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I. RESUMEN

El presente trabajo de tesis fue realizado en la Unidad de
Biotecnologfa Vegetal de la Facultad de Ciencias Biolbgicas de-
la U.A.N.L. y el financiamiento estuvo a cargo del Centro de In
vestigaciones Agropecuarias de la Facultad de Agronomfa de la -

U.A.N.L.

Callo de dos genotipos de frijol, variedad Agrarista y 1f1-
nea LEF-1-RB, fueron expuestos al metabolito téxico del hongo -

Macrophomina phaseolina (Tass) Goid agregado en el medio R3, --

donde las yvar{ables que se eyaluaron fueron el incremento en pe
so fresco y el grado de necrosis. Se intenté evaluar el callo-
utilizando dos metodologfas: en medio R3 s6l1ido y en medio R3 -
1fquido, pero dado al alto indice de contaminacifn presentado -
en la evaluacidon en medio 1iquido, Gnicamente se empled medioc -
R3 s6lido., Para el incremento en peso fresco a los 21 dfas vy
para el grado de necrosis a los 7, 14 y 21 dfas respectivamen--
te, en los callos se obtuvo que después de expuestos los callos
al medio con metabolito tédxico se presentaron dafios en el teji=-
do, reflejados en un mayor grado de necrosis y en un menor in--
cremento en peso fresco conforme se aumentd la concentracidn =--
del metabolito téxico en el medio R3. La 1fnea LEF-1-RB mostrd
ser mas tolerante al efecto del metabolito t6xico del hongo gue

la variedad Agrarista.



IT. INTRODUCCION

El frijol! comin (Phaseolus vulgaris L,) se cultiva en todo

el mundo y se considera junto con el mafz uno de los granos bé&-

sicos en la dieta del pueblo Latincamericano.

América Latina aporta mds de un tercio de la produccién --
mundial de fr{jol comin, siendo los rendimientos promedio infe-
riores a los 600 kg/ha (22). En México, el drea cultivada de =
frijJol comin es de aproximadamente dos millones de hectdreas --
con siembras que se realizan bajo condiciones de riego y de tem
po}al. Sin embargo, algunas regiones del pafs presentan rendi=-
mientos muy bajos debido a varios factores limitantes, entre --
los cuales destacan la disponibilidad de agqua, las plagas y las

enfermedades (3).

Las enfermedades inciden directamente en el bajo rendimien
to y calidad de los cultivos. Para combatirlas se utilizan mu-
chos sistemas como prdcticas culturales, rotacidn de cuitivos,-
aplicacibn de pesticidas, mejoramiento genético, etc. Desafor-
tunadamente, ninguno de estos sistemas de combate ha resuelto -

el problema de las enfermedades en forma definitiva.

Una de las enfermedades que atacan al frijol en México es-
la pudricidn carbonosa del tallo y de la rafz, cuyo agente cau-

sal es el hongo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. <cste hon

go se identificd como patégeno del frijol en el Norte de Tamau-
lipas, Estd esparcido por casi toao el mundo, principalimente -
en las regiones de climas cdlido con altos porc:ntajes 4 - . ne-

dad (7).



Macrophomina phaseolina es un pat6geno que ataca a mds de -

400 especies diferentes de plantas cultivadas y silvestres. En
México se ha observado en 18 especies de importancia agronbmica,
y son evidentes las pérdidas causadas en ajonjolf (Guerrero), --
frijol (Sonora y Tamaulipas), melén (Guerrero , Jalisco, Michoa-
cdn, Sinaloa y Sonora), sandfa (Nuevo Le6n} y sorgo (Nuevo Leén,

Tamaulipas y Sinaloa) (5],

Aunque la evaluacidén en el campo sigue siendo esencial en -
los programas de seleccifn de variedades de plantas resistentes-
a enfermedades, muchas veces se presentanh obstdculos insupera---
bles de tipo ciimatoldégico, infecciones deficientes del patdge--
no, etc. Ello ha propiciado la bisqueda de nuevas técnicas de -
seleccidn que dependan menos de factores ambientales y que pro=--
porcionen informacifén igualmente confiable que las técnicas tra-
dicionales. Una de estas técnicas es el uso del filtrado tdxico
6 metabolito téxico de hongos fitopatigenos, el cual se utiliza-
para evaluar material genético de especies vegetales en estado -
de plantula, 0 como en el caso de este trabajo de investigacién,
a nivel de cultivo de tejidos (especfificamente callos), bajo con
diciones de.laboratorio. Lo anterior intenta proporcionar con-
diciones ideales de ambiente y de manejo, as{ como también aho--

rrar tiempo y espacio.

En el presente trabajo de investigacibn, se combind la téc-
nica del cultivo de tejidos (especificamente con callos de fri--
Jol) con 1a técnica del empleo de filtrados 6 metabolitos téxi--

cos obtenidos de hongos fitopatégenos (en este casc de Macropho-



mina phaseolina (Tassi) Goid), en donde se consideré como obje

tivo principal evaluar la respuesta de callos de dos genotipos

de frijol al metabolito t6xico de M. phaseolina.




