ocasiones, con &reas muertas: el apice torcido y los Magnesio
i viejas o mas bajas margenes foliares con concavidad hacia ariba; {allos delgados.
son las mas e .
s Clorosis marginal, | A fias de tejid
afecladas. Efectos usualmente lorosis marginal, reas pequenas de tejido muerto,
] localizados: moteado o con areas grandes o | normalmente en el apice y entre las Potasio
| clorosis; pobre o ningun pequenas de tejido | nervaduras, mugho mas marcado en el
brote de las hojas bajas muerio. margen de |a hoja; tallos delgados.
Manchas extendidas que se propagan
rapido, normalmente ocupando el espacio Ziiic
N entre las nervaduras; hojas gruesas,
talios con entrenudos acortados.
| Hojas jovenes del brote terminal, tipicamente curvadas desde el
T | ) 4 nacimiento, finalmente muerias por el apice y los margenes; el Calcio
El meristemo terminal crecimiento Subsecuente se caracteriza por discontinuidad en
MUere y aparecen 1 egtos puntos. Finalmente, el tallo muere por el brote terminal.
deformaciones en el apice
0 oen labasede las hojas : Las hojas verdes del brote terminal se vuelven de color verde
jovenes. claro en la base, finalmente se libran de esta parie; en el Boro
crecimiento subsecuente, (as hojas se tuercen; finalmente el tallo
muere junto con el orote terminal
iM IEl  meristemo  terminal | Hojas jovenes permanentemente marchitas sin manchas o
permanece vivo, clorosis marcada; el brote terminal asi como las ramas y el tallo | Cobre
lLas mas afectadas | clorosis o marchitamiento ; son usualmente incapaces de permanecer enraizadas en las
: son las hojas de las hojas jévenes. fases avanzadas en las que |a deficiencia del elemento empeora.
Al
. venes o |as del T g -
lt:)r o?e‘ \ntbehds Las hojas j6venes no | Las 4reas de tejido muerto se extienden
3 se marchitan; sobre la hoja; las nervaduras mas finas
localizados. ) . Manganeso
clorosis presente, tienden a mantener un color verde,
[ ofreciends un aspecto  enrgjado ©
reticulado.
En Hojas jévenes con las
general, nervaduras y tejido | Azufre
ninguna intervenoso de color verde
hoja claro.
muerta. — —
Hojas jGvenes clordlicas;
nervios principales de color | Hierro
verde oscuro; tallos cortos y
delgados.
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Iv. PROBLEMATICA MUNDIAL DE ALIMENTACION

Hoy dfa, debido principalmente a la pobreza y el desempleo, existen alrededor
de 800 millones de-personas (18% de la poblacién del mundo en vias de
desarrollo) que no tienen acceso a la cantidad de alimentos suficiente para
satisfacer sus necesidades (Pinstrup-Anderson y Pandya-Lorch, 2000; Pinstrup-
Anderson et al., 1999). La desnutricidn es un factor importante en la mitad de
los casi 12 millones de muertes de nifios menores de cinco afnos que se
registran anualmente en los paises en vias de desarrollo (UNICEF 1998).
Aparte de l|a falta de alimento, las deficiencias de micronutrientes (sobre todo
de vitamina A, yodo y hierro) estan generalizadas. Por si fuera poco, las
fluctuaciones de los patrones climaticos mundiales y los cambios de uso de la
tierra, iran agudizando los problemas de produccion y la demanda regional de
alimentos.

En la actualidad México y otros paises de la region, no son autosuficientes en
la produccion de frijol, esto se debe, en parte, al aumento de zonas aridas y
semi-aridas (cerca del 63% de la superficie territorial), donde no existen
sistemas de irrigacion. '.Una alternativa a este problema podria ser la
introduccion de variedades de frijol que pudieran cultivarse bajo este tipo de
condiciones ambientales ‘tales como suelos pobres, baja disponibilidad de

agua, Gonzalez de Mejia, (1996).
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V. ;POR QUE MANEJO DE RECURSOS NATURALES?

En el marco estratégico global de la FAO hacia 2015 una de sus metas es la
conservacion, el mejoramiento y la utilizacién sostenible de los recursos
naturales, con inclusion de los suelos, el agua, los bosques, las pesquerias y
los recursos genéticos para la alimentacion y la agricultura. La finalidad
principal es alcanzar objetivos tanto de conservacién como de desarrollo. En
una regién como América Latina y el Caribe que posee una gran .dotacién de
recursos naturales y una poblacién originaria que vive la estrecha relacion con
su ambiente natural, el desafio consiste en determinar y promover sistemas
integrados de gestion de los recursos que sean a la vez econdmicamente
viables, ecolégicamente sostenibles y social y culturalmente apropiados, para
asi satisfacer las necesiaades de una poblacién en aumento y cada vez mas
urbanizada (http://www.rlc.fac.org/prior/recnat/default.htm).

La agricultura moderna es intrinsecamente destructora del ambiente. En
particular, devasta la divél;sidad biolégica sobre todo cuando se practica de
manera ineficiente en cuanto al uso de los recursos o cuando significa la
aplicacién de tecnologias que no estdn adaptadas a las caracteristicas
ambientales (suelos, Iadgras o zonas climaticas) de cierta region, y esto ocurre
por igual en la agricultura pequefia y de gran escala. La aplicacion

generalizada de tecnologias agricolas ordinarias como herbicidas, plaguicidas,
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fertilizanmes y laboras de labranza inadecuadas ha dado como resultado graves
datos ambientales en muchas partes del mundo. Sin embamgo, ciertas
prachticas agricolas que se ufifizan en algunas partes del munde en vias de
desarrcllo tienden a conaervar la diversldad b.ologica. Eato se logra sembrando
simultaneamente un conunto de varnedades del mismo cultivo y mezclandalas
con cultives secundarios, de modo que se mantenga una comunidad vegetal
muy diversa (Pinstrup ¢f af., 2000},

La agricultura moderna ha incrementado la produccion de alimentos, pero
introdujc también el uso intensiva de plaguicidas y fertiiizantes que son muy
cnsiosos y pueden afectar la salud humana o dafar los ecasistemas Cook,

(2000).
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V. MATERIAL Y METODQS

La presente investiqaciin se reali2é en los Laboratonios de Quimica Analitica,
Ciencia de slimentos, Fisiolagia Vegetal, Genética Microbiana y Unidad de
Microscopla Electrénica de la Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad
Auténoma de Nuevo Leon.

€| matenal bioldgioo se obtuve de dos fuentes:
1. Variedades comerciales Garbancilo () y Flor de Mayo (FM).
2. Variedades mejoradas Laguna (L) y Pinametpa (P} propaicionados por el

Banco de Getmmaoplasma de |a Facultad de Agrenomia UANL.

CARACTERIZACION DEL GERMOPLASMA

ANATOMIA DE SEMILLA POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
(Teran, 1994).

Las semillas de frijol de las variedades a cstudiar, fueron fracturades con fa
ayuda de una navaja para exponer las parfes intemas de la tasta y of
endospermo. & matenal fue entonceé desecado al aire, colocado en bases de
aluminio para su observacion y recubiertas con una fina capa de oo en uh
recubridor ionico Balzers, La observacion se reslizdé en un microscopln
glectronico de barrido Mini-SEN 1815 a 15 KV de energia de aceleracion. Se
fotegrafiaran diversas areas de los cotindancs, testa y de las capas de

esclereidag, geperalmente a aumentas de 400 y 1000X,
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CONTENIDO DE MINERALES DE LAS SEMILLAS POR ESFPECTROSCOPIA
DE EMISION POR PLASWA {AOAC,1391).

Las scmillas fucron secadas en una estufa HE-33 RIOS ROCHA a una
temperatura de &0 °C hasta pesa  eanstanie, muestras  Hituradas  de
sproxirmadamenie 1 g se caroonizaron completamente en crisoles sobre un tripid
con tridngulo de porcefana a fuegeo lenta con |3 llama azul hasta ausencia total de
humo y se calcinaron en una mufla THERMOLYNE 1500 a 500 'C durante 3 h.
Las cenizas se disolvieron con 5 mL de HC| 20% pasando la saluckén a través de
un embuds de filiracion rapida praviste de un papel fitro Whatman # 41. El
(trado se caolectd en matiaces de aforacian e 25 mL Se prepare un blanca
reactivo conslatente en S mL de HC{ 20% aforadn a 25 mL con agua bidestlada.
Las muestras fraladas $e analizaron &n un espectrofotémetro de emisidn por
plasma ICAP G61E TRACE ANALYZER THERMO JARRELL ASH bajo

candiciones ya ¢ptimizadas.

DETERMINACION CONTENIDO DE PROTEINA TOTAL POR EL METODO
KJELODAHL (AQAC, 1991).

Se {iiturd la mueslra en un oling ¥y se secd la hanna cobtenida a una
femperatura de €0-70 "C hasta peso constante, posterionmente se tomaron 0.4 g
de la muesira y fueron eolncados en el matraz Kjeldahl agregando luego 1 g de
CuS0O,; y 6 g de K;SQ; Inmediatamente se inicid el procesa de digestion
{(hidralisis de la mueslia) agiegandc al matraz 25 mL de HCI concentrado y 6

pcrias de vidrio. El matraz fue colecads en el digestor Kjeldah y digerir por 1 hora
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rolando los matraces cada 15 minutos.  Luego se€ Inicié el procesa de dastilacidn
{recoleccion del amanio) enfriando el malraz y agregando 350 ml de agua
deatilada Ilavanda con ella las paredes del matraz.  Por separado, en un matraz
erlen meyer de 500 mL fueron colocados 100 mL de acido boricc al 4 %ty y 6
gotas de indicadar mixto (rojo de metilo y verde de bromafenol). Se agnd y
coloc en lz pared inferior del destiador sumergendos @ manguera del
refrigerante n 1a mezcle. Se agregaron al matraz Kjeldah lentamente y por Ia
pared 100 mL de NaOH al 40 % piv y & lentejas de zinc e inmediatamente se
conting con 1a destilagidn  recogiendo luego 150 mL del destlada. Para la
valoracidn, el deatilade se (tuld con HCI € 1N estandarizada. Finalmente se

calculn el % de Nitrdgeno con (8 siguiente fémuis.

% de Nitrogenp = (mL de HCI gastados){Nomalidad del HC I/ Gramos de muesiia

% de Proteina (% de Nitrdgeno)Factor de canversion especifico®)

* Para (njol especificamente ea de £.25

SELECCION DE LA CONCENTRACION MiNIMA DE RESPUESTA A
ESTABLECER COMO ESTRES NUTRIMENTAL

Para este paso. B semillas del cultivar Pintc americano se sembraron en vasos
de poliuretano usarkdo perlita comoe soporte, los vases fusron Jdispuestos
completamente al azar en una camara bioclimatica Biotronetie Mark I, baje

condiciones de 14 h gde fatopericdo a8 26 £ 2 °C por 20 dias, iniclando ¢on un
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fingo a capacitad de campo y despues do la emergencia se aplicaron cada

tercer dla los tratamientos que fueren:

1 Agua destilada

2 Dilucion 1:10 de |a solucion nutrtiva de Hoagland para culvo de vegefales
pH 9.5

3 Dilucidn 314 de la saluctdn nutritiva de Hoagland para cultive de vegetales
pH 5.5,

4 Oilucién 5:10 de $olucion nutntiva de Hoagland para culbvo de vegelales
pH 5.5.

5 Bilucian 7:10 de salucidn nutritiva de Hoagland ﬁala cultiva de vegetsles
pH 5.5,

& Scolueién nutritiva ce Hoagland para cultive de vegetales pH 5.5 complata.

A Ics siete dias se realizé un aclarec para deja solo tres plantulas por maceta.

Finalmcnte se buscaron en cada una de las plantas crecidas bajo los diferentes

tratamientos sintomas de deficiencia y vigor de 1a plantula.

CARACTERIZACION DE LAS BASES BIOQUIMICAS Y
ULTRAESTRUCTURALES DE RESPUESTA EL ESTRES NUTRIMENTAL

OBTENCION DEL MATERIAL FRESCO

Para el analisis de prolina libre, proteina especifica, clocofilas «, P y total, macro y
micronutrimentos y Uftraestructura, 12 semillag de cada uno de 1z variedades se
sembraron en vasos de poliuretanc de 1000 ec usando petlita como soporte los

cuakes fueron dispuestos complefaments al azar con un arreglo factonal 4X2 con

bes repelicones en una cimara bioclimatiea Bictrunete Mark Il bajo
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condiciones de 14 h de fotoperiodo a 25 + 2 “C por 20 dias, ipiclandd ceh up
riegn con agua destilada a capacidad de campa ¥ despues de la emergencia ae
aplicaron cada fercer gia [as saluciones de nego que para el eantrol fue solucion
nutritiva de Hoagland completa y para el tratamiento de escasez de nutrimentcs
ésta misma fue diluida 3:10, a Ioé 20 dias se octuvo =l matenal vegetal frasco.
DETERMINACION DE FROLINA LIBRE (Zuhlga et al. 1989 y Bates, 1973)
Medid grame de haja o raiz fueron maceradns en 10 mL en una solucion
acuosa de acrdo sulfosalicllico al 3 % piv, posleTormente se sonicaron por &
minutos y ¢ filtra |a splucian en un embudo de filtracion apida utilizando papel
Whatman No. 2. Una alicuota (2 mL) se colocd en un tubo de ensaye al que se€
le agreqd 2 mL de acido ninhidrinico ¥ 2 mL de acide acsetico glacial para
desputs colocar el tubo a una temperatura de 100°C duranic una hora,
Finalmeante la reaccion s¢ complatd en un bafio de hielo. Se agregaron 4 mL de
1alueno y el cantenida def tubo se mezclb vigerasamente durante 20 segundos.
Posteriormente se aspire la parle de tolueno con una pipela, se estabilize a
lemperatura ambiente y se determind la absorbencia a 520 nm en un
esgecirofotémetro SEQUOIA-TURNER-680. Se usé un tubo con tolueng como
blanzo para calbrar el aparato. La concendracion de prolina se determind a
partir de una cuiva de calibracion y =& calculé en base a peso freseo de la
siguiente manera;

ppm proina de a curva __X voluman de aferacion = ppm de prelina
g de material peso rresco

4%

SACAL AT L AENCYS BIOLIEIZAS LM, X0 Y. WETI0OLOGIN



DASES MOTUDMICAS ¥ ULTRAES TRUCTURALLX Al TSTELS NUTRIMSNJAL EN hasofiu nagens 1. Mt s ama MAm Camoieo

PERFILES DE PROTEINAS (Pei—Ying Zhong 1987 y Hamcs, 1981)

Obtencion del extracto.

El extracto de proteinas se obtuvo de tejido vegetal fresco de hoja de fnjol de 20
digs de sedad. La muesta ge colocd e.n un congelador durante 24 haras.
Posleriormente se pesaron 0.5 (j de lamina faliar la cual fue macerada en un
martero con diez volumenes de buffar de fosfatos pH 7.2 en bafio de hielp. La
lisis de las células se complet$ aplicando siete pulses de ulirasonide (40 ciclos)
de 30 sequndos ¢ada uno con un perledo intermedio de 30 segundos en kafo
frio para evitar ¢l calentamiento de Ja muestra. El extracto abtenido se centrfugo
a 7 000 rpm duramte 10 minutos. El sobreénadante fue coocada en tubos
eppendorft los cuales se congealaran hasta su procesamiento.

Con € (in de precipilar 1as proteinas, al subrenadanie oblenido se le agregd gota
a gota un volumen igual de suffato de amanio salurado con agitacidn continua en
baric de hielo y se continué con la agitacion en frio por 12 h, luago se centnfugd
a 7 000 1ipm y se abluvo el pellel que se resuspendio en 5 mL de agua destilada
esteril y fria para eliminar la sal por dialisis en membrana contra agua bidestilada
asteril hasta avsencia de conductivdad con cambios de agua cada 12 h, todo
esto en refrgeracion y con agitacon continua. Una vez que el exiracto estuvo
licre de sulfalo de amanio se precedid a liofilizar eon el fin de concentrar y

preservar la muestra hasta su analisis.
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Elactroforesis en gal de poliacrilamida bajo condicicnes desnaturalizantes.

La muestra de protéina (1 mg/mL) se colocd en una salucion desnaturalizante
{10 % de B-mercaptoetann!, SDS al § % {pAv), 0.01 % de azul de bromofenal,
glicerol al 20 % (piv) v Tris al 1.5 % con un pH de 6.8) en proporcion 1.1,
Después la suspension se mantuvo en un bano de agua hirviendo por 2 0 3
minutos. Esia solucidn se oentn’iﬁgb a 6,000 rpm paia elirinar e matanal
insoluble. Una alicuota (20 a 40 pl) se sometic a plectroforesis en un gel
separador de pcliacriiamida al 10 % de 3 mm de grueso con un gel
concentrador al 2.5 %. Se aplicaron 130 yolts para la con¢entracion de las
preteinas y después 150 volts para la separacion, utilizando ventilacidn para
mantener fresco ol gel.  Despugs de la electrofaresis, el gel se colocg, se lave
£on agua y se mantuvo en una solucion colorante (aRzul Coomassie R-250 al 0.1
Y% (p/NV], metanol al 80 % y acide acetico al 10%) durante 12 8 14 horas con
agitacion continua. Para eliminar el excaso de colorante, el gel se coloca en acida
acetico al 10 % cory agnacon continua y cen varios camkios de [a solucidn. Como
marcadores se peso molecular se utilizaron estandares Sigma Chomical Co.,
todos [0e matenales utilizados son grado reactivo.  Realizado esta se procedio a
l2 tincion v reveladg del gel. Ura vez oblenido &l parfil de proleinas se calculd els
frente relativo (Rf) para cada uno de los marcadores y 8o determind & pasc

mulecclar de |4 0 las bairklas de interés.
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ANALISIS DE CLOROFILA o, p ¥ TOTAL Goodwin, (1976)

Para el andlisis de clorofila se siguid el métedo de especirafotometria visible, sl
cual consiste en lo siguiente: Un gramo da lAmina foliar sin nervaduras se macerd
en una solucion de acetong-egua al 80% wiv flltrando luego a traves de un
embude bucchner con papel filtre VWhatman No. 1. El fitrade se aforo a 25 mL

con la misma golucién y s8 leyd la abscrbancia con un espectrofotdmetro

SEQUOQIA-TURNER 6390 a una lonytud de onda de 643 y 663 nm. La
cuantficacién de clorofila o, [ y total se realizé de acuerdo a las sigukentes

|BCUacIoNeEs.

mqg/!g peso fresco da CLOROCILA TOTAL

20.2) (A B48) + (8.02) (A 663)

nig/g peso liesco de CLOROFILA o (12.7) (A B83) + (2.69) (A B4B)

myfg peso fresce de CLOROFILA B (24.9) (A B43) - (4.68) (A 563}

A= Absorbancia a 648 y 883 nm segiin corresponda.

DETERMINACION DE MACRQ Y MICRO NUTRIMENTOQS [AQAC, 1991}

Mussbias de [aiz y pare aérea fueron secadas en una cstufa HS-33 RIOS
ROCHA a 60 °C hasta peso constante. Aproximadamente 1 g de cada una de
las muestras se carbonizaron completamente an crisoles de porcelana sobre un
tripi€ con triangulo de porcelana y a fuegno lento con la llama azul hasta ausencia
total de humo y se calcinaran en una mufla a 500 "C TERMOLYNE 1500 durante

3 h Las cenizas se disalvieron con 5 mL de HCI 20% pasando la solucidn a
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treves dc un embudo de filtracion rapida provistc de un papel filtro Whatman #
41 €l fitrado se colectd en matranes de aforacion de 25 mL. Se prepard un
blanca reactivo consistente en 5 mL de HCL 20% alorando a 25 mL con agua
bidestilada. Las muesivas tratadas. se analizaron en un espeactrofotémetro de
emision por plasma de en el instrumente ICAP 61E TRACE ANALYZER
THERMO JARRELL ASH bajo condiciones ya oplimizadas.
ULTRAESTRUCTURA POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION

Secciones de hoja de los genclipos a estudiar {tcstigo y bajo ambiente marginal
de nutrimentos) se fyaron en una solucion de ghlaraldehido (5%) preparada con
BuHer fosfatos 0.1M. pH 7.2 por .un lapse de 24 & 43 hrs. Las muestras se
extrajeron y se lavaron con una solucidn de Buffer de fosfatos de ¢.15 M para
eliminar el exceso de glutaraldehida, iego se colocamn en una solucidn de
tefranxido de osmic preparada en un Buffer fosfatos 0.1 M durante 2 a 3 horas.
Posteriormente las muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de
acewona (50 -100 ). La acetona presente en el tejido se sustiluyd por de Uxido
de Propileno y se infiltraron las muesiras con la mezcla de resina Spum/Oxido de
propileno i2:1, 1:1, 1:2). Finalmente se ob'uvieron cortes ultrafinos de 600 a BOO
nm con un ultramizrotomo Porter Blum MT-1 equipado cuchilla da diamants, los
cuales se centraslaron con acetato de uranilo y citatn de ploma Laos cores
obrenidas ee observaron en un microscopia electrdnicn de transmision Zeiss EM-

9 (Morenp, 1998).
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DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para la deteminacidn da macro ¥ micre nutrimentos, asimisme prolina libre y
clorafila re, P y lotal, se aplica un disefo faclorial 2° con cuatm repeliciones para
cada nivel dei factor. Todos los dalos cuanttativos se someteran a Un analisis
con el paguels Statgraphics version 7.0. Para verficer 1A existencia de
diferencias significativas entre |as variedades y los componentes se aplicé el
anaiisis de varianza multipic. Los valores promedio fueron analizades mediante

la prueba de Comparacion Multiple de Tukey ( 2ar, 1935,
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
CARACTERIZAC!C)N DEL GERMOPLASMA

ANATOMIA DE SEMILLA POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Las imagenes anatomicas mostraron varabilidad en el acomodo de macro y
microesclereidas de la testa (ver figura 1a y 2a), presentandose menos
compactas las del cultivar Laguna, lo que de acuerdo a Teran (1994) y Maiti
(1997), representa una ventaja en la etapa de germinacion, ya que mas
faciimente embebe el liquido del suelo dandole mayor posibilidad de sobrevivir en
ambientes tanto fériles come marginales, ademas a nivel de endospermo se
presenta mayor proporcion de proteina que de almidon en Laguna (ver figura1b),
y Flor de mayo (ver figura 2b), a diferencia de Garbancillo y Pinamerpa en donde

se presenta jo contrario.

Figura |. Anatomia de 1esta (2) y endospermo {b) de frijol variedad Laguna mediante
Microscopia Electronica de Barrido.
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Figura 2. Anatom(a de testa (a) y endospermo (b) de frijol variedad Flor de mayo mediante
Microscopia Electrénica de Burrido,

CONTENIDO DE MINERALES DE LA SEMILLA

Macronutrimentos

La tabla 1 muestra en andlisis de varianza para el contenido de
macroglementos en las cuatro variedades de frijol a estudiar, en la cual se
aprecia que existieron diferencias altamente significativas (P<0.01) entre las
variedades para todos los elementos analizades, La prueba de Tukey (ver
tabla 2) mostré que la veriedad Laguna presenta el mayor contenidc de
Potasio. Magnesio y Calcio (ver figura 3, 5y 6), mientras que para sodio fue
Pinamerpa (ver figura 4), aunque éste no/seé considera un elemento esencial

(Clark,1990).

TABLA 1. ANALISIS DE VARIANZA PARA MACRONUTRIMENTOS EN SEMILLA

ELEMENTO FUENTE DE SUNS 2E GRADDS 0E CUADRADO v PROBABILIDAD
VARRCION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO :A.C:LAD
POTASIC VARIECAD 3520744 60 3 100631850 | IrSae™ P <00
3000 | VARIEDAD JA024 28 3 125541 52 518" PO
MAGNESIO VARIEDAD 455 05 3 /302 | 7S P<0D
~ CALGIO VARIEDAD S17.01 3 05 63 f 19T P <001
VAL OEES AL TAMENTE SIGMFICATIVOG (P < 001) * VALORES SIGHFICATVDS P <008 NS« VALORNO GGNRCAI Y (P20 08)
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anm 5. Comenldodc Magluuo

hgm 3. Comenido de Poumo en
semitia de cuatro variedades de
frijol

en semilla de cuatro variedades de

frijol

473

EE3883

Figura 4 Contenido de Sodio

toiaria Advran Subcs (rncaies
TABLA 2. m DE TUKEY PARA MACROELEMENTOS EN SEMILLA
T ELEMENTO PROMEDIO + ERROR ESTANDAR | LIMITE DE CONFIANZA PARA LA MEDWA, |
1 1389200 + 57024 182311 106008
2 1356237 £ 17820 M08 1363158
VARICDAD 3 12256402 083c AT 1332582
POTASIO 4 1505 & 058d 143568 1260048
Total 1331148 + .M
! 54353+ 1564 63508 5108
7 38790+ 08¢ 50035 B0SAS
VARIEDAD ) 473N 6200 4750 ML
SODIO 4 98830 1112 85075 96585
Total 66874 + 154
| 517462617 a L T T T
25054178 51248 5350
3 S+ 200 B %87 A
VAREDAD 4 SMT2s 185 ¢ e B
MAGNESIO Totat 53882 ¢ 1.73
141147 2 190 8 Wh 46
P 7 4703 ¢ T4t 329 ee018
CALCD 1 157 0T B 4625 46828
VAREDAD 4 503 1000 461 59 465.18
Total 2658 £ 0 €8
b O e
o Bleeea vdian Slancis Sgncatia (p<0 05) VAMIEDAD 1 FLOR DE WAY0, 2 GARBANCILLO, 3 LAGUMA ¥ § PINAVERPA
14500
14000 A
# 13500 ar

¢n semilla de cuatro variedades

'ac‘&tm

Figura 6. Contenudo de Caleio en
semilla de cuatro variedades de
frijol
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WMICRONUTRIMENTOS

Los resuttados del anahsis de varianza para estos elementes sa muestran en la

tabla 3 en la cual se aprecia que existieron diferencias aftamente significativas

{(P<0.01) enlre las variedades para lodos Jos elementos analizados. L2 prueba

de Tukey (ver tahla 4) maostro gue la vanedad Laguna presenta el mayor

conlenida de ¢obre {(ver figura 9), Flor de maya el de 7zin¢ (ver figura 10) y

Finamerpa de Manganeso y Fierro {ver fiqguras 7 y 8),

Integrando los resultados para macro y micranulrimentos podemas asumir a 1a

vanedad Laguna y Pinamerpa como las de mayor cantenido de estas; en base a

(o reportado par Moreno, (1996) en su estudio de |a relacikin 2nte el contenido de

minerales en semilia y desarrollo de plantule de especies de frijol, estas puaden

se corsideradas como tolerantes ya que sstas presenian un mayor porcentaje

de germinacién y mejor desarrollo de |a plantula.

TABLA 3. ANALISIS CE VARIANZA PARA MiCROELEMENTOS EN SEMIL LA

FAZATAZ 2€ ZIZNCIAS B W06 Ta5 uANL 200

TLEMENTD FUZNTE DE SJhk DE GRACOG DE ZUKDPADD FCALZUACA | PROBABILIDAL
V3R ACION CUAIREDOS | LIBERTAD MECIO
MANGANE SO yAQEDAD 1 2 1% Se0at P«[.0
[ _FIERSD JARIZDAD €62 [ 1 _ 15.54 434" PR E]
TubE vrARIZLAL 1345 | 31'h 2'ant r<LC.N
RIS JRVIURG (4533 ) ° G197 1¥0 " Ps LA
~VEL RS ALTANERTE S7IRF 30 0 (Pa o) ~VADREG SGMEICAIVES P < A0 W5 - w7 OR WD EGHFICATAC (3 20 09)
SR

W, FESULTACDS 1 DSCISI0N
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TABLA 4. PRUEBA DE TUKEY MICROELEMENTOS EN SEMILLA
TEEMENTO  [NWEL |

ELEMENTC PROMEDO + ERROR ESTANDAR | LIMTE DE CONFIANZA PARA LA MEDIA
1 150940 12¢ 5% e
2 1WBaB205L %15 1831
VARIEDAD 3 15854025¢ .12 1578
MANGANE SO f 1723+ 008 %o 1%
Total 16.21 + 0.07
1284650420 6T HE
72613:012¢ % %
VARIEDAD 3 /MLABL w2 %m0
FERRO 43172 2047 ne2 52
Total 2884 +0.17
! 116120212 103 1299
2846 1 0% @ 758 04
3 1029+ 0250b an 1087
COBRE VASEDAD 4 10%:02%c 928 1"
Total 1823 ¢ 0.43
1 5344 t 00 0 5278 4N
. 262 s e 204 6334
8 3 140882033 14002 W35
VARIEDAD N 9632 20220 %565 W%
Total 8.2 1 0.14

*Leiras Siareoks nAan Sfentd sgndicatve (9<0.08). VARIEDAD: 1 FLOR DE MAYQ, 2 GARBANCILLO. J LAGUNA Y 4 PINAMERPA

178

145

15
17 £ %
125 | orm ) 28 oM
16 .G 20 .G
155 oL l 15 !\Dl
15 § ‘op 10 or
5
0

14

Figura 7. Contenido de
Manganeso en semilla de
cuatro variedades de frijol

Figurn 8. Contenido de Fierro en
semilla de cuatro vanedades de
frijol
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14
72
10 am
8 BG
3 oL
4 ar
2
0
Figura 9. Contenido de Cobre en y 4 .
semilla de cuatro variedades de frijol Figura 10. Contenido de Zine en

semilla de cuatro veriedades de frijol
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DETERMINACION DEL CONTENID) NFE. PROTFINA TOTAL

Existio diferencia altamente significativa {p<0.01) en &l parcentaje de proteina
Total de las cuatro variedades a estudiar (ver tabla &). La comparacion multiple
de medlas mostra |la farmacién de tres grupos estadisticamente diferentes (ver
tabla 6). Los cultivares con mayor concentracian de aste nutrimente fueron Flor
de mayo con 21.72 % y Laguna con 20.92 % (ver figura 11). k que indica |a
posibilidad de que sean los gue mas toleren el eslrés nutimental ya que segin
Viad y Pretorian, {1086}, el contenide de protelna estd relaclonado can la
resistencia a la sequia, P acutfohe se ha reportado comg una espscie
resistente a la alta temperalura y sequia debide a que conliene un allo

porcertaje de &sta (Frederici et ef., 1390).

TABLA 5. ANALISIS DE YARIANZA PARA ANALISIS DE PROTEINA TOTAL

FJENTZ DE VO.MACION | SUL4A DE CUADRSLOS | GRADOS DZ LEEFTAD | CUADRADG  FCALCULACA | PRCEAIILIJAD
MEDIL
(FE )T E 7 3 “5h Pl P<Lh
1
“ Yalar Nramanus signficatho p«< 041
TaBLA 6. PRAUERA DE TUKEY PARE PROTEINA TGTAL
I_ HVIL PROMEDHO t ESROR ZSTANDAR LANTE DC COWTAKZA PARA LA MEDIA
CATE LR 3 2152 2188
7 MM IS . ' 20,08 203
YAHIEDAD 3 M9+ Cres t PN FIRIE
4 Ml 002 ¢ mm aas

*Lairss dreveqles [ndican Cleiencd: BNz [ »C.25). ZRAIEDED, | LR D Me~D 2 GARIANII LD, ILATUNA v d PNVAMER A,
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VARIEDAD

Figura 110 Coménido de Proteina total en cultivares de frijol comerciales (Flor de mayo,
Garhancilio) ¥ mejorados (Laguna y Pinamerpa). =

SELECCION DE LA CONCENTRACION MINIMA DE RESPUESTA A
ESTABLECER COMO ESTRES NUTRIMENTAL

Se eligié |a dilucién 3:10 solucién nutritiva de Hoagland/agua bidestilada porque
fue la dosis en la cual se presentd un vigor de la plantula similar al testigo (ver
figura 12). ademas no se encontraron sintomas de deficiencia de nutrimentos a
diferencia de la dilucion 1:10 en donde se presenta clorosis marginal debido a
los bajos niveles de Potasio y Zinc asi como hojas jévenes marchitas por

insuficiencia de Cobre (Clark, 1990).
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Figary 12, Pliirulas de 20 dies de edad crecidas bajo condiciones controladas a diferentes
concentraciones de sofucidn nutrtiva de Hoagland pH 5. § usando perlita como soporte

OBTENCION DEL MATERIAL FRESCO

La siembra bajo condiciones de estrés de las cuatro vanedades de frijol a
estudiar produjo plantulas de ente 50 y 60 cm de longitud sin sintomas de
deficiencia en Laguna y Flor de mayoc y con algunos en Garbancillo y
Pinamerpa (ver figura 13), desde ese momento pudimos observar que estos
Uitimos fueron mas sensibles al ambiente limitante en nutrimentcs, ya que a
nivel de raiz las plantulas de Laguna y Flor de mayc desarrollaron mayor
longitud de raiz con mas cantidad de pelillos radiculares en comparacién con su

respectivo testigo para una mayor eficiencia en la absorcion de minerales.
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Figurs 13, Plintulas de 20 dias de variedades de frijol sometidas a estrés nutrimental
L: Laguna FM: Flor de mayo G: Garbancillo P: Pinamerpa
C: Control  E:Estres

DETERMINACION DE PROLINA LIBRE

El analisis de varianza demostrd que existen diferencias altamente significativas
{p=0.01) entre los tratamientos, pero no eﬁtre las variedades ni entre los
componentes (ver tabla 7). _lLa prﬁeba de Tukey muestra diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) entre los tratamientos (ver tabla 8),
observandose que el control acumuld 0.1485 ppm de prolina, mientras que por
efecto del estrés se presentaron 02487 ppm (ver figura 14 b). Esla diferencia
representa cerca del 100% de incremento en la acumulacion de este
aminoacido, lo que coincide con lo rer;drtaco por Hanson et. a/, 1979 Hanson
y Hitz, 1982, Naidu et a/ 1992 para estrés hidrico y salino. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas{P<0-05) entre hoja y raiz (ver figura
14 b). Finalmente entre las variedades observamos un rango de acumulacion
que va de 0.1742 ppm en la variedad Garbancillc a 0.2234 ppm en Laguna
Sin embargo de acuerdo a la comparacion multiple de medias las diferencias

observadas no son significativas 8P<0.05) entre ellas (ver figura 14 a)

4
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TABLAT. ANALISIS DE VARIANZA PARA PROLINA LIBRE
[ COMPUESTO FUENTE DE SAMODE | GRADOSDE | CUADRADD | FCALCWADA | PROBABIIGAD |
VARIACION CUADRADOS |  LIBERTAD _MECIO
VARIEDAD 00217 3 1007238y 7 L P=0M
PROLINA COMPONENTE £.0008 1 1.00084€2 0467 P=08
TRATAMIENTO 01983 01182961 23382 % P« 0.0t
= VALDRES NLTANENTE GGMEICATROS F < 000 'vmmosmm NS « VALCR W0 SGNEICATNG [P 50.05)
TABLA 8. PRUESA DE TUKEY PARA PROLINA LIBRE
COMPUESTO | NIVEL PROMEDIO + ERROR ESTANDAR | LIMITE DE CONFIANZA PARA LA MEDIA
1 0782110129 2 LW 0226
2 01742+ 002858 12 028
VARSEDAD 3 02457+ 00%2 D8 02582
& 02U L0007 L5 D259
Total § 1991+ 0.0125
1044900150 a 09655 02263 .
COMPONENTE |5 02033200177 & ere o
Total 0 1981 + D028
. 01202 01788
104885200128 & -
TRATAMENTO |2 02487 £ 00161 9 028 oo
Total 0138 + 20903

* Leras Momimes indici Shennon sgnicalvn (p<0.08)  VARIECAD: 1 FLOR DE MAYO, 2 GARBANCILLD, 3 LAGUNA ¥ 4 PINANERPA.
SUMPONENTE 1 HOUAY 2 RAIZ| TRATAMENTD 4, CONTRCL ¥ 2. ESTRES.

.24
B3
P
P o
"
B
Cos
g

Johduia 483 Contertidb O pralixg litee bo

cuatro variedades de frijol bajo condiciones
de estrés nutrimental,

O DEMAYD
W CASBANCHAC

£ LAGLUNA :
(3 FINANERFPA

P02 fee
P ook WCONTROY BHOMA
n I WESTRES WRAT
04— " ' ——
D08 + —
0 — o I8
Figura 14b. Efecto del estrés Figura [4¢. Efecto dcl.csm_‘s nutrimqttal
nutrimental en ¢l contenido de en el CO!I(I..'me de prolina libre en hoja y
prolina libee en frijol iz de frijol
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ANALISIS DE CLOROFILA o, B y TOTAL

Clorofila o

Bl analisis de varianza mostro que existen diferencias allamente significativas
(p<0.01) etire Jas varkedades y entre |0s tratamientos (ver tabla 89). La CMMT
mostrd |a formacién de irés grupos estadisticamente diferentes (P<0.05) entre
lss variegades inciuyendose en ef prime'ro a Laguna y Garbencillo, en el
segqurc flor de mayo y Laguna y en el tercero Flor de mayo y Garbancillo
(Tabla 10). La mayor concentracion de Cloraflla a se presenté en |a varledad P
¢on 19,3 mg, wuesntras que |a menor concentracian se presanto en G con 14.19
mg (ver figura 48 3)  En cuantc a Ioé tratamientos hubo diferencias
significativas (P<0.05) entre control y esires (ver figura 15 b), presentandose
mayor cancentracion en el control can 18.88 mg. Eslos resulladas coinciden y
corroberan al mismo tiempo las aseveraclanes reaizadas por Valencia ef a1,
(1997} quienes mencionan que la reduccién en el contenido de clorofilas esta

relac.onada con la respuesta a factores de estrés.

TABLA Q. ANALIS'S DE VARIANZA PARA CLOROFILA. ix

FLENIE LE vaR ACION l SUMADE HRADCSDE CUADIAID MECIO FCALTULAL A PROBAE LIDAD
CUADRAZCE LIEE RTAZ
VYATECAD | 1083 3 X0 0 3400
TRE™ WMIENTC 217 1 217 72" =< 001

“QALOALS AL”AANRTE DIRNTEATVCS | Q0 “YaLCORES SGNFIZATIVS [FLC i) N3 - LSRN SrpdFICATIVD 47 =305

TABLA 10. PRUEBA DE TUKEY PARA CLONOFILA a _

MVEL FROVELIO | ERNUKESIANDAR | LUMME DE CONFUANZA PARA LA MEOUA

T 15351065 o TRs) ZEXD

2 9161 1263 ‘a8

YAREDAD 113141772 b 17,34 wi

4 18322190 g APTE ;.68
ToMl ‘725 = 044

113361 317 a 7.2 194¢

THATAMENTD 216154 1138 LA b
It 14,25 2 15F

T Lot hnrier i 0 o be paig by SR o DS RRIEDSL N F TROF WTD) 7 CARFUNCILIL I LA SN T & FINEE PPR
TRATAMEN"T) | CDMTRIL ¢ 2 E3TRES
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ANALISIS DE CLOROFILA «, [ ¥ TOTAL {EQODWIN (1976)

Clorofilaa

El analisis de varanza mosire que existan diferencias altameante significativas
ip=0.01) enlre las variedades y ertre (235 ratamientos (ver tabla 9). La CMMT
mostro la formacién de lres grupos estadislicamente dferantes (P<0.0b) entre
as variedades incluyendose en el primerd a Laguna y Garbancillo, en el
segundo flor de wayv y Laguna y en el tercero Flor de mayc y Gaibancillo
(Tabla 10;. La mayor concentracicn de Clorafila a s2 presento en 2 variedad P
con 1€.3 mg. mientras qie 1a menor conceniracicn se presanto en G con 14.15
mg [ver figura 15 a). En cuanlo a los tratamientos hubo diferencias
significativas (P<C.05) entre control y estres (ver figura 15 b), prasentandose
mayor concensracion en el contro’ con 18.36 mg. Estcs resullados coinciden y
corroboran al mismoe tempo |as aseveraciones realizadas por Valencia &f af,
(1997) quien=3 mencionan gue lg reduccion en el contenido de clorofilas esta

relacrenzda con la respuesta a faclores de eslies,

TABLA 9. ANALISIS DE VARIANZA PARA CLORDFILA. u

FACRIE N wskianG N ERCENTE HAADOS B TLAL=ADC MENO SCA TULLUA PLOnE LA
SIS LB RIAC |
VR =nar | RS 1 TR nse r«<om
T-alz€EN"T 17 | AT - By

o
b
.

T VALTPES ML AMESTE SITTACATICS [F e 040 T2 DIFSSLEFKATIC, B0l WS = VALTRMD SISIE TATIV. |F =3 06

TABLA 10. PRUEBA DE TUKEY PARA CLORDFILA o

NIVEL FROMEDK | FRROR CSTANDAR LIMITE OE CONFIANZA PARA LA MEDIR
* D 473 731
PR TR TS I 1263 HE
YARIEDAD I RIT m 1/ 58 roks
45010 9 174 P
Tewl U Mz ddd
1:33 £ 217 3 1V 1245
TRATARIENTO 216°5t 113 ¢ 5 e

_ T 17 274 nsr_
L o A vt (Wm0 BAZFTR0 ¢ 0 TR DT S0 TRAASRRII G A1 ACLIG ¢4 PIIEVE AR
STATANMERT O CONI 0L -3 CORLG

6?7
FAZ I TS JENQAS BILEREAS (AN, (M W REZRT4AS T
Ciscvaan
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figura 16 b). Nuevamente estos resultados se respaldan con las observaci

realizadas por Valencia et a/., 1897

TABLA 1. ANALISIS DE VARIANZA PARA CLOROFILA f§

FUENTE CE VARIVCION | SUNATE GRADOSDE | CUMDRADCMED'Q | ¥ CALGULADA FROBABILIDAD |
CUADRADCS LIBERTAD
VARIEDAD w 3 1285 1045~ Bedl
TRATAMENTO 419 1 418 A & =007
S VALORES AL TANENTE SIGNT ICATIVOS (P < 001) * VALRES 5 VOS (P <208 NE = VALOR NO SIGNFCATIVD (7 a8

TABLA 12. PRUEBA DE TUKEY CLOROFILA f
[ NivEL

PROMEDIO + ERROR ESTANDAR DE CONFIANZA PARA LA MEDIA

1 651L038 b

2 569+ 081 b b I Y

3 4292022 2478 682

VARIEDAD § 3652022 2 2480 V]

Totsl 7 31+ 0.24 M8 958
1 7934009

TrrAsEmro. ]2 Epdaera NN AN

J Total 7314 04 62 755

* Letras diferentes indican difgrencasignificativa (p<0.05). VARIECAD: 1 FLOR DE MAYO, 2 GARBANGILLO, 3 LAGUNA

Y APINAMERPS, TRATAMIENTL 1, CORTROL ¥ 2 ESTRES

E
L&
“ .2

6 N e

0P 8 DF MAYS BGARBANCY L0 DAL DI NAMERSA

Figura 16a: Contenido de clorofila
§ en cuatro variedades de frijol bajo
condiciones de estrds nutrimental,

Clorofila Total

B - N s R s

CON

Figura 16b.

Efecto del esirds

nutrimental en el contenido de
clorofita B en frijol

Los resultados obtenidos gn el andlisis de varianza mostraron que

existen diferencias altamente significativas (P<0.01) entre las variedades y

dicha diferencia fue significativa (P< 0.05) entre los tratamientos (ver tabla 13).

La comparacién miltiple de medias (ver tabla 14), mostro Ia formacion de tres
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grupos distintos enire ellos, incluydndose en el primero a las variedades
Laguna y Pinameipa , en el segundo Flor de maya ¥ Laguna y en el tercero
Flor de mayo y Garbancillo (figura 17a), resutando asi gue |a mayor
ccneentracion de clorofila total se demostrd en |a variedad Pinamerpa con un
valor de 28.01 mg; en contrasié. la menor cohcentracidn {19.90 mg) se
presentd én la variedad Garbancillo (ver tabla 14). Para |os tratamientos la
mayar concentracion dr clorofila total se registd en el control (26.07 mg),
mientras que la merd concentracidn, por el efccto del estrés registro 23.05 mg
fver figura 17h), Estos resullados concuerdan con los reportandos pot Castnllo
y Femandez. {1990}, quieres pbservaron que |a disminucion en el contenido de
clorofila total puede ser considerada como un buen indicader del grado de
estrés hidrice en plantas de maiz. Del mismo modo, |a respuesta obtenida por

el Factar de esltres conrobora 1as abservacianes de Valencia et =, 1997

TABLA 13, ANALISIS DF VARIANZA PARA CLOROFILA TOTAL

FLINTE CZ VARML EH SUmMA ZE ERADSS € CUADRADS) MEDHC F CAC_LADA FROBABI. D4O
_CUSORADDS _5E3TAD
YHAIEDRU &4 L] 5813 e~ P31
TIATAMENTD e 1 5421 £33 P02

TR TS A TN BTN CATIVES I tfyﬁ) b DRFA SICUFITATLHA IF <00 B SR, A B G E AT Prads,

TABLA 14, PRUERA DE TUKEY CLDOROFILA TOTAL

WIVEL PROMZ0N + ERRCR EST AN AR LIMTE NF CONFLAZA PARA | & METITA
12235 2105 02 478 524
FARLE ST Y "y w8
1 27.97 2354 al HE0 998
WARIEDAD % +15 g Trdn N0
Toal 2%z 0.3
107 £025 8 «“d I
TRATARENTO 4 IS ¢ 43 b 220 wy
Towl 2450 10§

"Lz CHpees IO CTMIroa kG 2903 E<A0T VARECAT L FUDKDE MOTG FGAREANILLCG LA AAY < FINMICRFA
TRATEM BT Y LASIROL Y ¢ TR°RTA

&y
CADL"AD 2€ DENCUS HICLOCACAS, LANL X0 W IESATARGS 1 DeSCLE(N
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Figura 172 Contenido de Clorofila total en Figura 17b. Efecto del estrés nutrimental
cuatro variedades de frjel bajo condiciones enel contenido de Clorofila total en frijol.
de estrés nutrimental
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DETERMINACION DE MACRO Y MICRO NUTRIMENTOS
POTASIO

El contenido d= Potasio en los componentes fue muy variable de tal manera
que se detectaron diferencias altamente significativas (p<0.01} enire ellos y los
valores fueron significatives (p<0.05) para los tratamientos. Sin embargo no se
detecté dierencia significativa {P>0.05) para |las variedades (ver tabla 15).
La prueba de Tukey (ver tabla 16) presenta también diferencias significativas
entre los fratamientos, de manera que con el tratamiento de estrés nutrimental
exiate una mayar acumulaciin de este elemento al reglstrarse 19118.88 ppm,
en comparacken con las 18 162.87 ppm que se regrstran en ol contrgl (ver figura
18b). Respacto a 08 componenies obsewémos que en parte asmea se
acumularnn 29 872 17 ppm, mianiras que en ralz se absorthen 7 407 .56 ppm
(ver figura 13¢) ko que difiere con He y Tang (1993), que repcrtaron un
incrernento en la acumulacion de potasio (K') en la ralz de surgo al estudiar el
efecta de estrés osmdtino

En las varesdades, el rango de acumulacion de este elemento fué
desde 9 210.€8 ppm en la vanrdad Flor de Mayg a 18 148.70 en Garbanoillo
(ver figuca 18a);, sin embargo, de acuerdo é la prusba de Tukey, estas
diferencias no fueron eﬂadIsticamente.sign'ﬂicativas (P>0.05),

TABLA ‘5. ANALISIS DE VARIANZA PARA CE POTASIO

FLICHTE DF SUMA BE [ GRANDSDC | CUADRAPO NN | F CALCULANA PROBARILIOAD
VATIACHN CUAORANCS LIGERTRAD
Va5 EJ4k o 2 XY M P=027
LAPLNHENTE Q% 1 6Ly PEAEY (R Pl
MRATAMCN™ | o9 1 11 " Pal4
N CGhES A CAdFNTE Sina M ™" e(dF < }«]1} " YAl GRES B GHFICATVG [P~ I RS N3 o Wbl Ol NG IRNFICETHTD B om 24

M
LACLLIN LE O-MOAS EL DGICAS. L. A A BERLLTADS Y MISCLEKN
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rmmmnewxev PARA POTASIO

PROMEDIO + ERROR ESTANDAR LWAITE DE CONFIANZA PARA LA MEDS ]
1 19282316411 W28 200849
2 1814871 4 237 20 8 V2090 150865
VARIEDAD 3 1821352+ 3048812 M55 19181 13
4 1936762 31158 g RS 1920457
Total tHOG AT + 1T R
128217002 20208.0¢ 305330
COMPONENTE 7740756 £ 3621 b 674443 BOT0ES
Tetal 1360086 + 262 77
TRATAMENTO oy Biupico b 4674 182801
2 1011688 £ 456,64 0 oir ok
Total 18633 86 ¢ 167233 ~ :

* Lelras diferenie indican diferencia mignificativa (p<0.05). VAREDAD: 1 FLOR OF MAYO, 2 GARBANCILLD, 3 LAGUNA
YAPINAMERPA COMPONENTE ® PARTE AEREA Y 2RALC TRATAMIENTD 1, CONTROL ¥ 2 ESTRES.

$ T.

\. P | @FLOR 0E MAYD
(e
. DLAGUNA
TRl | [omeereA

Figura 18a. Contenido de pofisio en
variedades de frijol Bajo estrés
aufrimental.

25000 per ey -
00t |
| P e
’ P
2 15000 ' @CONTREL » et |
" 10000 4 WESTRES wew
100
S0 e
- B 'Y
Figura 18b. Efecto del estrés Figura 13¢. Contenido de ?
nutrimental en ¢! contenido de potasio en parte aérea y raiz
patasio. ) frijol bajo estrés nutrimental,
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SODIO

De acuerda al analisis de varianza (ver tabla 17) la concentracion de sodio
presentd diferenclas allamente significativas (p<0.01) entre los componentss y
los tratamientes, conftrario 8 lag variedades, donde no se ohservd diferencia
significativa [P>0.05). Respecic a les tratamientes, en |13 prueba de Tukey (ver
fabla 1B) ebservamos que exislen diferencias estadisticamerde significativas
(P<0.05), donde el control se alcanza una mayor acumulacion de sodio ol
registrarse B0S4 BB ppm, en comparacion con las 7216.55 ppm acumuladas en
el tratamiento estrés nutrumental (ver figura 18 <. Del wismo modo
encontramas que entre parte adres y ralz, existen diferencias significativas
(P<0.05}, acumuiandase una mayor canfidad de este nutnmento en la raiz (13
878 25 ppm) en comparacion con las 2435.18 ppm regisiradas en la parte
aérea (Figura 19b). Respectc a las varkedades (ver figura 19a).. se puede
gkservar que |a vanedad Pinamerpa acumula una mayor camlidad de sedio (B

714 84 ppm) en camparacion con la varkedad Laguna (7 B73.19 ppm). Sin

embargo estas diferencias no son estadisticamente significativas (P>0.05)

TABLA 17. ANALISIS DE VARIANZA PARA SQDIO

FUENTE DE SN CE GFADISDE | CWADRADOMECK | FEALCULADA | PROBATLIAD
VARIAZ KON CUADRADOS LB:RTAD
VA AIEOAN 517 q 172 TI5% CEGER
OXRPINFATE 15 . L5 055,23 » P<r.01
TRATAMENTD 4.3 : Az 2445 P<QC
VSRS L OMENTE 53 CATRNS <D0 *ALIRS SEMHCAITICE <06 NG vA.UM 1R SANEIA IO F T,
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TABLA 18 COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY PARA SODIO

HVEL PROMEDIO + ERRDR ESTANDAR LIMITE DE CONFIANZA PARA LA NEDA ]
2 BIB9S 08 TN 5T VR0
VARIEDAD 3 7873194158238 1962 47 #583 93
4 E714.04:2070.183 2004 29 242588
Yotal #1155 714230 71
1 243518220007 b 193282 2037 74
COMPONENTE 2 13376 254399.03 8 1337368 I8
Total 8155 72422119
1729655113824 & 671399 Mz
TRATAMENTO 2 5054 B34 129284 b 850 32 8557 o
Total 3155 724861 41 |

* Lewas derente indican diferenca significativa (p<0.05). VAREDAD. 1 FLOR DE MAYD, 2 GARBANCILLO, 3 LAGUNA
Y APNAMERPA OCOMPONENTE ), PARTE AEREA Y ZRAZ.  TRATAMIENTO 1, CONTROL ¥ 2, ESTRES

12000

AONC A

Figura 192. Contenjdo de sodio en
variedades de frijol bajo gstrés

nutriments!

Figura 19b. Efecto del estrés
nutrimental en ¢l contemdo
de sodio en parte aéread y
ralz de frijol

@FLOR DE MAYO
WGARBANCILLO
CILAGUNA
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P
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Figura 19¢. Efecto del estrés
nutrimental en el contenido
de sodio en frijol

FACLLTAD DE CENCIAS ROLOGICAS, usiL 200Y

Vi REEULTADOS Y DECUSKON

74



AR AU X0 1 UL TRALS | RULTLRALES ALESIE S AWLITRIMENTAL EN Phasechus witga-u L Mrh Adnane Ml st

MAGNESIO

De acuerdo a los resultados Sobre & contenidn de este magnesic, hemos
constalédo la existencia de diferencias (P<0.01) entre los tratamientos,
(P<D.05) en las variedades y (P>0.0%) entre |os camponentes (ver tabla 19). La
Prueba de Tukay (ver tabla 20) masto diferencias estadisticamente
signifizativas entre |os tratamientos, resultando que el control presentd una
mavgr acumulacion de magnesio (1 069.59 ppm) mientras que bajo condiciones
de &strés nutrimental se absarben unicamente 868 23 ppm (ver figura 21bj.
Respecta a 193 componentes, Ia comparaclén de medias no mostré diferancias
significativas entre |a parte aérea y la raiz en cuanto a ka acumulacion de esle
elemento cuyos valores fileron 989.14 y 94869 ppm reapectivamente (ver
figura 20c). En las variedades (ver figura 20a), 8¢ puede observar un ~amplio”
rango de acumulacion de magnesio gue va desde 1 056.87 ppin en la vanedad
Garbancil 0 hasta 6'{8.56, ppm en Flor de Mayo, sin embargo, de acuerdo a la
prueba de Tukey estas diferencias no llegaron a ser estadisticamente
significativas (ver figura 20a;}.

TABLA 19. ANALISIS DE VARIANZA PARA MAGNESIO

E_EMENTO FIENTE DE SLM.DE GRADDS DE CLADRAZO PRCBABILIDAD
YARIACKH CUADRA S LISERIAD MEDIG
- VAAECAD o e R T P eD.04
MACHESID COMPANERTE 12873 2% e 126712 P=h4s
TRATAMENTD e | e 27324 Py _|

T e va FERALTAMENIE B ARICAT 5 3< 0311 T WAL RET SIEMTCATVOE F+ C B NS = /ALORND SEMACATIA) (Pl i
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TABLA 20. COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY PARA MAGNESIO

e SROVEDID = ERAOR ESTANDAR UMTE DE CONFIANZA PARR LA MEDIA
) B2 Ame 7674
2 105657 : 60830 w575 1979
VAREEDAD E VTP YE 788.23 101053
A VR LM 9317 11594
Totsi 553 41 + Y180
1 14147
COMPONENTE 2::&4 . na,s? - 91058 1957 74
Tots 56841 2 2.6 &7102 1028 27
1106658 + 4543 &
87112 1848 17
TRATAMIENTD 2 30234365130 ‘ 047 51
Total 565,41 + 26.02 78056

o \otze diferunies indcan dersncs soiicava (pe0.05),  VARIEDAD 1 FLOR DE MATD, 2 GARRANCILLO, 3 LAGUNA Y & PIRANERFA,

COMPONENTE 1, PARTE AEREAY 2 RAL TRATAMIENTD §, CONTROL Y 2 ESTRES

120 —
R
800
Py @ FLOR OE MAYD
; 800 W GARBANCILLO
A |DLAGM
RPA
2 . g il |
Figura 20a. Contenido de magnesio en guatro
vaniedades de frijol bajo condiciones de estrés
nmutrimental.
1200 - B 1 ==
10 Ll ,r‘, ,A‘ |
p + -g i ¥ .
g e ) : L Wa-wa
" | m =B : "
a0 -1
-
o0 ool |
0! *Figura2Oc, Efecto del estrés
Figura 20b. Efecto del estrés nutrimental en ¢l contenido de
nutrimental en Cl cmlmldﬂ de mmﬂio en parte aftea y raiz de
magnesia en frijol, friiol.
76

FACULTAD DE CENCIAS BIOLOGIEAS LANL 2008

Vi RESULTADCS ¥ DiSCLUSON




BASFES AUA M CAS Y |LLTRAES RIECTLEAIFS al FETRS: NI MRIMANTAL FN Snywnier (A3 AR Ml ASEEs Mgz Cnalier

CALCIO

Los rasultados obltenidos del ANOVA (ver tabla 21) mostraron que axisten
diferencias altametute significativas {(p<0.01) entre las variedades y enlre |os
compenenles psro no entre |os tralamientos (P=0.03). Respecto a los
componentes, la prueba de Tukey {ver tabla 22), registrd que en la miz se
alcanza una acumulacion d2 3182 98 ppm, mientras que en la parte aérea
fueren solc 160Q ppm iver fiqura 21¢). Para variedades mestra la formacion de
dos grupas, teniéndose en el pimero las variedades Flor de Mayo, Pinamerpa y
Gabancilo, en el segundo las variedades Laguna y Flor de Mayo,
maostrandose entonces diferencias estadlisticamente significativas (P<0.05)
entre las variedades Garbancillc y Laguna, y Laguna y Pinamerpa {ver figura
d1a). De esta maneia observamos que la variedad Garbancilo reporta la
mayor acumulacién de Calcio {624.18 ppm), misniras que en la variedad
Laguna se regisira la menor cantidad de este elemento (2 017.23 ppm). De
acuerdo a |os resultados obtenidos podemos observar que existe concordancia
con lo reportado por otros investigadoree ya que al respecto Khair {(1986)
estahlece que exste una relacidn positiva enire la acunulacion de calcio y la

tolerancia a la salinidad; ademas, segin Akhavan Kharazian ef 5/, (1991) este

nutrimento  juega un papel muy importante en la resistencia a dicho factor

adverso.
TABLA 21, ANALISIS DE YARIANZA FARA CALCIO
ELCNENTO FUENT - DE TAIMA OC GRAZOS UL CUACRADO F FROBABL DAD |
VABRLAC KN CUAORADDS LIGCATAD WEDKD CALCULADA
VAAB DAL 2655731 00 b | Edaz244 (0 5.5 P=00l
CALCKD COWPTNENTE MC3E311.0 1 WAEIT N 1BE LT ™ P00l
TRATAMENTD 492140 1 442165 (4 PRE P=01

TUOLW G AL AL AT SN FILA U [P e 00| Y SR PR SLINE IO VDS B e JLE) NS w VAR NO SGME AT (F =0 08

-8
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TABLA 22. COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY PARA CALCIO
NIVEL PROMEDIO = ERROR ESTANDAR LIMITE DE CONFIANZA PARA LA MEDWA
f 2S00 248 08 (78T
2 262447 =25400 » 23015 2457.02
VARIEDAD 3 20172 = 250660 TME? 24978
4 2954182311539 22152 750
Totel 238133 « 13248
T IS8+ B287 b 1436 44 by -5 o)
COMPONENTE |, 15500 + 11738 31853 34742
Totsl 239,80 « 66 58
1200791 + 15478 2 2T %8235
TAMENTO
TRA 2220595 + 207 04 a pIEE S 6040
Total 2391 83 + 13358
"Lekas dlernies maican Sference sgvicasee (5<0 00) VARIEDAD 1 FLOR DE MATO, NA Y 4 PINAMERPA.
COMPONENTE 1, PARTE AEREA Y 28AIZ TRATAMENTO 1 CONTROL Y 2 ESTRES,
’ @FLOR DE MAYO
" WGASBANCLLO
" CILAGUNA |
O PINAMERPA

Figura 21a, Contenido de calcio
en Variedades de frijo! bajo cstrés

nutrimental.

e a
S §-0a >
a XX
£ | WAEREA
- wRALZ
%00 —
0
“"Fi Figura 21¢. Contenido de calcio
Em‘:ﬁ eif:ﬁoo::nm calcio Cl\v::ﬂc aérea y raiz de frijol bajo
en frijol bajo estrés nutrimental estrés nutrimental,
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MANGANESO

De acuerdo a los resultados oblenklos (ver tabla 23) existen diferencias
altamente significativas  (p<0.01) entre los componentes y €ntre 10$
tratamisntos, mientras que entre |as variedades existon diferencias significativas
(p<0.05). prueha de Tukey (ver tabla 24) masiro gue con e! iratamlenio de
estrés nutrimental hubo una mayor acumulacion de este elemento, alcanzando
las 2 485.17 ppm. en contraste con las 1 B02.76 ppm acumuladas en el control
(ver figura 22b).  Por oho [ado, tambien se pbservaron diferencias (P<0.05)
entre los companentes, sizndo mayar 8 acumuiacian de manganesoc an |2 raiz
coh un vaior de 3 192 .63 pprn, mientras que en el pante aérea se acumularon
untcamente 1 07330 ppm (vér hguia 22¢)

Respecto a las variedades, en prueba de Tukey se observa la furmacion de dus
grupos. tenidndase en el primero a |as variedades Garbanclllo y Pinamerpa; y
en el grupo das a |as variedades Flor de maya, Garbancilla y Pinamerpa. Se
observaron diferencias significalivas entre las vanedades Flor de Mayo y
Laguna. Siendo la variedad Laguna ls que acumula una mayor cantidad de
manganeso, al reglstrar 2 477 .42 ppm, mientras que Flor de Mayo eon (2 menor

acumulacion registra unicamente 1623.80 ppm (ver figura 223).

TABLA 23. ANALISIS DE VARIANZA PARA MANGANESD

| FENIE UE bAM 20105 | SUMA UE LLARRAX)S | GRaD S LE LIBER1AD | CUADSECO MELKS | FTA_C LADA | PRLEAB L AU
WAROAL EUTOM N 3 IERATAY (NI 0 P=DM7
CO¥AINENTE SITIESA 1 . 77335 70.00 111.722= P00t
TRATAMENT D 36951000 1 3eRN5IC.0 10524 = PO

TVUORLE s TAENTS 5 GAFICATE,0% 7 ¢ 000 * ALDRES SGAF) ATD [77006) N3 : yALOR O SCHETAT vC (P> 365)

EL

PACLLTAD E CENZIES ¥QLDMIeS LN, ' W. FEID.TADE ¥ DISCURN



BASES BIOQUIMICAS Y ULTRAESTRUCTURALES AL ESTRES NUTRIMENTAL EN Phusedo suljgerss L

PMania Adrans Naner Uotaader
TABLA 24. PRUEBA DE TUKEY PARA MANGANESO
NIVEL FROMEDIO + ERROR ESTANDAR UANTE DE CONFIANZA PARA LA MEDW
1 162280 + 34 W5 121045  2028.15
2 DD 2201w 2208 2731 %
VARICDAD 3 M77A7 £ 375153 07307 BT
¢ W7 B2 £ 5087 sb 170328 25115
Tolsl 213338 ¢ 19078
14 \
COMPONENTE 3 SRR A Y 7N 062
2NRBIL NG 8 00670 ATASA
Total 210067 + 197 %0 -
1180276+ 18917 »
AMIENT
TN v MBS AN 151554 2088 68
Tolsl 13357 2 1R W7

MmaE 50N

¥ Lairas ditesenies indican ciomncd sgnficatve (<005 VAREDAD: 1 FLOR DE MAYD, 2 GARBANCILLD. 3 LAGUNA Y 4 PINAMERPA,
COMPONENTE {1, PARTE ACREA Y 2RAIZ.  TRATAMIENTO 1. CONTROL ¥ 2, ESTRES

[a
T
y 1 [Ee
P |'5 B RO0RDE MAYD,
i - ® GARBANCLLD
W, O LAGINA
b OPnaMERRA
de mangangso en
cuatro vaniedades de frijol bajo
¢ondiciones dé estrés nugrimental,

e

. .
Figura 22b. Efecta del estrés nutrimental i e
en el contenido de mangeneso en frijol. nmn‘,’"" “l"” :
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MOLIBDENO

Los resuttados correspondientes a molibdenc mastraron que exlaten diferencias
alamente signfficativas (p<0.01) entre los cecmponentss y entre Ics
tstamientys, pero no s& detlecto difersncia (P>0.05) entre las variedades (ver
Ilabla 25) Oe acuerdo con la prueha de Tukey. los tratamientos muestran
diferenclas estadisticamente significativas (ver tabla 2€), tenlenda gue en el
control se captarcn 13.62 ppm de este slemento, mentras que con el estrés
nulrimental se alcanzan 26 43 ppm (ver figura 23b), inementandose asi a casi
el 100% la asimilacion de este elememo, Pﬁf ctra pare, dicha prueba mostrd
también diferencas estadisticas (P<0.05) entre los camponanies (ver figura
23c). chservandose que a nivel de pare aerea se absorbieron 11,21 ppm,
mientras gue en raiz k captacion fue de 26.13 ppm. Finalmente enire las
variedades obzervamas un rango de captﬁcién que va desde 18.B3 ppm en Ia
variedad Pinamerpa hasta 24.55 ppm en |a variedad Garbancille, Sin embkargo,
de acuerdo a la comparacion multiple de medias estas diferencias no (legan a

gser estadisticamente significativas (ver figura 23a).

TABLA 25. ANALISIS DE VARIAMN2A PARA MOLIBDENO

FENTE Dz LAHRGISh | SUMADE SUMDRADCS ' GRAZSS GEL BERTAD | S ADRSDG MEDID ] F CALCULACA T m«c&aﬁmﬁ|

VACIT DG ! 55729 3 186 TS0H 5= P=-1%
COMEDNENTZ | Msagds % 3954 2453 200 = P
TRATAVIENTO ‘571 B4a7 ' 1671 442 GIEE® , PeI)

“VALIRLY AL IAWENTE SIGNAILATATE P < 0.01) * /ALORES SGIFIA VOGP L& AS e oNDR M LoHIACAIYO IPL 214,

g1
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TABLA 26, PRUEBA DE TUKEY PARA MOLIBDENO
NVEL

PROMEDID = ERACK ESTANDAR UIMITE DE CUNFIANZA PARA LA MELWA
1 013228 1548 3882
2 M%7 e 1813 309
VARIEDAD 3 1782:086a 140 2426
4 15832245, 940 222
Total 20.03 + 220
1 UM:112 0 Ty 1846
COMPONENTE 228142158 2 nun  ues
To 2000+ 188
$0T  1A16
TRATAMENTO T8RN
2%MITE, i
: ‘ Total 2000 £ 1 80
* Letras difesanies inicar Oiferencia sQnifcotva (p0.05].  VARIEDAD. 1 FLOR DE MAYO, 2 GARBANGILLO, 3 LAGNA Y § PINANERPA,

COMPONENTE 1, PARTE AEREA Y 2 RAIZ.  TRATAMEENTO 1, CONTROL Y 2. ESTRES.

Figura 23a, Contenido de molibdeno en
cuatro variedades de frijol bajo condiciones

de estrés nutrimental
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Figura 23b. Efecto del estrés Figura 23¢. Contenido de
nutrimental en ¢l contenido de molibdeno en parte aérea y rafz de
molibdeno en frijol, frijol bajo estrés nutrimental
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FIERRO

El contenida de fiemmo mastra gue pama esle elementa no existen diferencias
significativas (P>0.05) entre lag variedades. enlre log companentes, ni entre 109
tratamientos (ver tabla 27). Respecto a las vanedades el range da captacitn va
desde 164.51 ppm en Piname:ba hasta 114 41 ppm en Laguna, sin embargo,
de ecuerdo a 'a comparacién milhiple de medias (vor tabla 28), estas
difzrenciag no son estadisticamente signiﬁcatisras (ver figura 24a). Asimismo
reveld tambien que enire los componenies {parte aenea y ralz) no existieron

diferencias (P=0.05), (ver ﬁgur‘é 24c) ni para hratamientos (ver figura 24b)

TABLA 27. ANALISIS DE VARMNZA PARA FIERRD

FUCATT N7 wa3wClln [ SUMA DE TAACRADDS | SRADDATA LITRTAT [ < sNRADDLED)  F CALZUANS | PROQAGILIDSD

VASIEDSD 651 11 3 BB 37 0g0e P-036
CLMPONEN"S eHzAe ] 2402 17 LAt = P-L.5
TRATAJIENTC 137342 1317343 L7459 P-L[.%

“VAOTLSA TAMNT SGHTICATAZE P00 *vAOPE 3SR CAT WCG 1P < 335 KC = YALORMNC SGhINCATIvD P = B35

TABLA 26. COMPARACION CE MEDIAS Dk TUKEY PARA FIERRO

ELEWENTO WIVEL PROMEDID & ERRTR ESTANDAR LBMITE “E CONFIANZE PARD LA VEDDE
1 152 dickda €85 15588
2 117531 13.333 LNR P 112
VAREDAD 3 1144421 512 WLy 19
4145 ¢ 61.%a 4700 M2
®hl4
FIERRD Tota 1 ¥ BT
. az.83 1022
1 T4
COWPOMENTE |, :?9;}?3\6 ‘: A1z 14T
Tolal 126 E7 1 Y8.7
TRATAMENTD | ! 1584 23662 9 a4 20M
2111 2645 @ : -
3.3 166N
ol 12567 = 1964

*LeT dkranRe Idcan Mam: $qaficalvap<005. VASEDAR * FLOH LEMAYO 2 GASPANCLLO. JLASUNC Y 4 PINGM=RA,
CUMPONES™S 1, POATE AZREA Y ZRAIZ.  TFATAMENTO ), CONIRILY 2. Z8TRES.
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Figura 24 a. Contenido de fierro en cuatro
variedades de frijol bajo condiciones de estrés
nulrimental

e
g
P o
’ | weoa ©
, IBEETRES »
| m L
3t
L
Figira 24h. Lfecta del estrés nutrimental Figura 24c. Contenido de fierro en
en b contemide de fierro en frijol parte aéren v raiz de frijol bajo

estrés nutrimental.

COBRE

Para este elemento el analisis de varianza mostrd que existen diferencias
altamente significativas (pf0.01) entre las variedades y entre los tratamientos,
pero no entre los componentes (P>0.05) como indica la tabla28,

Con base en los resultados de la comparacion multiple de medias (ver tabla 30),
en control se captaron 10.98 ppm, mientras que bajo condiciones de estrés
nutrimental se alcanzan 14.35 ppm (ver figura 25b).

Respecto a los componentes, la comparacion mdiltiple de medias no mostrd
diferencias significativas entre las 12.23 ppm que se acumulan en parte aérea y

las 13.11 ppm que se acumulan en raiz (ver figura 25 c).
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Finalmente jengmaos que para las variedades en la comparacidn multiple de

medias se abserva la formacion de dos grupos teniendo en el ptimere a las

varedades Flor de mayo, Plnamerpa y Garbarcilio v en el segundo a

Finamerpa, Garkancillo y Laguna, De esta manera se establecen diferencias

estadisticamente significativas entre las varedades FM y L cuyos valores de

¢captacion de esle elemanto son 10.12 ppm v 14.42 ppm respectivamente (ver

figura 25a).

TABLA 29, ANALJS|5 DE YARIANZA PARA COBRE

FUEMIE UE vA<ISGILA

wAREDALD
COUPNENTE
TSATAMENTS

SUME DE CUADSADHES | SReUCE DELIBER &0 | cUADRADCNEUK) | F CALG LA | PECBABIL LRD
126.55 I| k] A2 1159 5.858° [ 102
9zt 1 174683 DRI P-04)
136 30 | 1 13%.3'65) 1) 451 = P<Qm

FRLCRES A1 LWL SHE ATV (P < 0° ] WALORES BICATFRCAT IVUG [P < ULE) NS = ALK W) SGr 7 IGATIVD TP 2 U8

TABLA 30, PRUEBA TUKEY PARA COERE

K YR PROVE DK | ERROR ESTANUAR LANTE DE CONPANZS PARA LA MEDIA
1 1002+ 3k 7.05 i 8
2 1350+ 1.4k Ay 1143 [T
VARIFDAD 1 14434121 2@ K¥
41256 £06) ob e uy
Tols " 267 1055
COMPUNENTE |( Dy 90 o6 @ o “363
2 151 ¢ 024 NH 14N
Todal 1267 £ 0RO
TRATAMENTO 1y os-007 b & DE,
29327 1248 1381
Toapd 12.67 L0156

* T 07 0688 0dDsn Qrerente 6 oaig [ 03: 0b). YAREGAD: 1 FLOH DEMAYGL 2 GARSANCILLD, ZLACURA ~ 4 PNAMERFS.
CCWPDHCNTE 1, PARTC ACPEA Y 2NAL TRATAMENTG 1, CCNTROL ¥ 2 ESTRES
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Figura 252 Contemido de cobre en cuatro
vaniedades de frijol bajo condiciones de estrés
nutrimental.
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Figara 25b. Lfecto del estrés nutrimental

: = Figura 25¢, Contenido de cobre en
¢n ¢l contenido de cobre en frijol.

parte aérea y rafz de frijol bajo
esirés nutrimental

ZINC

Los resultados obtenidos por €l ANOVA muestran diferencias altamente
significativas (p<0.01) entre los componentes y entre los tratamientos, pero no
entre las variedades (ver tabla 31). Respecto a los tratamientos, la comparacion
mltiple de medias (ver tabla 32), mostrd diferencias estadisticas significativas
entre ellos, mientras que el control captd 103.72 ppm, el estrés estimulé un
incrementa a 158.03 ppm (ver figura 26b). Del mismo modo, la concentracion
multiple de medias registré diferencias estadisticamente significativas entre los
componentes, resultando asi que el en parte aérea captan 87.26 ppm,
incrementandose la absorcién en raiz  a 17549 ppm (ver figura 26 c).

Finalmente entre las variedades observamos un rango de captacion que va
86
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desde 102.31 ppm en Flor de mayo a 154.22 ppm en Pinamerpa, sin embargo,
de acuerdo a la comparacion multiple de medias, estas diferencias no llegan a
ser estadisticamente significativas (ver figura 26a).

#4710 =t
4351
1710757

TABLA 31. ANALISIS DE VARIANZA PARA ZINC

[FUENTE DE VARAGIN | SUMA DE C:
COMPONENTE N
TRATAMENTO W71 76

= VALDRES ALTAMENTE CATHOS P+ 0

NG = VALDRNO 533 0 [P > 50%)
TABLA 12 PRUEBA DE TUKEY PARA ZINC
NIVEL PROMEDID + ERRCR ESTANDAR TITE DE CONFIANZA PARA LA WEDR |
Y ¥W231:20138 [5E0) Wz
2 18U 477 17260
VARIECAD 3 13528=2175a 9635 174 19
4 1542217346 "W Rk
Total 13137 = 1226
) BT & are 1umn
COMPONENTE 254920413 & : Wi 20000
Total 13137+ 1044
"o "o
. 11037224872 0
T 1
TRATAMIENTO il 13151 18656
s WD THER X ‘
TLevas Alemiln ndcan olerenca 190 05/, OE MAYO, 2 GARBANGILLL, 3 LAGUNA VA PINANVERFA

05) 3! ANT L
COVPONENTE 1 PARTE ACREA ¥ 2 RAZ. TRATAMENTO 1, CONTROL ¥ 2 ESTRES.

B FLOR OF MAYC
| ARTANCILLO

O LAGUNA
memaMERPA |

Figura 26a. Contenido de zinc en cuatro
variedades de frijol bajo condiciones de estrés
nutrimental.
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Figura 26b. Efecto del estrés Figura 26c. Contenido de zinc en
nutrimental en ¢l contenido de zinc parte adrea y rafz de frijol bejo
en fmijol estrés nutrimental
.
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PERFILES DE PROTEINAS (PEI-YING ZHONG 1997 Y HAMES,
1981).

El corrimiento obtenido muestra la presencia de una proteina de 38 kDa como
respuesta a los bajos niveles de nutrimentos, que se expresa en mayor
concentracion en hoja de plantulas de la variedad Laguna, Flor de Mayo y
Garbancillo, crecidas bajo condiciones controladas donde el Gnico factor limitante
fue la baja concentracidn de nutrimentos, mientras que en Pinamerpa se observa
muy baja concentracion de dicho polipéptide (ver figura 27). Alun cuando no
hemos localizado en la literatura una investigacion que reporte una proteina
especifica al estrés nutrimental en frijol, si existen estudios para otras especies y
factores adversos como salinidad, sequia y altas temperaturas donde se reporta
la presencia de polipéptidos de 15-30, 20, 28 , 25, 26 y 32 kDa, entre ellos
podemos mencionar '0s trabajos de Hurkman y'Tanaka. 1987 Singh et al ., 1985,
Ramagopal, 1988; Ben-Hayyim ef al, 1988 y Pei-Ying et /., 1997.

66 000

45 000

29 000

| i 1 de poliacrilamida
Figura 27. Perfil de proteinas por Elecr!xofuresns en ge :
de extractos de hojas de plantula de frijol de 20 dias estresada a bajos
niveles de nutrimento eon su respectivo control.
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RESPUESTAS ULTRESTRUCTURALES AL ESTRES NUTRIMENTAL

A nivel de cloroplasto se observo en la variedad Laguna una disminucién en el
numero de granulos de almidén por efecto del estrés sin perdida de
organizacion en los tilacoides (ver figura 28 a y b), a diferencia del cultivar
Pinamerpa (ver figura 29 a y b) en donde conserva los granulos de almidén y
hubo desorganizacion éstos, pérdida de integridad en las membranas del
cloroplasto y como consecuencia deformacion del mismo como lo menciona
Ristic ef al., (1992) por efecto del estrés de altas temperaturas. En este uitimo
se cultivar presentd mayor nimero de mitocondrias. Moreno Limén, (1998)
senala la relacion del acumulo de almidén y deformacion de organelos con la
susceptibilidad a salinidad.

Fig. 28a Ultraestructura de hoja de Fig. 28b. Ultraestructura de hoja de
frijol variedad Laguna. Control frijol variedad Laguna. Estrés

Fig. 20b. Ultraestructura de hoja

Fig 29a. Ultraestructura de hoja de frijo] variedad Pinamerpa
de frijol variedad Pinamerpa. Estrés.
Control.
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VIl. CONCLUSIONES

Exizle variahbllldad en cuanto a caracteristicas bioquimicas y anatomicas entre
los cuttivares esludiados, por lo cual, desde el inicle de 1a investigacidn pudimos
clasificar a Laguna y Flar de Mayo como potencialmente tolerantes al estres
nuinmental por el acomodo de las microesclereidas y su contenido de
nutnmentos {minerales y protelna total). _'Al evaluar de manera objetiva las
bases bipquimicas, comptobamos que el actmulo de prclina |ibre por efecto de
los bajos niveles de nutrimenics se presentd por igual en las ¢uatro varnedades
estudiadas, o que indica gque &5 una respuesla general de |as pléntulas de frijo!
a esta condicidn, lo cual hace A esle cultivo sumamente atractive para
adaptarse a este faclor adverso.

En relacidén con la absarcion de minerales, unicamente la varedad Laguna
abscrbid mayor eoncentracién de Mn y Cu bajo condiciones de esirés, lo cual
indica una capacidad de adaplacicn enorme, porgue aun bajo esa ambiente
marginal conlinua eficiente su mecanismo metabolico, o cual ie da ventaja con
respecto a los demas cultivares sstudiados.

En base a los resultados obteriios en el perfil de proteinas podemos asumir
que ¢l péptido de 38 kDa que se expresa en mayar concentracidn en Layuna y
Flar de Mayp es una respuesta o mecanismo de adaptacidn al estrés
nutrmental, ya que las plantas creceron bajo condicidnes controladas de

manera que el anico factor limitante fug el mencionadao.
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A nivel ultrasstructural se presentaron los mismos efectes ya reporiados en
ofras investigaciones especificamenle en Phaseolus vulgans L para otres
ambientes adversos.
Es impocrtante mencionar que los mecanismos de adaptacidon caracierizados en
esta investigacion son una valiosa aportacidn al estudio de (as bases de
respuesta de Pheseolus vilgans L. a diferennas factores de estres ya que no
existian reportes enfocados al ambiente marginal de nutnmentos y €sta es una
caracterstiva de los sullos semiandos que representan mas del 50 % del
territoric Nacional y como ya se mencicnd anteriprmente también de los suelos
sodreexplotadas y erosfanados.
Al integrar los resullades de cada uno de log parametras caracterizados a nhel
de planula, pademas sugerir como folerantes al esfigs nufrimental a fas
varicdades Flor de mayo y Laguna en base a los siquientes Indices:

% Acomodo de macray microeaciereidgs.

W Mayor contenido de proteina total y minerales en semilla.

a Auseancia de sintomas de daficiencia.

w  Acumulo de prodina libre,

* Expeeslon de ung praleina especifica de 38 kDa.
Debemos recordar que el cuidado del suelo es esencial para la supervivencia,
a2lli se producen de manera direcia e indirecta los alimentos que necesitamos.
En muchas partes del mundo el suelo esta tan dafiado por un manejp abusivo
qQue nunca mras podrd producir, cehaderadnes gue eslamos aun a tiempe de

aplicar el conocimienta cientifico pera un mejor aprovechamiento fe Jos
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recursos naturalee ean una conciencia ecolégicamente sensible, 1o que implica
producir evitanda al maximo el uso de agroquimicos que danan severamente
nuastro mundn, relomanda ,porque no? |as cnicas tradicionales de siembra
pero con el uso de cultrvares tolerantes a los factores adversos que prevalecen
en nuestra reqlon, preparando la tierra con [abores de ¢ampo adecuadas y
manejo de cultivos. ademas, llevar el conocimiento a la gente del campo y
crear conciencia de la imporlancia de propiciar y preservar la fertilidad natural

del suclo.
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CONTAMINATED WITH T EAD ANT) CADMITUMY, ety INTERTATIONAL
SIMPOSIUM ON ENVIROMENTAL ENGTNEERING AND HEALTH
SCIENCES: A JOINT EFFORT FOR THE XXI CENTURY, ed. WATER
RESOURCES PITBLICATIONS, |.1.C,, pag. 425 a 433, Méxdon, 2000
Otyetivo: Duusion, Docamento: Folocopia

2- ADRIANA NUNEZ, R K. MATTL, ] L. HERNANDEZ PINFRO, ADA ITA
CARAY MA LUISA CARDENAS, "SCANING ELECTRON MICROSCOPY
OF PHASEOLD'S BLAN AND TS FOSSIBLE RELATION TO FOOD
QUATITY, en FLFCTRON MICROSCOPY 1788, ed R1OT OGICAT,
SCIENCE, pag. 175 a 176, Mexico,
Cbjebivo: Invesbigacion, Pocumenlo: Fotocopia
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CURRICULUM VITAE
_ MARIA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ B

Tesis dirigidae:

1.- Licenciatura, ELVIRA SALDIVAR CONZALEZ , MARIA ADRIANA
NUNEZ GONZALEZ , CATALINA RIVAS MORALES Y GRACIELA
GARCIA DAZ, "EVALUACION Y SELECCION DL GENOTTPUS D&
SORGO CLOSSY AT.TAMENTE EFIFCTFNTES FN CAPTACION DE
METALES, BAJO CONDICIOMES DE SEQUIA", Universidad Auhnoma de
Nuevo Leim- Facultad de Ciencias Biclégicas, en México
Concluida: 54, obtencién en 12/299)

2.- Licenciatura, MARICLEL.A LUMBRERAS SUSTATTA, MARTA ADRIANA
NUNEZ GONZALEZ, GRACIELA GARCLA DIAZ Y JUAN ANTONIO
RODRIGUEZ ARZAVE , "DETERMINACION DE CAUMIO EN
CIGARRILLOS MEXTCANOS®, Universidad Autdnoma de Nuevo Ledm-
Facultad de Ciencias Biologicas, en Mexico
Coneluida: Si, obtemcion on O3 /1994

3.- Licenaatura, JAIME EDGARDO RODRIGUEZ LOZANC , ROQUE
RAMIREY L OZANC, MARIA ADRIANA NUKNEZ GONZALEZ, JUAN JOSL
ZARATE RAMOS Y JORGE RAMSEY KAWAS, "DINAMICA ESTACIONAL
DEL CONTENIDCO DE MINERALES EN EL FORRAJE DE DOCE ZACATES
Y ONCE HIEBAS NATIVAS PALATABLES DEL ESTADO DE NUEYD
LLEONT, Universidad Awtdmoma de Nuevo Letn- ['acaltad de Medicana
Yeterinana y Zootecnia, en Mexdco
Comluida: Si. obtencién en 07 /1992

4.- Licemciatura, CARLOS GUMARO GARCIA CASTILLO, ROQUE GONZALO
RAMIREZ LOZAND, MARIA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ, RAFAEL
RAMIREZ ROMERO Y JORGE A MARTINEZ SALAZAR, "COMPOSICION
QUIMICA, PERFIL MINERAL, CONCENTRACION DE ACIDOS GRASCS
VOLATILES Y DEGRADABILIDAD RUMINAL DE LA MATERIA SECA'Y
DE LA PROTEINA CRUDA DEL FORRAJE DE 9 ZACATES DEL ESTADO
NC NL COLECTADOS DURANTE EL INVIERNDG®, Ungversidad Auténoma
dr Nuevo Ledn- Facultad de Medicina Votenimaria y Zooteenia, en Méxion
Concluida: 5i, oblencion en 07,/1995
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CURRICULUM VITAE
'MARIA AURIANA NUNEZ GONZALEZ Exp.

- Livenciatura, SANJUANA CANTU GONZALEZ, SALOMON MARTINEZ

LOZANO, MARLA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ, RATIKANTA MAIT] Y
GRACIELA GARCIA DIAZ, "EVALUACION Y SCLECCION DE
GENOTIEOS DE SORGO CLOSSY AL.TAMENTE EFIECIENTES EN
CAPTACION DE METALES, BAJO CONDICIONES DE SEQUIA",
Universidad Auronoma de Nuevo Ledm- F'acultad de Ciencias Biologicas, en
Maexico

Concloida: 8, abtrncidn en 12/1991

Ticenciatura, MARIA MARGARITAGAYTAN MIRANDA, GRACIFL A
GARCIA DIAZ, MARIA ADRIANA NUNEZ GONZATEZ Y JOSE GARZA
CHAYFZ, "EVALUACION DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS E3N
LAS AGUAS DE RIO PESQUERIA", Untversidad Autdnoma de Nuevo Lison-
Farulmd de Ciencias Rinlogicas. en Méxioo

Condudda: 8, obtercion en 07/199

Licenciatera, ADA MARCELA [TA GARAY, RATIKANTA MAITI, MARIA
ADRIANA NUNEZ GONZALEZ & HILDA CAMEZ GONZALEZ,
"PHASEQOLLS VULGARIS L. VARIEDAD PINTO AMERICANO COMO
REMENTADOR BIOVOGICO DE SITIOS CONTAMINADOS CON PLOMO Y
CADMIQY, Universsdad Aukonoma de Nueve Ladn- Facultad de Cierwaas
Biolégicas, en México

Concluida: 54, abtencion en 12/ 1044

Licenciatura, YANETH GAONA GUZMAN, MA GUADALUPE ALANIZ
GUZMAN, MARIA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ Y LYLIA MIKANDA
VELAZOUE?Z, "VALOR NUTRICIO DE5 SUBPRODUCTOS DE
FERMENTACION DRE PLEUROTUS OSTREARUS A BASE DE PAJA DE
TRIGU PARA LSO EN ALIMENTACION DE RUMIANTES", Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn- Faatltad de Ciendas Biolégicas, en México
Concluide: S, obtencion en 01 /199

Lxcenciatura, ERNESTO GRAJALLS BLASCO, JUAN NTONIQ RODRIGULZ
AR7ZAVE, MARIA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ 1.Y1JA MIRANDA
VELAZNIEZ, "DRSARROLLO DE MICROMETQDOS PARA LA
DETERMIN ACION DE AMINOACIDOS®, Universidad Aulénoma de Nuevo
Levn- Facultad de Cicwwias Bioldgicas, en México

Concluida; Si, obtencidn en 06/ 1999
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11.-
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13-

CURRICULUM VITAE
MARfA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ Exp

Licenciatura, GERARDQ REYES SANCITEZ, SALOMON MARTINILZ
LOZANGC, MARLA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ E HILDA GAMEZ
GONZALEZ, *FERFIL DE MINERALES DE 3 ESPECIES DE ALGAS
MARINA Y SL COMPARACION CON EL PRODUCTO COMERCIAL
Al GAENZIMS, liniversidad Antanoma de Nusvo I #0n- Facultad de
Ciemcias Bivldggivas, em Mexio

Concluida: S, obtencién en 12/199%

Lirenciatura, SATURNINO CARVAJAL HERRERA, SALOMON MARTINEZ
LOZANQ, MARIA ADKIANA NUNEZ GONZALEZ, | Y GRACIELA
GARCIA DIAZ, "CIT:CTO DEL FRODUCTO COMERCIAL ALGAENZIMS
SOBRE FL CRECIMIENTO Y SESARROLLO DE DOS VARIFDADES DE
MALIZ ZEA MAYS L. EN ETAPA TEMPRANA?, Universidad Aukinoma de
fNuavo Ledn- Facnltad de Cienaas DiolSgicas, en México

Concluida: Si, cbtencidn en12/1999

Licenciahmora, BEATRIZ PADRON MARQUEZ, AZ1LICENA ORANDAY
CARDENAS, MARIA ADRLANA NUNEZ GONZALEZ, CATALINA RIVAS

MORALES, MARIA JULLA VERDE SATAR, "AISLAMIENTO E
IDENTIFICACION DE COMPUESIO DE MELLA AZEDRACH, SYZYGIUM

AROMATICUM Y CINAMONLUN ZEYLANICUM <ON EFECTO
INHIBTORIC SOBRE BACTERIAS Y HONGOE", Universidad Autdnoma de
Nuevo Ledn- Facultad de Cierxias Biologicas, en Mexico

Canchinda: 8i, obtencicn en 12/ 1999

Licenciatura, BLANCA ALICIA EGUTA QUINTANILLA, SALOMON
MARTINEZ LOZANO, MARIA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ, [ Y

GRACIELA GARCIA DIAZ. EFECTO DEL PRODUCTO COMERCIAL
ALGAENZINMS SOBRE EL CRECIMIENTO DE DOS VARIEDADES DE
SORCHUM VULGARL L. EN ETAPA TEMPRANA", Uiniversidad Autdnoma
de Niwreyo Leom- Farultad de Ciencing Biokipicas, en Mdéxico

Comvlwida: 51, obterwi6n 1 U7 2000
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15.-

CURRICULUM VITAE
MARIA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ Exp.

Licenciatura, FERNANDO ARCIVAR GONZALEZ, LETICIA HAVAD
MARROQUIN, BALTAZAR CUEVAS HERNANDEZ, RAHIM
FOROUGHBAKHCH P. Y MARIA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ,
"OPTIMIZACIO DE MEZCLAS DE BIOSOLIDOS EN ENSAYO DE
GERMINACION Y EVALUACION DEL PATRON DE COMPORTAMIENTO
DE TRES GENEROS DE LA FAMILIA LEGUMINOSAE (LEUCAENA
LEUCOCEFHALA, PITHECELLOBIUM EBANO Y PITHECELLOBIUM
PALLENS).", Universidad Auténoma de Nuevo Letn- Facultad de Ciencias
Biolégicas, en México

Concluida: Si, obtencién en 11 /2000

Licenciatura, SONIA CRISTINA IRIGOYEN ARANDA, MARIO MORALES
VALLARTA, MARJA LUISA CARDENAS AVILA, ROBERTO MERCADO
HERNANDEZ Y ADRIANA NUNEZ GONZALEZ, "INDUCCION DE
CALLQO IN VITRO DE PHASEOLUS VULGARIS L. (FRIJOL) Y
CUANTIFICACION DE PROLINA COMO RESPUESTA A ESTRES DE
SEQUIA", Universidad Autonoma de Nuevo Le6n- Facultad de Ciencias
Bialégicas, en México

Concluida: No

—_— ———
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CURRICULUM VITAE
_ _ MARIA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ - Exp

Formacion de grupas:

MARIA ADRIANA NIUNEZ CGONZAL EZ (RESPONSABIF)

SALDIVAR GONZALEZ ELVIRA, DAMAS BUENROSTRO LLIS CASTULO,
GAMBOA VILLA VIRGINIA, GALLARDO ZAPATA LDGAR, TORRES
CARRILLO GERARDO (COLABCRADORES)

Universidad Autdnoma de Nueve Leon- Facultad de Ciencias Bioldgicas,
México, 1991, permanenda: 4 ANOS

Objeva: PROGRAMA DT SFRVICIO SOCTAL CUYO ORIETTVO FR T.A
FORMACION DE RECURSOS HUMANOS EN EL AREA DE LA QUIMICA
ANALITICA Y PRESTAR SERVICIO AL PUBLICO A FRECKIS MODICOS.
lovpacto: LOS EGRESADKY DEL. PROGRAMA INMEDIATAMENTE
LOCRARON CO1.OCARSE FN UN EMPILFO Al, HABFR ADQUIRIDO
EXPERIENCIA EJERCTENTX? LA FROFESION DESDE ESTUDLIANTES ASI
COMO LA OBTENCION DE RECURSOS PARA EL EQUIPAMIENTO DEL
VABORATORID DF QINIMIC A ANATITICA Y LA FPROGYRCCION DE 105
SERVICIOS DELA FACULTAD A NTVEL LOCAL ¥ REGIONALL

MARLA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ, GRACIELA GARQIA DIAZ, JORE
CARZA CHAVEZ

Universidad Avtimoma de Nuevo Latn- Facullad de Ciencias Biologncas,
Mexic(y, 1992, prrmancnoa: 3 ANOS

Objetivo: SERVICIO AL FUBLICO DE ANALISIS QUINMICOS VARIOS
impacto: SERVICIO A LA COMUNIDAD, FORMACION DE RECURSOS

HUMANOS Y OBETENCKON DE RECLRSOS PARA CL LABORATORIO DE
QUIMICA ANALITICA

Formacion de grupos Pag. 1



CURRICULUM VITAE
MARIA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ  __Exp,

3.- MARIA ADRIANA NUREZ GONZALEZ, DR RAHIM
FOROUGHBAKHCH (SN 11 5263), URA. JULLA VEKDE STAR (SN 1 3556),
DRANORMA LAURA HEREDHA ROJAS (SN1112123), DR. SERGIO
MORENO LIMON (CAND. SNI ), MC JORGE LUIS HERNANDEZ PINERO
{CAND. SN115378).

Urdversidad Aubdnoma de Nuevo Ledn- Facultid de Ciencias Bioldgicas,
México, 1999, permanencia: 2 ANOS

Objetivo: DETERMINAR LAS BASES FISIOLOGICAS, BIOQUIMICAS 'Y
ULTRAESTRUCTURALES DE CULITV ARFS DE FRIJOL (PHASEOLUS
VLULGARIS L. EFICIENTES PARA LA ARSORCION DE NUTRIMENTOS
BAJO CONDICIONES DE FSTRES NUYRIMENTAL

Impacto: CARACTERIZAR CULTIVARES CAPACES DE ADAFTARSE Y
PRODUCIR EN AMBIENTES MARGINATLES CON EL USO DE
TECNOLOGIAS AMBIENTAL MENTENTE SENSIBLES,
ECONOMICAMENTE VIABLES Y SOCIALMENTE ACEFTABLES.

4.- NDR. RATIKANTA MATT], MC MARIA ADRTIANA NUNEZ GONZALFRZ,
DR. SERGIO MORENO LIMON
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn- Facullad de Ciencias Hioldpicas,
Méxica, 1999, permanencia; 2 ANOS
Objedvae: BYALUACION DE LAS BASFSTISIOLOGICAS DET A
PRODUCTIVIDAD EN SORGO TROPICAL DE FORRAJE ¥ GRANO EN
LAS ZONAS SEMLA RIDAS DEL NORESTT DE MEXICO
Tmpacta: LOGRAR FI. APROVFCHAMIENTQ DE LAS GRANDES
FXTENCIONES DF TERRFNOS POTEMNCIAT MENTE FERTTLES (C(ON
VARIEDADES QUE SE ADAFIEN
A LS FACTORES ADVERSOS DE LAS ZONASSEMIARIROS

Formacion de grupos Pig. 2
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CURRICULUM VITAE

_MARIA ADRIANA NUREZ GONZALEZ _ Exp.

MC MARIA LUISA CARDENAS AVILA, MARIA ADRIAN A NUNEZ
GONZALEZ, DR, RANIM FOROUGHBAKHICI (SN 11 5263), DRA, JULLA
VERDE STAR (SNI13336), DR SERGIO MORENCO T IMON (CAND. SN ),
MC JORGE LUIS HERNANDEZ PINERO (CAND. SNI 15678).

Universidad Autémoma de Nuevo Le¢n- Facultad de Ciencias Bicldgicas,
Mexicn, 1990, pramanendcia: 2 ANCS

Objetiva: ESTUDLIAR LAS CARACTERISTICAS ULTRABSTRUCTURALES Y
BIOQUIMICAS DE FRIJOL A NIVEL DECALLOIN VITRO Y
DETERMINAR S IMOSIBLE RELACTON CON Lios MECANISMOS DE
RESISTENCIA A ESTRES DESALINIDAD Y SEQUIA

Tinpactor ST ABLECIMIENTQ DE LAS BASES TECNICAS, CIENTIRICA Y
TECNOUDCICAS PARA EVALUAR [LAS RTSPUESTAS QUT. PERMITAN
EM UN FUTURO DETERMINAFR LOS MECANISMOS DE RESPUESTA A
LOS FACTORES DE ESTRES

MC JORGE 1.UIS HERNANDEZ PINFRQO (CANTI. SNI15878). DR. RAHIM
FOROUGHBAKHCH (SNT 11 5263), DRA. JULIA VERDE STAR (SNI I 3556).
MC MARIA ADRIANA NUNEZ GONZALEZ, DR. SERGIQ MORENQ
LIMON [CAND. 8N ). MC MARLA LUISA CARDENAS AVILA
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn- Faculiad de Ciendias Biologicas,
Mexico, 2000, permanendcia: L ANO

Objetivo; SELECCIONAR ESPECIES VEGETALES TOLERANTES A LA
EXPOSICION CONTINUA DE METALES PESADOS EN SI RIZOSFERA
[mpacio: ESTABLECIMIENTO DE UN MODELO DE FITORREMEDIACION
DM SUT (S CONTAMINADOS CON METALES PESADOS.

Formaciin de grupos | Pag. 3
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FRFILD-1.DOC {LR-1479)
Comparison ¢f the protein profiles of four bean cullivaras (Plhascolus vefgaris L.)

s«bjected to Jow nutrient level : A preliminary study.

NUNEZ GONZALEZ, A., I’} HERED|& ROJAS N.L, MAIT/, R. K..& VERDE STAR J.,
MORENQ LIMON S., ALVAREZ QJEDA, M.G. , CARDENAS AVIL.A M. L., HERNANDEZ

PINERO L. L.

BIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO, FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS,
UNIVERSIOAD AUTONOHMA DE NUEVO LEON. aPARTADO POSTAL F-16. San Nicolas

de lus Garza, N. L CP 66450, -
(* Comespondence

& Department of Chemistry and Biology, Universidad de las Amaricas, Sama
Catarina, Chelula, Puebia, 72820, Mexico).

Ahatrant

The protein profiles of four bean cultivars alcram-Floy de mayo ang Laguna, ara -
susceplible-garbzncilio and Vinamerpa tu low nutrient modivm were detocmained with tha
help of polyactlamide gel electraphoresis. The results cbtained showed that a spscific
proin of 46 KDa was present gy higher concentrations in 1lerant cultivars.

Key words. Aean cultivars, low ncistents, tolerance, peotein profile.

introduction

Bean (Fhasecius) is ar irpontant source of dietie protan for more 1han SO0 millions gersans
in | atin America and other countries. Therc was a groat nacassity ta ncreasc ths cradustion
of ocan under semiand condizon, A bigbly vasiable atnoric and biotic canditions alled the
productivity of the bean crop. Research nged to be directed to study the ettect of these
sireags factors on beap productivity and to understand its mechanism of resistance o thesz
stress factors . Among tha atictic factars thai affect the bean production,  salinity, crought,
high lemperature and low nulrient leves are imporlant { Pena-Kamos and Munoz-Crozcag,
1989, Schoanhoven at at. 1989, Maiti, 1557, Moreno Limon, 19498). Hignly significant
variab.lity waz ok served among bean cunivars in their reaistance ta satinity, drouwaht and high
termporatune and somic physiologeeal ane b.ocheomical mechzmsms contnb zte te their
resistuncn ko different siress factory af the seedling stage { Mailr et al. 1996, Moreno Limon,
1990} Therefare, the selection ¢f bean cutivars resistart to these tactors is lhe goal of plant
oreeders (Maiti, 1997 Low nutrient level is one of the major yield reducing factors in bean in
tha somiand trapies. The selection of bean cultivars adapted fo law nutrient condition is the
main goal of the breeder. The synthesic aof specific proteins i planls subjected 1o slrass
fabBrs is well known in the bterature The synlhesis of specilics proteins induced by
diffarert strecs factors has been resoried in varicus crops and these nova proteins are
cors.dered te contrituie resistance 10 these slress factors ( Dasqupte and Dewley, 1384,
Singh of af |, 1€65; Ramagop=sl, 13845; Singb et al. 1237 turkman and Tanaka, 1987, Ben-
Hayyim ef af, “Q€5, Dubey, 1234 d= fa Ross. 19S€, Mait €2 al, 1988 }. No sludies are
avaiable in (his naspectin he case o bean.

In the conlext of the abgve lilerature it is assumed that the oferaace of bean cullivar to
faw nuinent insdien) nray be relalsd to the syninesis ot specific protein, The objeciive of the

rragant @l idu woe 1n lnrala Adfererrac in nratain charsrtecielicrs =ihsaerta>A 10 1nw niteient At



Inihe penatic improvemen! of the crop.

Matenials and methods.

The present research was conducled in the faboralory of Butany and Micobial
Genetics, Biology Facuhy, UANL, Mexico. The genetic materials (abtained from Ph.D.
Thesis of Nufez Gonzalez in progress) included two commercial {Garbancilla and Flar
de mayo) and two improved cuttvars ((Laguna and Pinamerpa) propartioned by Agonomy
Faculty, UANL Faor the analysis of protein profile twelve seeds each of four bean
cultivars {one resistart and three susceplible vare sown in perlite in 300 mL polyethylene
plastic pats in a gromth chamber mainiained at 14 h photoperiod and 26 = 2 °C in nutrient
salutions for 20 days  Thet two treatmerts incduded in the experimant were complcic
Hoagland far the controi and diluted solution (3:10} for the low nutnent treatment. The
statistical design wads cormplelely randemzéed with a faclonal amangement 4 X 2. Water
was given upto the field capacity wih distilled walter and after emergence we abplied
complete Hoagland, s nutrtive soiution was apphed every third day in the control and
scarse nulrient scubon ir the Sedtimert. Al 2U 3&YE aner emgrgence, ieafl sempiss e
each cullivar fromy each lrealiment were collected for prolevn profile analyss 1ISDS-PAGE)
aczording to the methods adoplec | Pei-Ying 7hang  1337) as detailed balow .

The preretrt extraxd was otlained lrorn fresh keal samples. The samples were
kept in a freezing chamber for 24 h. Later 0.5 g leal sampies were macerated
in a morter with ten volumes of phosphate buffer ( pH 7.21 in an ice bath, The breakdown of cells
were compicted by applying scven ultrasonic strokes (40 oyrlas) of 30 s=cands duration each
une inan ice bath in ordes 0 avoid the heating of the samples. The extracl
obtamec was cenrfuged a 27 CO0 g cusng 10 minwtes. The materials were processed tar gel
electropbromesis according 1o the stencard procedurs.. A new grocadure was adopred for the
concenralion of protein In ordes 10 precipitale the prolens  and an equal volume of saturaied
ammanium was added with conslant agitalicns over ice bath
and thia was continued inice for 12 A Then if vas cenirfuged at 27 000 q
end Lhe pellet was obtained which was suspended in S mL of siesdle disill ana cold weater
i orcer 1o eliminate ealt by dialvsis in @ membrane egainst sterile distill waler
up to concuctivity with changes cf water evary 12 h. Once the extract was Tree of ammonium
sulphate, the material was processed w order 10 concenirate protein.
The palyacrylamide gel electrolysis was done imdar denaturalised control condition.
The pratein sample (1 mgimi) was added n a denaduralised solution (10% B4reicapioetharol o
Uitriotrestol 0L.OSM, SDS at 5% (p/v), £.01% bromopheno! blue, glycero] at 20% (phv) and Tris at
1.5% at pH 6.8} in 1:1. Then SDS-PAGE was condutted for protein profile as described by to
FPelYing Zheng (1997). We Lsed conjugates of heamoglebin (16, 3248 and 64 kDa) as’
molecular weight markers, The gel was xept ir 10% Bcetic aad with ontinuous  shaking and
several changes-of the solulion. Once the mowein prefie was obtained , RI for each of the
bands.was calculated,

Resuilts and Discussions
Tte four bean cultvars dd rot miuch varlabons  in lhe presence af specfic proten. It was,

howcver, obseryed that there exsted (he piesence of a spealic protoin, 48 kba
which exoressed in hiaher concentrations ir. the cuilivars subiecled to low nuitient concentralion



Laguna, FAUANL) while it was in lower concentrations in the cultivar, Pinamerpa (FAUANL). 1t
was observed that the cultivars studied expressed the presence of

one protein of 48 kD in response to iow levels of nutrients. No such information was available In
the literature in case of Phaseolus bean, although the synthesis of specific proteins (28 y 38 kD)
were reported in different crops when exposed to different stress factors like salinity, drought and
high temperature { (Hurkman and Tanaka, 1987; Singh et af ., 1985, Ramagopal, 1986; Ben-
Hayyim et al., 1989, Pei-Ying et al, 1997) .

It may be mentioned that the presence of this type of protein might be related
to the mechanism of adaptation to different stress factors. Among the cuiltivars studied
the cv. Laguna showed trne presence of greater concentrations of 48 kDa under low nutrient
medium and this cultivar showed greater seedling vigour under this stress situation. Therefore,
this information gave a guide in understanding the physiological and biochemical basis of
tolerance to the condition of sparse nutrients. particularly in bean
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ABSTRACT

The present study pretends 10 unders(and the wutritional protile ol seven bean
varieties (Phaseofus vuigarts £.) for the selection of lines adapted n semianid conditions.
The treated samples were analvsed by Plasma Entission in order to determine the contents of
My, Ny, K, Ca, Mn, Cu ang Zn, T'he resulls showed varubility in nutntional coarents among,
vaneties. ! he vanety Bayo presents 8 very high value of Mg, Na, K, Ca, Mn &nd Cu. Tius
permits to consider that the vancty has greater possibilities of adaptation to adverse
conditiorn i {he semud regions.

Ky words. Beans, Phaseolus, mincral profile, vanability, adaptanen.

Cunnoun Lean [Phasevius yvwilgoris L) s @ very naportant diel far more han 500
millions of perscns and the second very important wurce of protein in Afics amd fourth n
Tropical Americs wherc the crop is domesricared. In these regions the crop offers an
alleinative of the Jow cost ded aganst meal and milk Lo 8 study, tradilional bean tiarvested
from one haciare n Latin America produce 123 kg of pratem compared with 3.4 kg of
pratcin abtgined fram: heef in the Leme quantity of aree (CIAT, 1996). The nutritional value
ul food is basically g functwoo of (the quuaity of nulrknts, the digestibility and ateo the
presence of tomc pr anfinutritional compounds (Guziman et al. 1997). The avadablity of
nutnents phay an imponant role mthe praduction of bean. The wikd species presemt higher
quantity of mingrals compared with the celtivated species (Moreno-Limon et sl 1994) . The
charactenstics of wild specics are refaled with its mechanism of udaptation in gdverse
condiions in the sermand regions of Mexicn In view of the facts 1that 1he wild spegics have
high guantity af pratein while enltivated speemes conitgin ligh carholivdrate and paor protein
coment ¢ Marenu et al, (93¢ It has been documented 1hat bean cultivars 1olerant 1o salinity
and drought accumulated lugh mmeral contems (Maoreno-Limon, 1998-£h D thesis)
Besides its chemical composmion alse influcnces the seedling vigour and cron establishment
{Maiti, 1992). I bas betn documenled that imom deficency in Phaseolus bewn planis grevoke
an reduction i seduciase enzyme o the yool, this prolen 15 Jocalized in the cotex or
cpidermal cell (Bienfant ¢t al. 1983). At the same time, iron dcfiency in bean ronts reduce
the electron receptors as fernaanuro and melasulphite phenacine at an accelarated ree,



which indicates that the transplasmatic membrang transfer clecirens for the reduchon of e
(Sijmous and Bientait, 1931). On the other hand, calcium is very importam for the plant
gromh and salinicy resisrance (Akhavan-Kharazian ev al. [991). The seloction of lines with
high mineral vanenis has a gicat advantage for Lhe prextuction io this region and ddso for
the gcnetic improvemernt of the bean crop. The obyective of the present research is 10
determine the genetic vanability of protem profile of seven bean culiivars adapted in the
semunnd jegions and 10 sekect (he culivars whh devmable conbmations of raiaerals.

MATERIALS AND METHODS

Seven varictics of bean (Peruano, Flor de Maye, Garncillo, Bayo, Noneno, Negro
and Punio Americano) were supplied by the seed producers. No informations are avalable
on thc growth habit of the varietics. The cultivars were harvested in a particular ficld in
Durango. Two gm seed of vancty were powdered | and then curhonizod compleicly
slowly in law flame af blue light in murtle fumace a1 30 C for two hours The ash was
dissolved in 15 mlof [MCL 20% VY. filtered through a fiimel throvgh Whatman 6lter
No. 41 The filtrare was collected n 23 mi valumetric flasks. The contral- whire renctive
consists of 15 mi HCT 20% vev filtered and made up ta the same volume.

The samples were analysed m spectrophetometer of Plazsma emisian { Termo Jarrel

Ash) medified under optimuzed instrumental condiuon.
RESYLTS

The resuits of the nuperal contents are shown 1o the Figures 1-6.  The results reveal
that there weee large variabilitv i the coments of different minerals among the varietes.
The confents of diffcrcamt Tuncral vary widely (in ppm) (Mg 400-800; Na 300-1200, K 400-
9000, e 20-80, Cu 2-8; Zn 10-55 The vaiiety Bayo presenl very high cometnts ol My
(400ppm), K {3200 PPM), Ca {9400 ppm, Ma (13 ppm angd Cu {5 ppm). On the conrary
the varierv Blanco present the very high quantity nf Na and the vanety Garbanailio of Fc
(80 ppm) and Zu (33 ppn). The rest of the varigties showed intermediaie values, The values
ol Cu and Zn being very emall| thess can nol be representied in hustograms.

RISCUSSIONS AND CONCLUSIONS

Grom variation amang the bean cultivars in the nutnitional eontents offers an
oppo tuuly of seleciion Tur high nuttiticnal value as well as for it Incoipur stion i the
gemetic ireprovement of the crop (Alaniz Cruzman et al. 1997). The aecumulations of a lage
amount of minerals may help in the osmotic adjustment of the crop under drought and
slizdly stress (Moreno-Lurwon et al 1994, Maiti, 1997).. It has been reperted thut che wild
species besides high pratein content contained high quamity of Zw. Fe, Mo, Cu, Ca and Mg
compared to the cultivated species (Moreno-Limem et al 1994), These characienistics of
wild specics contribute e goad crop establishment under saline and drought strees as has



been imerpreted by Moreno-Limen ((99R). He reponed that the culisars inlerant to salimty
and drougiht accumulaled high nuneral contents compared 1 Lhe suscepiible anes therelyy
acting as osmarcgulatiors under these siress situations. A very hugh levels of nutnenis in a
seed contrtutes 10 A bondr sdaptive capacity in view of the: consideration that this imterast in
3 senes of the bioclianival processes ike banspoert of elections in respuraton and vther
Processies, such 48 [oumaton ol DNA and RNA and m acealersling the activity of some
enzymes in the mohzaton of sugers and proteins. All these could funcuan in thc nsmotic
adjustment under drougn and salinity stress snd also better erop cuablishment in the
semianid regions.

In conclusion il may be considered thal the vaney Bayo having high quantity of
mnerals might be conadered and selected for higher numtional guality and may be adapted
under drougm and salmy steess in the semiand candations in s0] deficient in mulaents. This
hypnthesis may be verified in future studies 1h the growth of seedhngs under muted mitnent
and some adverse abiotic stresses The response of cohivars in the accumillation of minerals
is influenced by agrochmatic conditinns and mnnent status of the snil.
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ABSTRACT

This paper diacusses a orief accournt on tke ontojeny and
nitrastrictnre of chlavoplant af bean (Fhsgenlres Viligsriaz 1.)
anad the etfects ot some abiotic stress on the structural
arrma .ies 52 the chlinreplast. 1t I5 ggsess58en that 3)1 rhese
srresses anse disprgqanizetion of the enploreplast, =sach as
dilar.ca of the ohleroplast, separaticn of cranz and
acrumulataioe of sitarch granules. Al these snémzli=2s in the
pltrastructure of chlaroplasr have direct impact on the
photasyatnetlc capacity of chlarcpiasrt.

INTROLUC 1 ON

Bcan (Praseslus vilgarias L) L5 an impoertant source of
protesn £o3c An Lztin America ano other <countries INsiti,
13%%) . The przductivity a a crop doepenas on the =fZiciconcy in
the caption »f oz, absorption o radiant enexgy by the
chlaropayl and tinally ifa converaian {a chemical cnergy in
tne cnlocoplast ¢t the chlorophyll in the chlorcgplast.

The efficiency «f <¢hleroplast an the phowosyntheziz as
af{vcied ny sewersal blulic and abilolic [aclors,

CNTCSENEY MRD DEVELCGPMENT OF CHLOROPLAST

Cuiing develaopment ¢f primazy leaves of Fhaseolus wvalydlbis
Cv, ddzigruss only small), won-significsnt differences in tho
ultrastrusture and dimensions waze tound hetween chloroplasts
in raeir paliscede and spengy gpayanchymz cells (Keftfk, -0
1489,

MceZwen et al. (1936 reported that atuver 7 days of
irradiarion of Fhaseolus vulgaris ov. the primary leat



contained abkout 300 timesz more chlaorzophyll per gram {resh
weiQgat than the loweyr hypocntyl zection and abans 21 times
mure than the epleocyl. UVltrascructural investigatics of
aeedlirgs growr for 7 day= in darkne=s and then irradiared
fur 24 h revealed a more developed inner membrane System with
grana datacks 1n plaatida ot cells in the uppermasat hyponotyl
section conpared with plagstids of ¢cells in lawer hyvpacolyl
gections, Afrer flash irradiation of the different sections,
flucrescerze emissicn spectra with maxima at 6E0 and (=D nm,
respectively, ware c¢hserved, indicating the formation of
shorT- anhd long-wavelengtlh chlorephylliice: tcrme. Z-owever,
af_er <¢oncinuous Jrradiaticn laang-wavelengti chlcrephyll (fded
was tormed. Ln dark-grown roots, where only short-vWwavelength
sratochlorophyll forms were prosent, it was nct possible to
tzanafarn protochlorophyll ro chlaraphyll hy flazh
irradiation..

Pharenlas nolyleduns lust most @l theic reseive subslandces
du-irg the firvar fow daya of qgerrinafrtion and —urnec green. In
celyledon mesopnyll cells of cue=week-old seedlings, plastids
wore raprejented prodominantly by amvloplasts (srfarch grains)
dang chlorvany _cplas.s, and Lhe fells gppeazed Lo be
ratabnllzally highly acrive. COnly mescohyll eeclls near to the
burdles were rich In plastids. Ir twu-week-old inlact bean
p-ants, the cotyledcnes were yellow and shrunken, and their
cell= werse pearly “empty" . The plastids in them were
reprosented by senescent plastids [ygezonZouplaste) only. In
the gerontopla=tr as we_l a=s Ireely irn cytcsel, fluorTescent
lipaid inclusicas were accumulated. This cotyladon
devzlopmant was more or less independent of irradiance. 1ln
"decapitated"” bean plants, seunescence of mesophyll cells and
poastids was s=lowed down considerakly, anhd the life span ¢f
rthe cnryledons was prolnngad.

Furik et al. (173HE) studied tha ontogenatin changes ot
chlozuplasl struciure of the pripdacy daod 1 50 Lrifoliace
leat .. Tt wAs obsetved that max, telative partial volume ot
zhie sys—em of thylakold memb:ranes i3 the <riloroplasts
coccurred 1 “he primary leaves, preceded and tolleoaeesd £y a
proncuncnac accumulaction of starch, w#hile max. relatave
prepertion of plastcyglobu2il wes aclievec at “he end ol the
chlaraplasat develapmant. TN rthe 1ar treifoliat*e leaves, tho
develupmant ¢f chloroplast ul.gastructure was snortened, wilh
anly one peak of relatave proportion of the thylakold sysTtem
in the Znd guarter and of wtarch inclusisns at the &€ad o7 the
leaf 1life 3pan, along with a max. relative prapor-:on of
piaztoglobuli. Max. content of chlorcphylls per iesa® area



unit occurred i bath types af leaves prior to reaching their
max. leaf area

Khardekar and Bradbeer (1389) studied the developmental
changes cf plastid in P. viulgaris uncer dark period. Prior to
dark inhibition, the mescphy_-l cells consistcd of contained a
laryz numrber of protein vodliles, a few mitochondria and 2-3
proplastids. Starch grains were first detectea in the
proplastids from leaves. A pedk number of starch grains per
plastic sectioen was noted after 36 h, after which this value
fell. The number of protein bodies in the cell section
declired accompanied by the development of starch grains in
the vruplastid section after 24 h of imbibition. Proplastids
became spherical and most of the stroma in the mesophyll
cells was covered with a number of starch grzins after 36 h
ot 1mkibiticen. This stage 1s characzZerized by the octirrence
of plastide as well as active cell division. During the next
2.4 _d-the numbelr of starch grains per p_astid section
decrcased. The increase in the number of plastids per cell
sect icn 1ndicated that plastid divisions occurred nore
rapidly than c¢cll divisions during the first 4 d of dark
grewth. .

CHI.ORCPLAST

Darwcesh (1992} reported that 4-Amino-5-hexyncic acid (RHA]
inhibited the bicsynthesis and accumulat on of chlorophyll
during the greening pericds of P. vulgaris seedlings until
the 4-5 leaf stage. This inhibition was reversec by the
application of 5-aminolevulanic acid (ALA; the precursor of
chlorerhy_ 1), but not by glutamate-l-semialdehyde (GSA). It
1s sucgested trat AHA had its inhipitory effect through a
transamination step in tne ALA-CS pathway between GS8 and
ALZ. AHA (0.05-10,0 aM) alsu had hzrmful effects on the
ultrastzucture ¢t F. wwlgaris leaf chloroplasts..

The skility of the deteryents digitonin, Triton X-100,
scdium dodecylsulphate, cetylpyridinium chloride, and
Zwittergents 3-12, 3-1¢, and 3-16 to fragment unstacked
thylakcid membranes was tested in French bean (P. vulgaris)
cv. Membrane fragments obcained after the action of
individual detergents 2 agranal thylakoids were separated on
a Pcrcell gradient. Separalted fractions were characterized by
their chlorophyll (Chl) centent, Chl z:k and Chl:protein
ratins, position of ahsorption maximum (Amax) in red spectral
region and ratiocs of intensities c¢f flucrescence erission
bands. _ow concentrations cf detergents fragnented agranal
membranes -n a pattern wnich changed diring _eaf developmert.



Cn_y 2Zwittergeonts 3=16 nad an incredased capscity bo extracl
proteins from merbran=; thiz was probab’y promotéed by thc
presence of the 16~C alkyl <=haig.{ Wilhelnosa, 1%943),

The prcetochlorophyll iidet forms and plastiid
ultrastructure were investiqated in hypocostyls of dark-qrown
serdlines of F. valgeris cv. By decoavoluticn of the
flunzeacence emiasjon apectra in~ o GAusaian sompanents, 3
protoszhlozopkyll [ide) forms were iound with mAxima at 633,
642 and 657 . Tlastids “n the npper parrta of the hypocctyl
contained prelamellars bodies cypical of eticiated legaves
while thosce ia the lower parrts contalned only Stroma
lamellae. Inmunglocical detectisn of NADPH-
prarachlorephyllide oxidnaredua-asge an nitracelluln=e
nemeranes after SDS5-PAGE indicated —he cczurrence <¢f the
ahnzyme ia upger, mwiddic ana lewer scatinns of kypacotyls and
in the Yoot tips. | McEwer et al. 15954,

FACTCRE AFTECTING CHLORCPLAST ZTRITTURE.

VIEUS
LGppliarn aneé Redelfi (1393 reperred that tobacco necrosis
necrosiyus (TRY-W) cavsed wilting and nena-selt-"imiting

lesiong Iin £. vuigaris. The main cell aéncmalies spececific o
THY-W intlection were ER prali-eration and vesicolation,
nlasmelvsis and plasmalemma preliferztion, Finally this led
to lysis ol most cel. merbranes, farmatica cf crystal.line
inelusions in the chloroplasls, devziopment of fikzous
structures in the cytcplasm anc also _srge crystalline
gyaregetea of viorus parlicles. The cvhloreulast inclueicns
conzist ot rikulcse-1, S-bisphosphate cartoxviase (Rui_=Clo) .
IL is guggestied Lhat tissue willing, and crystallizalion of
the virus aod RWEizaCo, may bave keen caused by zell
delivdration due to —he luss of plasme’emrd integrity..

7iclinzka et al, 113950 =s-udied the eftestr af ch'Taoaan an
lralf zell uwlrtrastructurc of P, vulgasris cv. treated with a
C.o1l% saluetion, and -abacce ¢v. Xantha ne, treated with 0.1
Aana F.01w anlurdiona, and ta further investigare the
r=lationsh_p ketween the changes in the ultzaszructire and
plant r2sistance incduced hy chitn=an to vivuses and other
rachogens, UOBeformacion of plasiralemus andg tenoplast and
CesTrtuction of chloroplast were chserved in the chitosan-
crealed leaves. Other chanyes i1acluouoed cell wall apposillions
et Likrillar ang amorphous mraterial ot urknown 0-igin and
agoregaticn of fibrillar material in the intercellula: space.
FUNGIIS



Field intection ot P. vulysris leaves with X. campestris pv.
phasccll resulred in the appearance of isolated flaccid aroas
i1 green leaf —_ssca adjacent —o necyetic and chlorotic
lesions. The flacoid arcas had significantly higher (r<0. D)
stunzlal revista:ices thay nearby Luryid arcas 02 the same
leaf. "hea flacm.d rifswves also had a'gnificantly lawar
{E<0.00) relalive wdtel <ontents than turgid Tissues on the
aamc lcaf. Thisc demonstrated that pothkogen-induced water
slress was lucalized., levels of (ree prceline, anolher
tncicator of water satress, showed a moderate correlation
{r2-0.536) wilh cisease severicy. This indicaled that wa.er
Aatvesd inereased in divoect praporftion with the amount of
zlisewe infected. (Goudwin and Szpher, 1€941..

I rrastractural observaticng werce carricd ont. in
Phasec_us vulgdiis Phaseclus wolgaris leal Lissue
intiluratcd with axtracellular pelyvsaaccharidca (BP:) franm
DPEeUCLIIWIES Syrilgase pv. Phaseolivoula caused chianges ion Lhe
rell Fina atracticre, =zusec’ally in chlaroplast arganization,
Wolbizn 24 24 ) afcter EPS infillration, alieratlioans coasisted
c¢f 1zregularly rnning thylakcids anpd Avstoartinns af stacked
regiens. Invagindtians o Lhe plastic envelops and appeavance
of cytaplasm pockens irnside the stroma were d4lso cbserved.
The mes. severe alleralions, vonsigling of glroma dilaviosns
anc envelape infolaings, were noted 24 h after LPY
intiltrdtivn, parallelipe vellowing of the {iested leas
ar€as; chioroplast sarinxage and ccllapse af the thylakoid
syziem wate glac swmetimes observed. Chlaroplast
dllrastructure generally recovered 4E h after trealfment; at
Lhis Lime, local detachrnenl of Lhe plasna mewxbrane and
vmziclc formaticn inh the periplaswmic- srace were observed,
rexpenbling a nun-specific, logalized cellular response, The
sermenent chlores- s ard ultrastruc-ursal alterationg ohserveac
Lherepy Savsing an ihterfersnes of the EPS in the glokdal
metaocilism ¢f the P. wulgazis mescophyll cell.( Stetan. ot al.
1943 .

In _yfected 2ells of Phaseolus vulgaris (ov, Ja.g) and
sayahcan, bean angular mozaic virue [fowpra mild mao-rle
ar_avicus (CpMMV) ] occurs in bundles of {alzace or, more
rarely, paralle) particles. CMMV contains a single monar
protein with MW of 32.9 kDa and 7% cf nucleir acid. Grspar
and Costa, 1993).

ELoTerzeIoh

Phataperiad afTcet chlaroplaat atructure 1n P, valgaris.
3hor paotopericd (SP)  reduced total DM by 3¢, flatzened
chleraplasts, reduced the size and area of starch crains and
campected Lthe Lhylakvids and intrethiyaekoidal spaves cumparad



with long photceperied !1.7). The membranes and intrathylakold
spaue developad undes LP [ Takacs et al. LSBY) .

NICKEL ©ON JLTRARSTRUCTLURE

Lfter treatment with 82 &3/mi7 Ni1504 fo- 4& days, in bDenac bean
reol, nips caused disintegration of ruaclear meonkraog,
canasnsation of nucleus, severe separation of cell membrane
and wzld, ana increased cytoplasgm densli'y were observed, I
iz concluded that broad Leans are more sensitive to nickal-
{nguced damage than «inter wheat (Hao-Silhena ez al. 1996.).

EFFETT CEF SALINITY, HIGH TEM2PERMNTURE AND WRTEX STRZSE ON
CHLOROPLAST DLTRAZTREUCTURE IKN BEARHN.

Salinity

Mo-enc=Liton (1938) reportec Llial in the susceptible bean,
linc salinity cavsed disszganizavion of thylacoids in the
chlercplasl, disation of crganelles and wide separalion of
taylacoids ascociated with acaumu’ation af large numbtier ot
yravsles. Wille Lhig Lyp= of anomalies did not vccur in the
to'lerart 1ins,

Righ tempratura

Susceptiole raltivar Flo- de Mayo cxpescc to high
tenarature cauded ancmalies in the u_traaztructure of
ch_craplist accompanied with an Increase jv the 3 ze and
nuaber 2t mrarcn aranules. This gnomaly »as rot oggerved in
tho tolzvant _ine (Moreno-Limon, 1%96)..

Drought

Acverding to Moreno-sinual (1993 waler stiess caused break
down ¢ the membrane of the chiceropiast and dilation of
thylacwids with gQrane not distinguishable..

SIMZL2TED ACID EMNIN CHLOFLAST

Stoyaaova and valikova (19901 reported that simulsted
a¢iy rain apk 2.4, 2.7, 2.0 or 1,B1,cauwsed changes 1in
chloruplast structure foliowed until coumplete destructaicn o
orgarailes ccrourred. The chiorcplasts ¢f palisade parenchyma
ghowed Wi Jferent veyrees ol expansion oI Lhkylakoide and
ceatermational changex of the inner membrane sSystem. [he
chloruplasts o the spongy parenchyma showed a significantly
higher degree ¢f struckural resistance. The ultrastructural
changes of chloroplasis cwfirmed relative resiscance cf P.
vulgaris te acic rain until pR 2.0..
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PROLINE AND PROTEIN PROFILE AS INDICATORS OF RESISTANCE TO
BIOTIC AND ABIQTIC STRESSES IN BEAN (Phaseolus vulgaris L.).

R.K. Maiti 1, Adriana Nunez-Gonzalez 2, Pedro Wesche-Ebeling
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16, San Nicolas de los Garza, N.L., Mexico.

ABSTRACT l

Plant adaptations to several abiotic stresses are manifested

in the synthesis and accumulation of biochemical components

in the cytoplasm acting as osmoregulatcrs. The paper makes a

short review of recent researches on the contributions of

proline and protein as indicators of resistance to several
bictic (virus, fungus) and abiotic stresses (salinity,
drought, heavy metals, mineral stress etc.). In all these
stress situation there is an increase in the accumulation of
proline in bean (Phaseolus vulgaris L). The contribution of
protein to resistance to these stresses is not well
established in bean.

Key words. Bean, Phaseclus vulgaris, proline, protein,
abiotic, biotic stresses, osmotic adjustment

INTRODUCTION

The importance of bean (Phaseolus vulgaris L.) as food crop
of high nutritional value in Latin America and other
contries. The productivity of the crop is affected by several
biotic and abiotic stress factors under semiarid conditions
(Maiti, 1997).The response of plants to different
environmental stresses are complex and involve several
physiological and biochemical changes. Many reactiocns occur
when plants are submitted to those stress factors and form
diverse compounds for neutralizing these adverse etfects
depend on the genetic and biochemical characters of the
plants (Dubey, 19%4).Plants exposed to different abiotic
factors such as salinity, drought, salinity, high
temperatures express different mechanism of adaptation
through the production of several biochemical components such
as HCN, specific proteins. These chemiical components act as
osmoregulators in the adjustment od osmolites in the
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cytoplasm (Ridwell, 1972, de la Rosa and Maiti, 2995). An
Increase Iln prolline dnld oeldia o < 5L

R e
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Bl LB Bag
with an i1ncreasc in moisture stress |[duniga et al 1984, while
Kapoyz et al [(1985) cbserved a positive correlation between
the acrumulation of proteins and tolerance to drought in
Lean. A reduction in the gynthesis of pretein is the result
ol hydric siress and the resistance Lo water stress mignu be
duec to high proline content (Nixr ev al. 1270, Tang and Wu,
1987, Larnsac, .990). Water stress Increased the accumulaction
cf proline in the germinated seeds of barley subsected to
water str2ss (Sing et all972|. Water stress increased
accumilation of prolein, the activiaty of ni:zrogenase and
othcr resatec enzyues in the metabolist of nodules 1o
soyabean (Kohl et zl. 1991). Sorghum lines resistant. Lo water
stress accum:lated righ “evels of praline while {he -
susceptible line did nct produce pxecline (Sivaramkrishnan et
al. 198R}) .An inarease in the accumulatiron of preline was also
repcrted in different crops subjected toc water stressand
sglinity . maize (Thakur, 19857, Vootberg and Snharp, 19811

A synthesis aof sprecific protein occur in plants exposed
to different abiotic-znd biotic stress factors such as ’
drongh:, high and low terperatures (Ericsen and Alfinito,
~984, Hurkman and Tanaka, 2987, Singh ot al. 1987,

Ricara et
> DA <

The metabolic function cf the majority of these
preteins an theilr adaptztion to these adverse stress factors
iy net yet established (Be-Hayyim e7 al. 1889). The
rreduction of heat sheck proteins  1in different plant species
sapyocted T nigh Tempeyatrtres play 2 possible role 1T EhcT
vrotect o el organisw te nigh tempergature stress (Vierling,
15981, Ristic et al. 1897). Nc such reports are available 1in
heans, Under salinity, the precduction ¢E new proteins aleng
with amino acids anc nitrogencus compounids functicn as the
mechanisn ¢f Tolerance Lc¢ salinity [Greenway and Muans,
1680, . Dubey and Rani ({1989) cecnsider tnat these proteins
funztion as ~yitoplasmic esnolites capahle in the osmotic
ada’tazument uncer hydric stress. lhe role ¢of protein
synthests under stressful conditions n different plant
species have been documented by Dubey (1994).

Under conciticn of salinity ciflerent Crops manifest
differznt physiolegical snd biochemical changes which might
indicate the capacity of their tolerance to salinitylike
csmoregulation , an increase in organic acids (Ccuglan and
Wy jores, 1980), mineral accumulation (Khair, 1986, He and
larg, 1393, de lz Rosa, 1993, Merene Limon, 184Y8) and soluble
s.aars [Coughlan arnd Wynjones, 19%80).
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The present 2ape: gives a hrivl acueounts ol the
meranal izm and The rale of prollne and protein in rass stanne
to cirferent bictic and adiokiz stresses in bean (Phaseolus

vidaaria Tad

PRGLINE

Apelication of aspacctic acid, glalamis acid, asparagine,
glutamine, 1lysine, crgiringe, tryptophan and preline increased
ront grawth o 20 valgaris hypocooyl cothings, asoong which
ASCRr2Gine wac thae mosT «fifective. Eome athor amino acids
showed 1nhibitosy - no etfects {(Kakkar and Raai, ~938)

Koli. ot al. 1.%3Q; examined pentcsr shosphidte paChway,
pyrraolire-s-satooxylote Yeducrase and proline datyydrogensse
activities 11 P owvilgariz and olher oiancs. oot nocules.
uzing ine grocess of nodulatnion nileogenase and glulamipe
syrihetase activ: €5 increased wnolst pyrrocline-bH-
Tarbexviace roductaso znd pentrtose phusphate fa_hway
arcrpitias weye rapidly induoed and showed bigh activicies,
Proliae dehydriogenasgs sctivity inzricased Guh2v amide
FXpGETINg nodules also showed quh Ty rraline 5 carhoxy|aT=
refuciare acl iudry.

Shenn et ¢), 19%3) dnvest-ogate? develepmenial and 1ig3at
requlatian in seedling shocis 2 wMNAsS cncoding a nputative
cells wall prealue-rich protearn [2v?2HP1), cell wall ylyolhe-
rich p-ateins {(SHEPs), and cell wall hydroxyproline-rach
glycopratelins (HREGEs) ., Ligh. increased Lhe leyals o these
mPKRAs  aubstantially in highly regqulated parterrns during
sexling devziloupment. Ftic.ated secdlings exposzed o rod
2ignt accumulated FuPRRDT, BHE, and UREP meReEs 1n tiu:
hyvecoolyla, Far-ced light Znnibized red l.gnt inducticn of
Lthese mENAS, esxhibitine a phytochrome-medrated procass. The
eulth<rs suygpestad the gossible roles ¢f PRPs, GRPs, and JRGPs
1n ¢2ll ditserentiation and whotomciphogencsis.,

honcrding o Hanae and Jdayaebaskaran, (149371 the avnlentide
seguence ot & preslife facw bean chiloroplasis saowse 72%
hemslogy wirh hean mifochondrial riNAYre (U4G0) .

Chod . dangWwoenag et oAl L9 dRaclatnd a STINA o lone, onccding
4 pruline-rich ¢ kDa protein in developing cortical wells of
th=a routs @F bean (Phaseclos vulgaris) seed ings. This claone
ceontazng @ 3D Lp open reading Srame encoding & polyoeptide
et L3S KA, geignated SVRLS (Fovidgdarie focl 3! 0 Galdthetn



blot analy51s suggests that genomic DNA corresponding to PVR5
CDNA 1is encoded DY d Slllyle ycie wi w wimees =00 2201y,
Nucleotide sequence data have been deposited to the
EMBL/CenBank/DDBJ databases under the accession number

U34333.

Different factors contribute to proline accumulation in bean

Water stress

Erdeli et al. (1989) reported that a growth retardant ,
sodium 2, 3-dichloriscbutyrate (DCIB) at high concn inhibited
water uptake in P. vulgaris cuttings, decreased transpiration
and increased leaf water holding capacity and contents of
free amino acids espeécially proline, alanine and gamma-
aminobutyric acid. It 1is suggested that plant response to
DCIB is similar to that to water stress.

Andrade et al.. (1995) reported that water stress
decreased water potential and osmotic potential and increased
free proline in all the P. vulgaris cvs. studied. The
greatest increases in proline occurred in the drought-
susceptible cultivars Flor de Mayo and Cacahuate 72.. The
authors 1interpreted that proline accumulation may be a
symptom of stress in the susceptible cultivars and may play
an important role in the maintenance of turgor in the
cultivars that are drought-resistant.

According to Al-Karadi, (1992) high proline
concentrations occurred in water-stressed bean plants grown
at the lowest P level; concentrations returned almost to
nonstressed levels 5 d after alleviating water stress.

It was also reported by Upreti et al (1998=)that water
stress increased osmotic potential ( psios) and relative
water content (RWC), ABA and proline in French bhean although
the degree of these indices varied among cultivars..Decrease
in chlorophyll contents was evident in some c¢v. Water stress
increased ethylene production in all the cultivars under 4 to
5 day stress which decreased later under 12-d stress..

Salinity

Shevyakova et al. (1994) suggested that the greater capacity
in the resistant variety to salinity for inhibiting Na ions
in the roots, caused a relatively low accumulation of Na
ions 1n the leaves. Adverse degradation processes, such as
reduction in bound proline and accumulation of free proline
in the plants, occurred at higher external concentrations of



Nali in the rasistant than the susceptible variety. In
analhar siudy. Nall stress reduced relative growtlh and
d:elein cenrtent but increaseq prolitie content and peroxiocase
acTivity (Brocitc et al., 18955h).

According ko Sawires ct al. (12%f:, callus growocn was
stamalarted hy U.3%3 KaCll bt ceacreased Dy FPigksr 3alynity
levels, Zonceenzrdtions of sodiun, catboehyorales and freoe
araliae general_y increaved wilklh increasipg saliaity, whereas
X ¢conceatration ¢f callus decrcased with K&l level. Prctein
caclcal generally increased gue ta salarity 1n pea callus,
puL ceacteased i £, ovulparrs callus., .

ARAA

AB& 1 4n inndcetar ol drooght. 5SoLQss o 1n o aldnts.

FHE, aninn amid dnd arolinn cancn snareased ra raach a max.
aprrox, ufter treatmzol with exugenous BBA. Tn unicunzzole-
treated nlants leaf BRA, amnirn acid ana praline nonnn

(v lowed 2 iphasic vallern. Unilconazele concn in cnlaomazule
“rerted ntanis 2lsa0 {cllowed a hiphazic pattern, Sromalal
resiusrance followed the sane treads as ARA, aning acid and
praline conen ia harn ABA and uniconazale Lreated nlanrs

i Mag say st oal. 198!,

founis et ¢l 11%94) repcrted that under salinity ABLA
1necedagoed wrclliae and P oconcentrations i the saslinied
plants wnalst Kinet:n decrcasced then., ABA ctirmulatod the
reaslocation ¢l K, Ca and Cl {rsom sael Lo shoal, =l
daszecurplstiaon of rrase winerals in roct enila pul inhibskred
e Ho traaslpcalion amng Ca acvcumulabic, X-retin inhibited
Yhe mraeslocarion amgd accenmnlatian of Noe and v, K
trensizcetion, 2nd svimulated the asccumulation of K and Ca as
wa'l as A transiccation. Yhe higgeny effect ot harh ARA and
ket in was gencraliy obselveoed with LU nM NeCLl i the
i un.,

s chner slady, Lhe addition of excvdenpus ARR Lo plants
hetar contral condit ians Jnducen acommElaticon of prelane and
tovs] swaar  very similar to that observed (o osasinlized
mtants. Nacl Lyeatmertl decreasced the atonstal conduatance and
srarspivetion rate of _ecaves 35 well 4% the osmotic ang
“uraar potentials, Tre aadition ot exogennus LA f1lao
S lared cliese responses. These 1esulls revealed the facts
Lhat an 1fmediat? 1nérease 1h AHL upon exposire to NaCl
coincidey wilh the perigd o preline ond Lotal sugar
accemelation, ard That Ttrestment nf plants wiilh exogenous ABA
sTiwalates the collular processes ¢l osantic adluatment in .
wulgarjs iCacho:zo oL al. 19349%;.



Daisesase

4 oINR clone was isclated whose corrcsponding transcriptl
encacec an apcprotein ot 3 hydroxyproline-rich glvcopriotean.
Both infection ¢f plants with Colleteerichur lirndemuthiganum
speres and trediment of suyspenzion-cultured bhean oslls with
an elicitor preparatior of the fungus cauvsed & rapid decreasc
in the level of this mENA. wWounding of tissie, however, led
T 4 very rapid, Lransienl nductlon of _he transcript. In
rantTaaT, all heran hydroxyproline-rinh glycoprateins
cascribed praviosu-ly were joduced bolh aller infestion with
—angal snoerea and after merhanical odamage. The pratoin
cncoded by thig pew clene containsg 3 proline-rich domain of
Abouit 30 kDa. The Jene w33 oredaant AY a 3ingle corF 1ow SOy
tumber in the hasloid geneme and exkibited an vrpusual codon
usae biaa for The aming arcida praline and sprine (Haur et
al. 1990,

zhang et al. ¢1991. reporeed taet furgsi e€liciior and
wounding caused negative and positive reqgulativn ©f 3 oove!
ozoline-rich proscin mBk). The structure ance expreszicl. of a
sDNA clone (EwPR?11, isclaled from a CUONA lisrary prepatrsd
fror P. vulgaris colle treated with fungal (Coliletotricnum
LrhdEnalniancw) elic:Tar, wero detsimined (EMBL Data Library
accession numker X60391;) . On the other hand, Bradley er 21,
11392) reported thart =2licitor tvrgus (Phytaopnthara) - atd
wound-indueed the accurulation of aan exidortive prelina-rich
olant ¢c2.1 wa'l protzin aeting as  reptd defcnsce mechanism.
Tt 15 concluded tiat stimulus-dependenlt os<ilualive Crose-—
linkinn of wa'l satructural proteinz is a noavel sSire of
celivlar regu_atlicn with petentially imwortant functicrs 1In
cell Mmaruration and Loughening of cell walls 1y the initial
stages of plan, defenve.

2hang and Meady 18%20 reported hinding of o 50-kD precleln ta
a L-ti1an sequenze in arn MRNA encgdine 4 prolene-vic: prortein
thet i=s dezrabilirzred by fungal el ¢cirar.

Wyonff et al. (14995 reported that the FRGEPL.T gene,
which vneedes a cell wall bhyd-oxyproline-rich vlycoprotleln,
wan 1sdlared fram 2 genomic library of been 20 vulgaris) .
Twe Tzanscripls, caw Induces by wounding and one by
al1mira’ icm, wera Craracribhad from the sampe initiariar site.
The gene encodes a polypeptide of 380 amint acids witk the
aninc terminal half consisking cf repeats of Lhe secuence
serane-(proline)d-lyvsine-histidine-serine(proe) tue) d-
tbwrasine) J-ristiding and the carboxyl-terminal lLalf ¢copposed
cf roprazs of the z2zauence serinc-ipralinc)d-valine-Lyrosind-



]ysine-Ly;osine—lysinu. A 964 bLip upstrieaw vromcter fragmsnt
was tranglationally Taged tn the bera-jglucarconiidase reporter
grne (Eschecichia ooli vidk) and transferrzd irnto tabacco by
Agropacrerium tumefaciens-mediated leaf cdisc tzansfiarmation.
Analysis of beta-glucurenicase activity snowsd rthat wounding
cavged lacal acrtivalion of the HRAETA,1 promste~ ‘n Lae
rhloem, Stress induction was superaimpessc on btissue-specifsc
Aewvesl opment ) exoresaion ir atem nades ard oot tips. This
sucygests that HKGP4.1 may have specific stzucateral roles in
devolapment. as woe | as prolectiave Zonnctioas an detence.
Mucleslide seyucnce data have been submiztted to Lhe GenBank
dartaticae unader soeoessionn vempier U187910 CERGED 1) .

Heavy metal
Chatl Than¥Yac of al. (1795) reparted tnabr a cNDNA clone

chooding a pzoline-rich protein speciflically espr=ssed an
Green tissnas 57 V. vnlgarrs was 120lafed by differential
srrreening ol vidals oprdyaed willi sercpric chlezide. This
' one nontainsd an ORF ef ZEE neolestides codiig encoding a
purtAative protein of 98 amino acids (=11 kDay . This proteln,
deziguacad PePRDe, ceataing scveral specifie aminoe acid
tmetils, such a3 Lhe repeticive prouline-rich pelvpeplide
SEVYR, Mast of the abiotis arnreases ‘uvearigaraed cmetals,
wznding, drought, clevated tenperature, Y, sa_t and
al>seigic acid) exhibited a strong respoerse by increasing the
exorossion ot this gena.
Boron daficiency v

Ronille er al. 17997 reported that g-doficient bean (£
valwesty) ncdules Caused dranatlc anctonical anomslies
Miinly in the parconchyma reqgion. The atkerxant cell walls of
pere—celicienlt Lean revt nodules did net ceneain no
cevalent 1y bawrd hvdroxypraline-/praline-rich proscing.

Sulphite

according Lo Karolevakl anrd Prencng 1199340 sopllite
rodened plart Td oand leA- water content to A greater ex.oont.
Toorasponse Lo sulphite prolice content increasssd Lo &
raximum and ther decreagsed 3t aigqnar su_fifte concentratiohs.
fraline is supposed to play a aroteative rale in the reaction
ci plants to sulllite varyehd IR S5usceptible ard resistant
plant . This protecilon was =xXhlbited by an incrcease 10 In
niant grownh and i«al turycr, arnd an increass i the
intaneity of guvs espirazion. Bigh culfive cancenratinns
gnbanced simullansous oroling accmgalzion, uecline of legd
Fd ApC wAater contenT énd rétardav.on ot cessiration



Hazbiwvide

~ayez and Kristemn :1390) reponrtec that herhicides |
chlorsuifouson, nerflurezen and tri—-L:13te} cauvsed in changes
in raot cap nltrastrueture. lerhicide rezotion 1s man-testerd
2t b destructicn ot the culermost cel’ layer of the
gasrelovy Tizsie and 1he sepazation 2f cells Zyom the root
cEp seriphery . Root growth was reduced by all 3 herbicicdes,
maai 1y by anlarzulfueon whrcha #1500 Gananed rhe amyiopiasts in
slatocyres. This phenowsnon 1s associated with an increase 10
prodine cantent. It ia angpeared chat rhe ront ~apas nf
garminabing pea and bedan seedlingz werd hijhly fensilive to
low concentrationa of beorbicides and that herbislde-induacd
qroslh reduclion may pe associatec in part Lo roct cap
injuries. ‘i,

PROTETIN

hellec1UYY) repnreed Fhe ultrastruclaural! localization of A
boan clvcane-rich prozein in ontignified crimary walls af
protarvieT ceila. R poalyelapal antibedy was used To Incslize
a glycine-rich toell wal. p-otein GRF 1.B) in Phaseplus
VR LgAris hypacoryla with the indirect immuragrld method., GRY
1.8 was lucalizad mainly in the unlign.liec peimary cell
wAal s af {hs sinest protoxylam elemzars and Also in cell
corners ot Loth prato- and mslaxylem eienents. I'n addilion,
580 1.8 wags detod¢ted in phloswm using insue printing.
N mejor cell well proftein rich in prolane, va_ine and
Jlataniz acidrsgylutamine was 1solated and charactericed trom
cgsrured P. o vulgaris ev. The protoin was localized in the
interrallelsz spaces of the cortical cells of P vulgar's
“vporatbyla and the wall plasmalomma irrerfare of xviem
vesscls, Wounding altered the proteln distiibwiion 50 it was
gepesally disrributed in rae wall af the epidermal and
wozeraal cells of The byopeoo.vls., he 22 200-Da proveln was
CYoss reantive wWitli antidbadies rais3ed t2 dlynaproteinsg of the
Pnizapbivm jnfection thredd and Lhe colt'in-bineine
hydroxvproline-vriah glycaprarsin, portato ITactia. The prorein
itgcld howund ro tne growing hyphal tips ¢f the pacthogen
Collatatricoan indemoethianum Millarv el al. 139z).
Zhang and Mehdy (1934 reported binding of a I0-XD protein To
4 U-rixzh sequence an an mRRKA encoding a proline-rich grotein
that i3 daslabiliced by furgal elici.os.



Canpos e al., ¢1895; reported isolation, ciargoelericzation
aned guene axoreasion af oadelln Npv3iC fron comnen bean. It has
bowr: roported previously that transcripts for a 30 kbDa
nedilin (Npywic) avre very akungant in the nadnle. In 2.
vu.gazis, Npvll js encoded by a small geng fam’ ly that shares
dijscrere sequenne hamclgies with ancther small gene tamily in
soya22an,. An acltibsgy dgainst a hoLta-galacrnosidase-Npv 30
fusion preoteln détected “wo proceind of 2B ana 10 kDa.

Jhiauka et al (1990 ccncluouded that isoprozaiolane chiaanzes
advertilious ool formalion in association with specitic
Lrotein syarhesis tor rhe indtiarion of rocr primorvdia. .,

Leshpande: and Damodarar (1932307 dercectod the 75 globulin
storayge proteins, phaseclin, vici_in, anc beta-conalvcinia,
in Lrwigar.s, tield pras, and soyabcans rosp.,which  arc
higoly hamelzesus, ane vetl exhlbit consacasakloe diffmrencas
in their suscedtinility o various preleinases. The celative
conpaciness of Llizse J proteins bzsed on Chase stusies was
“Hoglbed Lo the sbhservea differencee in thelir suscapibalily
UG varlious preteinases.

Li-tonmivn et al. (1994) disnialec No protelsn aminoe acids N-

Metiyliscleucing, ay o [roe amine gcid trom the seeds of P.

vilgsv1s tanetner with S-methyleoysreine, pinecalis acid and
a dmipeplidi, ysmie-qluvanyl-laucie,

L ostudy in Bungesy 1dicated Lhat seed o:olein coonbenl
dezveaced wirh Frazvesting later than the rigne srage. Higao
tempersturz decreased the pootein caentent o shelling seed 1o
Flagersiet beans ir parrscular. Tncreasiag praline lewels in
reaense Co drcught 3ireses was obacreva 11 kean aus.
denending on the cv. 1kareskeri er al. 1494940

in the scconcary cell wall three major novel glycoprozelins
wiith vela-1ve rrlecular weignts of 55 050, 86 00N, &nd 9C
DO, was puritied and chacagtesized by means of WEA-
Cepiarcse af{inity chrenazography. %0-k.a glycoprotelrn was
oreseat loecalized 10 sevorndacy <cell walls oF xXylem tracheary
clements ard in xylarsy aag phleem tibres. Kojiasze« snd
Bolwels, 1595},

Prafi ia from oo bean P wulgurl: was purified to
womagenelty by polw-L-picline atfanizy chromatography and cel
filtzetion., The bypoecotyv. ond symbiotic ruot nodule protein

detazied wiys a s1ngle L72I>rm with a 14 .4~-KDa molecu .3y wmass

NG an c=oclectric poins of 5.3 rarvig. =) acis anrd NNB



seqac:ciné of a full lencth cDNA clone (G203ank dalabase
ACCSEsLiun TWNLEL NOLYBZ) CUALLILMSd LD LUSILwE Ly @3 suar s aite
Th= strong idertitv of the sequence amony the profilins in
hesn suqggested that it may play an amparfant role in —he
siygndl transduction mechanism of plaul celds and plant-
oacterial symtnoacs (Vidall et Al 1095)

Siv cDNA clones from P. vialgaria, were induaced hy warer
deficit and ABA Lrealment [rsP oTNBEs) . The ucquence analvses
nf the isslared clones indicates that they encade twd Lypes
i late--embryodenesis apbundant [LZA) proceins, a cless-l
cytoplasmic low-moblecular weignl heat zhock proteir | lmw-
ES¥1, a lipid teanster proateir (LTEY, and Twe different
praline rich proteins (FKFI - The results support the
inpertance ©Ff thaese wvroutelins duriang the plant. respensa ©o
watsr deficii, Nucleotide zeguence data have beern subnirtved
To the Gentank/EMbBL/DDRJ databases urdotr azcession aunbers
ur2ted [P¥PR2-12), U72765 (PVLTP=-24), LI2%¢6 (PvHSPly~13!,
Fsfed (PuLERA-2%Y, UJ276Y [PvPRP:-37; and U'lZ2i6aY (PvPrp-12).
sColmenero-Tlozes el 2!, 1897),

Wo rtaszek et al, 11890 reported that ozildativ: cross-linking
af tarveas [hydroxylinroeline rich cell wall protcins, Xnawr to
Be immobilized during The cllicitor-induced oxidative surzst in
Yoovuigaris zells, wax modelled using perecXidases wooh
cysioune or H20Z Ryscr et al. (19271 roportoed the gresonce
cé atructwuzal zell-wall preteins 1o pretoxy_er development as
Quriganoe Tor @ orepalr process mediatod w oA glycine-riah
protein. Electron micragranhs ¢f tLhese walliszs showed that they
aiv composed of an auworphoeus mate-ial of rmoderate electraen-
dersi-y ard cf palysacchazide microZibrils, It 13 concluded
thel Lhese walls are unuvsudlly gich In proteic and Lherefore
have special ctientcal and ghysical properties

.

Rznoval 9t pod at early stages cif pac development eniaroed
relativa levels of a speciiic protein with a relative
mes_&cular welgil v 28 0C0 Da 1u the young ouds that formned
later. “he orclein, desiqnared poe storage pratein (PEP), wias
purified [rom walzacts of nowly {formed pods [-ow planls. Two-
dirensichal pelvacrylamidae gn) elactropbore=s: s ghowed rhe
presence ul Lhres forms (desiguated B, B, and ) cf P3P with
identircal e_cetrophoretis mobilities but ditferent charges.
The molesular weilyht of native PEP was 87 XDa.. Eoim E
lacked ~he N-terninax alanine 0f forms A and C. Using tne
ancisEoam 4g<inst form A, @ Zull-ls=ngih ¢IHA clene was
jsnlatec. The coth chain incloded YOL bp potentiaiiv
ANCCGing 2 no.yeeptide with 259 amine acid residucs land a



calouiated molecular welgni ol 28 851 Ca). osenomic Southern
Clor analysis sugygestec that PSP is derivecd irom @ aingle-
capy gene. (Ehong-Pei¥ing =t al. 1897:.

CTUNCTUSTIONS .

horovision of literature on the respenscs of varicus crops to
sovaral baotiz and abiotic atress taztors indicare that

Ciant s prodace variads chenical ennstitoenrs sach ss proline,
spacltic proteins acting as mechanism cf plant resistances Lo
such slrescees. In hean | rPhasecius vulgaris L.) orocuceo
proeline 11 lrezponse [0 Various sttess factors like s2linily,
eEstrat in sLress, heal styvenss, mineral strenss, hesvy werals,
turrbicides and Diotie slresses lise viios, [ungus. The
~craatance llnes procucr Tare amino acid in higher quantivy
witich g absant i the susceplible ones. Llioe:r £Lresscs
alrhough rac svnthesis of cpeciric pretein 15 well snown in
stries cropes, bthis 18 net welli eatablishece n bhear., Therelore,
more rescarch emghasis nees to be directed in Lhis cireciLion
in Lhe case ¢f bear. Eawewcy, the euzluation cf Eean
coltivars unadcr various <kiotle sEresses miay be srrenothened
11 the selestisn 0of the «u . tivars with J)cher pro.ine
conbanbs far rosystance 49 rheze stress faniores.
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SOME BRIODIC RND ABRIOTIC FACTORS AFFECTING CHLOROPLAST
STRUCTURE AND CHLOROFPHYLL CCNTENT IN HEBw ‘mr_-- . g
L.). A Review.

R.K, Maiti 1, Padro Wesche-Ebeling 1, Adriana-Nuhez Conzalez
2, 8. Mareno-liméon 2, J.L. Hernandez-Pinerc 2, Maria Luisa
Cazdanas Avila 2,

1. Universidad de la3 Miliicaes, Degarlamento gde Quinicd v
Bialcglae, Santa Cataring MArti-, C.C. 72820, TMaanla,
Mérive.

vo Posrgradusta Myvis=ion, B olaygy Facully, Apartacn '‘oatal -
b, S4ac Niccelas de los Garwa, K.I., Mexico.

APRSTRACT

Thiz papes discussens a bivier acogant on toe antogeny Aand
plvrastructure of chloreolas: ¢f boan (Fhessoius voigeris L.
anc the eftz2iczs of scome abhiatic stress o toe structaral
ancmalies of whe ¢chleoroplast. [t 18 assessced that all these
snIeSRes Cause dasorgdanizds i on 20 the chloroplast, sach as
cdilzirtian of rhe chlaraplas: |, separatiacr aof grana ant
cucunilation vl stdrch geranulas, ALl Ltaese anoma_aes i Lhe
plrrasrracture of chla-aplase ave dlrce: impact on tho
phetosvnthetlic capacikty »f caloroplast.

INTRODDCTION
3nan 1 2haseclus velgaras Zo0 25 an lmportant source of
osrotain food in latis Amcrica #nhd ofher caumtries (Maiti,
[997: . The productivity of a crop Jdepends or the efficiency irn
tne caplion ot (o2, abscrgtion uf radiant energy by tha
~hilorcptyl Aand ftipaliy ir=s canversion in chemisal enaegly in
the calorep_ast of the cnlozxzphvll in the chleroplast.
Tae o7ticiency of on_croplast. Lo the photoeynthesiz 1s
alfoecowd Ly se2versl bliclLic and abic.o ZaclLors.

DRTQIFNZY [NJ GEVELCPMENT OF CALOROPLAST

Dur.r3 developm=n: ¢ primary leaves ot Phaseoclus vulgaris
eV, harzgrass only small, nen-sicnificant differcences in the
altrsecruclure and dimensiovns were {ocund beoween chloroplasls
in tnelr patis:sde and spoagy partenchyma cellz (Kutik, -J.
TaBoY .

MEwern et al, (1946 reported hbet alter 7 days of
l:radiatiaon of Phascexlus vu_géris cv. the gprimary leaf



contulned’ DOLt :00 times more chicicephyll per gram {resh
A ! : sl sestion anc aboo: 20 rLimes

R T - I S - 'J""-"‘-

mare l,hdu Lhe epl.,o.,’,'l_. UlLrastrucruidl invesliyel —on zf
aaedl ‘ngl grown far T daya in Adarkness and then yrradiated
for 24 h revealsc a more developed inner membrane system with
arari ctacks in plastids ¢f celis in the upsermost Sypototyld
secrian gcomparnd wicn plastiaz af cell= in lawer hypoeagyl
secliovnis. Aller flash irradiation gt Lhe Jifferenl sectiuns,
tlacrescense crascion apcctra with maximwa at 680 ana £%0 nm,
resperetively, wzre obsetrvad, indicating Lhe {grpation of
sho-t- and Yong-wavelength chloropliylllideil torms. Aswever,
after conLiruous irzaldiation long-wavoelenyth chlorcahyll (1de)
waa fcrmed. In dark-grown rocts, where ¢nly short-wawelength
prooech. _ozophvl) tooms were prasent, Lt «was not passible Lo
tvaneform protachloraphyll to chlo ophyll by €iazh

1 radidt ion., .

Fhiseoslas cotyledens last most of rheir rezerve subustances
duricg che rfirst fow days of germination snd turned areesn. In
cutyiedor: mesophvil) cglls of one~wesk-old seedlings, plastids
wers reprosenred precominantly by anyloplasts [:L&ILh grains)
ence chlarcanylop. asts, and the cells appearcd to e
metsbolically bighly active. Only mesephyll ¢rcllys near o theo
burdiis were rich in olasrids. [0 Lwo-week-old intzct bearw
piants, the cotyledons were vellow and sarunken, and taelr
i1 13 ware nearly Yerpty”. The plast‘da an rheT were
tepresented by saunescent. plag. ids {geronbpplasis) anly, In
Thi: gqerorToplasts a¢d well asx freocly 1n oytasal, Fluoresasnrt
Jipwad Anclusions w2ie secvmulaced, This colyledon
new—zlnpmcnr was mare O1r ljess indppendent N lrr-adiance. 1n
“"dJecavltated" bean plarnls, senescernve ¢f nescphyll cells and
plasticds was slowaed down ocasiderably, and the lite sparn of
rhe cotylegons was prorenged.

Kuctix ot al. {1288 studicad the uvntogeneflo changes ot
rchloroprlast structure oI The primazy anc - 3. <rafsliace
leaf.. T1L wis okhserved Tthat may, relative pazt iz velune cf
The systen oI thylJakoid mem2ryanes in the chloroplasts
ocousrred in the primarv leaves, preccdea and follcwed by a
provcanced accunrulablon of 3lLarch, while fax. 1elalive
propaortion of prastaqlioho_i wazs achievea an the end ot the
chluareplast development. In the I[st tritoliate leaves, the
tzve apment ot chioroplast ultrastuctares was zhartered, with
tmiy ona veak ot relative ypropartich ot the thvlakoid systos
in ~he 2nd qQuarter and of stazzh in--usions 8t the end of the
l2at lyte spah, sicig wirh 4 max. <2 ative proagoartiaon ot
rlaztoglcooule. Max. caontent of chlosophylls per leal arva



Jnit aoccutred in koth tyses of leaves prior to reaching their
max. loaf ar=a

Krandac<ar and Bradnesr (1955) atudicd the developmental
changes o[ plaslid L: P wylgaris upder dark period. Brior Lo
dark arnhinztien, the mesopayll cells corsisted of conTaincs a
Laxryge: numbher o prarean bodies, a few mitcohondria an /-3
proplastids. Starch grainsg were tirxrst deteated in tho
proplasrtids trom leaves. A peak nunber of starch grains per
plastic soctivn was nolsd alter 56 I, afitexr whicl thiis value
tell. vhe numdber of prutéin bodies in the cell section
declinec accompanied by nne developmen:. cf =ztarch grains in
the proplastis sectisn affter 29 noof imkl” lon. Proplastics
becams sph2zical and mest of the srnroma in the mescphyll
cell=z was coversd wilh 2 number of s8tarcs: QJiaina af-er 36 h
Ul sabibitian. This stage 185 chaitovierized Ly
of |zlastidds as «#el]l a3 active cell divisica. During Lae nexrt
2.4 4 Lhe pumkber of 3tatch grains per plastld zecblian
czercased. Tne increase in the number of plastids per cell
suCiion Lhdiceted that plastid divisions occurted more
rapidly than ceul divisicns duracg the tairal 4 d ot dark
Arawi . .

Coae OrnCurtenee

CHLOROPLAAT
LCarweesh (13225 reporvad that 4-Aming-5-hexyecre acid (AHR)
inti:eilleo Lhe bionswmtnesis ard accunulaticn uf chiaraphyl )
duiiwng the grecnang poriods ot B volgaris scodlings unrtil
b 4-Z leal stage. This wnhibition was reverzed by the
applicadtaey 9 h-éminolewvilinic acid (ALA? Lhe precurssr pof
ch_ocroonyll), but nct by glutamate l-semialeshede (GUSAYI . LG
in saggesiec that n¥R had its iohibitory ettect through a
transominazicrn sLep in the ALA-CS pathway hetween GS5A anc
AL, BHA 1U.Q5-12.0 mM) also kad harmtul eifceta on the
ag_Zrastructure ot F, wuigaris leaz chloroplasts.,.

Tag al:i) ity ol Lhe delergenls digilonin, Triton X-~124,
sodrar deaecyamnlpnate, ceryipyradinium crloride, and
Gwiviergeals 3-72, 3-14, cnd 3-7¢ Lo frzymery unstacxed
“hvioknid menbrancs was tested ‘n Fiench Deen (P wuigaris,
cv. ¥Membrane tragments obhrained after ithe adcticn of
tacdividual de_erygents on agranal Lhylakelsds were separgal=d pn
A Pereai) gradiert . Separaloed fractitons wers cha-am earized hy
their chlcrophixll (Chl) content, CRl aib and Chliproltein
Yataioz, pouitlinon ¢i abscrption maximum (Araxt in red snentral
reglon ane rarics of inconsities of flyorescence emission
Dan3:. LW concontnrations b detergerts fragmented saronal
mercranes in 3 pattert which changed dersog lcat developtient.



Oﬁl/ A 1ftergents A-2€ hald an increased capacity Lo extract,
. o e e =] - .|..

5 Lz owae probakly vromoned v oLhe
p)‘(’?.—:e:n:’:n of fhe 1n (" a!k}L ~rhain, ! Wilhelmovya, 1994) .

The prurvenleoroohyl) (Zde! form: and plastid
nltrasfrurfurs weres invesrigal.ed n hypacotyls ot dark--grown
geedlings o P. vulgaris v, By deconvolution ol Lhe
Flunrascence tmaiszgion AnAchra znle GCaussian componcis, 3
protochloropnvl (ide) forme were [foung with maxima at HA33Z,
642 ana €57 nm. Plaatids ir the upper parts of the hypcoclyl
countained pralémne] lar bedies typical ol etiviated leavey
whilc rthose in the lowe: psrws contained orly stromug
Janellae., lmounolosgicas detection of NADPH-
nrotochloropnvl. ide onidcdoreaucrase on nitrocellulose
membranes alier S0S-PAGE indicuted the oscurrence of “he
Zpzyvme in upocr, middle and lower socilons of hypocostyis and
in trhe rool Taips. | MocBEwen 2. al., 1“494)

FACTORE ASEETT ING OHLOQROFLAZT STEITTHRE.

VIRYE

groiant and Redolfi (1923 reported Thal Tobacdf nerrow,a
netravirus (I'AV-W! caopsed wiltinc and non-self-limiting
lemions in P ovoelgarts, The pain ¢oll snomalics specific o
YEV—W infeccion were ER projiferetion zud vesiculation,
plasnolvels apd slosmalemma prollferatlon. Firally T©hls led
ta lesis of moss cell wmembrane:, Iorrmation of crystallino
inciasions in the chlorﬁplasta. development «f fibrous
strurzlures in Lhe oytop_cse and aZs2s lacge crystalline
aga-epcates of virva oarticles. The chilorvoplast pnclusions
cansisat ot ribulase-1,5 bianshosphate 2arnadylase [Uoali=co! .
1t i85 suvggested thal tissue wilzing, and crvssdllization «of
Lar vires ano Rasislo, may have neen cauvsed by cell
cenydratien diue to “he loss ¢f plasmalemma integrity,,

Ziel1nska 2t al. 15993 swudied tre effec. ¢f ¢hitosan on
leat cel]l olirastructure ot #. vurlgariz ¢cv. treated «#ith a
0. 1% =aalation, and tobaacna ov. Xanthi v, fTreated with O
ant C,01% scluticns, Anmd o furtiber iovesticgale The
reia"icashiy betweecn the changes in ke ultrastrocture a--d
plaont resistance indonced by chitosas me virnses and o*hes
oathagsns. Cetormaticn o plasmalemma and Tonoclast ard
Adestroctb:on of chloroplast warte nh=erved ‘n tae Shitaosar
treaed _eaves. Gther cnenges includesd cell wall appasitiens
of finrillar and amorphnoes ma-erial of vnk-iown avigin and
agyregation af ftibri)isr material in the intercelluler spece.
TUNGUS



tieid tnr¥ectiorn. of £ veigsris leaves with X. cambesisis puv.
phaseoll resvlted in The apdearantg al is5n!2ted #lamiAd swas=n
in grecen leaf tissue adizcent tc necrotic and chilovotic
lesions, Tpe flaccid arezs had signiticautly higher (B«<3.01%
stomalal resistances Than nsarby rturgid arcas of the same
leat. The flacgid tissues also had signicticantly lower
(P<0,051 r=2lative water corntents then turgid tissues o tire
same leat, This Aemonstratesd thakt pathoqen-induced water
stross was localilzed., Levels of free groline, anotner
1ndizataor 97 WateyY Stre2x, showed a moderate correlation
1Yz=0.55%61 wirth diseass oovprity. Thig indigated that watlzr
stross Ancreasa2d 1h direst proportion with The amount of
riogoue inigetad. (Coodwin and Sopher, 1%%a3,,

Adlz-rastrucrural observatiors werd czrried evt Lo

vneas=olus vulgaris Phosenlus vulgaris leaf rigsue

init tirated with extracelinlar polysacchavidez (EPE) fram
Pooydomotias syringone ov. Phassolicala causcd changes in Lhe
=ell fipe arcuctirre, espacially in okhloroplast arganizatvion,
wothin 24 ¢4 h zfrer BEPS infiltratiocn, clierallouns consisted
=f i'recnlarly running rhylaka-ds and distorriors of staceed
regisis. lovaginations ot the plasiia envelope and appearaigce
of cyToplasm pockens Tntide fhe ATromd werd also oosérvad.
Mg ros. ssvere alterslicns, consc=tiog 00 scopamd dflAataons
and enye.cue 1nfoldings, were newed 24 h after FPE
niott-atast, paralleling yel cewing af the treated lual
arcas: cnlsroplast shrinkage ond eollapse of tho thylakolid
sy3Len were alsw sonet lmex observed., Chloruplast
alirasfruciure qenarally recovered 48 b oafter treatmont; at
thiz Lime, local ostechmert ot the plasna membrane and
ves:ala Tarmotion in the periplasmic space were cbserved,
resemblioe a nen=z2o0ecicie, locallzed cellalar rezsonsce. The
permanent chlarosia and ulfrastrocrural alrerazions obserwved
thesibhy ceusing an nterference of Lhe EPS in Lhe ylobal
metapclism ¢f the P, vulgexyis mesophyll cell. [ Stefanl et &£,
ir 1azecsted zells at Phaseoulus vulgeris |cv. Jalo) and
soyvaneEn, CeEan angular mosaic virls [cowpea nild nettle
cerlavirus (JpHMVY) 1 cccurs i buydles ¢ ialcAte o, mave
rarcly, parallel particles. THHAV zonteins a single caua\
Proteln wito: MW of 22 .0 kba and % of nuclelc acid. (Gasgar
any Costa, 19%3).

FACTDYPRR LGN

dnctonnrisc z:ifcer chloraplas’. stracturc in F. vulgairis.
Sners phatoperica 1SP) reduced telal M by 272, (1at Lened
anlarpplas-s, rennced the 2ize and artea of atarnh grs‘ns and

capeacled che Lhylakoidy and intzathylakoidal spaiiec Conparea



wilt longsphotopericod [LP). The membranes anc intrathylakoid

-—:—.1/-—_ n‘r_",-.'l'-‘-.—--' My 10 D ea; -'t a'__ l."-:B-‘l}‘
N1CK=L ON ULTRASYRUSTIIRE

K7imr tzewatmen. with 80 =y/ml NiSO4q for 9 daye, in broad bean
FOOT LIPS ~apsed disinteogra-ion of nnn,cdar menbrane,
conucasatiion of nuslens, fevezZe separatlon of cell memusane
and wall, anc increoassd cyrtoplasm dersizy wose chserved. 1t
15 vencladed that Inzad beans a~e moz2 anpsitive ta allkel-
inceecd damage than winter wheat (Hac-8iCheng et al. 19986, ;.

FEFRCY Cv SALINTTY. HIGH TZMPERATUZE ARC WRTTR STRES: DR
CHLGEQPLAST ULTREASTRUCTURE TN BEAN.

Salinity

Moryeppe-laxen (49381 reporyied 1hat in the saszeptibde bhesn,
line sa’inity zdused disorganization of thylamnides in the
chloraplast, Zilatiran of organelles and wide separarvian of
tovliacoids azsocisled with accuwoulatizn of largs nonber of
granules. %Wnile zhis <yp2 of ancmalies did ner occor it Lhe
Lo_ecant line.

High tempratuxe
Claceptible cultivaer tlor de Maye exoescd to higk

tempe racture  caustad gromalies i1 tho o irastructare of
rhleropiast opacgmpanied with o inerosse 1n the 3ize and
nemer of sts=roa grzwles,. Thais 2nomaly was not observec in
tre tLoloranr Jiace ‘Mereao Limen, 193%) ..

Drought

AcoCraing Lo Moresmop—Lamon (1998) waber stress cauvesd kreak
down oI the mamebrane ¢t 1he chleroplast and dilatiocn of
thylaceids with grana nol <distinguishable. .

SIMUTATED ACTD RAR1IN CHLOPLAST

fMloyanavs and Velikava (t998) rvepoirtec that aimvlatec
auld rain (pd 2020 2.2, Z2.C 'or 1.8).c¢aused chanqos in
chloreplds, siruciore followed until complate destruction o7
orgarc!los ncouzred, The cbiloreplastls of palisade parenchyma
shcwed diZferent deqreeas of rzpansion ot tavlakoids  3ar7d
corfornatycnal changes of the inncr membrane systom. Tho
chlaroplosts of Lbe svongy Larenchyna showid o Siamilic=atldy
hianes degree 2° arvvustrural re’fisrsauce. The altrastsaciural
changes 9f chloraplesis confirmed ralztive rusistance of P,
wilimaeis tiroacid i uAatll pHE 2.0,
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