ITI. LITERATURA REVISADA

3.1. Podredumbre carbonosa del frijol

3.1.1. Nomenclatura y clasificacién.

La enfermedad que produce Macrophomina phaseolina (Tassi)

Goid recibe muchos nombres segin sea el cultivo atacado: en sor
go, mafz y otras gramineas se le conoce cominmente como "pudri-
cién carbonosa” (charcoal rot), lo mismo que en soya, papa y ca
mote; en frijol "tizén ceniciento del tallo" (ashy stem blight)
"pudricidn gris de la rafz" y "pudricidn negra"; en ajonjolf --
"pudricibn del cuello y tallo"; otros nombres incluyen los de -
"pudricidn o podredumbre de la base del tallo" y "pudricibén o -

podredumbre del pie" (5).

E1l hongo M. phaseolina, es un Deuteromycete (Sphaeropsi---

dal), presenta una fase esclerocial (Mycelia Sterilia) que se -

conoce con el nombre de Rhizoctonia bataticola (Taub.) Butler,-

aunque algunos autores lo catalogan como Sclerotium bataticola;

en tanto que la otra forma es la picnidial conocida como M. ---

phaseolina (6). Dhingra y Sinclair (6) sefialan que actualmente

esta fase se le conoce con los nombres de M. phaseolina (Tassi)

Goid., M. phaseoli (Maubl.) Ashby y Botryodiplodia phaseoli ---

(Maubl.) Thirum., sin embargo, sugieren como nombres adecuados-

R. bataticola a 1a forma esclerocial y M. phaseolina a la forma

picnidial.



3.1.2. EtiologTa.

E1l hongo Macrophomina phaseolina tiene un micelio septado

y profusamente ramificado. En medio de cultivo, €1 hongo pro-
duce colontas de varias tonalidades que van desde el blanco, -
café y gris, hasta él1 negro, ddndose esta {(ltima tonalidad ---

cuanto mds edad tiene el micelio.

La ramificacidn del micelio es generalmente en forma de -
dngulo recto, pero se han observado ramificaciones en &ngulo -
agudo. La mayorfa de las ramificaciones muestran una constric
cidn caracterfstica al punto de unibébn y wn septum separando la

hifa lateral de la que le dié origen (6).

Los esclerocios son negros, 1isos y varfan de formas que -
van desde esféricas a oblongas, e incluso de formas irregula~---
res; en medio de cultivo 0 en la superficie del tejido de la --
planta son globulares, ovales o en forma de pera, mientras que-
en tejido cortical los esclerocios tienden a ser aplanados (6).
E1 tamafio de los esclerocios es variable, y de acuerdo con Hai-
gh, citado por Dhinqra (6), se pueden agrupar en tres grupos de
acuerdo al tamafio de los esclerocios: Grupo "A" con esclerocios
de 200 micras 6 mads; grupo "B" con esclerocios de 120 a 200 mi~-

cras y grupo "C" con esclerocios de 120 micras o menos.

Las picnidias se forman naturalmente en ciertos hospederos
(no en todos), y usando algunos métodos especiales la formacién
de picnidias puede inducirse en medio de cultivo. En plantas -
hospederas, las picnidias estan inmersas inicialmente en el te-

Jido, pero emergen al exterior al madurar. Estas son globhosas,



ostioladas, de coloracién obscura a grisdcea, Las picnidiospo
ras son unfcelulares, hialinas, de pared delgada, elongadas, -
elf{pticas, algunas veces curveadas pero no tienen una verdade-
ra curvatura. E1 tamafio de 1a picnidia y de las picnidiospo--
ras es altamente variable no dnicamente de una cepa a otra, si

no dentro de una misma cepa (6).

En generail, el crecimiento 6ptimo de Macrophomina phaseo-

lina en medio de cultivo ocurre cuando hay temperaturas de 30-
a 37°C., Hay poco 6 nada de crecimiento con temperaturas de --
10?C y 40°C. E1 hongo puede crecer sobre un amplio intervalo -
de pH, siendo el 6ptimo entre 3.6 y 5.0. Asf mismo, la exposi
cidén a l1a luz visible puede no tener efecto en el crecimiento-
vegetativo y en la formacidn de esclerocios en medio de culti-
vo, pero la luz directa del sol puede ser perjudicial para el-
crecimiento del hongo (6). Short y Wyllie, citados por Dfaz -

Franco (7) sefialan que el medio de cultivo donde M. phaseolina

se desarrolla y forma abundante micelio y esclerocios es el me

dio PDA,

Wyllie y Fry citados por Dhihgra (6) reportan que la trans
ferencia constante del hongo en medio de cultivo trae como con

secuencia la pérdida de su patogenicidad.

3.1.3. Epifitiologfa.

E1 inbculo de M. phaseolina consiste de esclerocios y pic

nidiosporas con micelio que generalmente no es considerado co-

mo parte de la densidad del indéculo. La fuente primaria de --



indculo en el suelo son los esclerocios, existiendo fuera o den

tro de la planta colonizada durante la fase parasftica del hon-

go (6).

M. phaseolina es considerado como "un patégeno de alta tem

peratura”, La severidad de la enfermedad se presenta cuando --
existen temperaturas de 28 a 35°C. Sin embargo, hay casos en -
que la enfermedad sobrepasa este intervalo., Por ejemplo Edmund
et al. citado por Dhingra (6}, encontraron en el clima de Ari--
zona que el intervalo de temperatura de 24 a 46°C indujo una se
vera pudricién carbonosa en sorgo; asf mismo, la pudricifn car-
bonosa de la soya en la India fue encontrada, y ocurre (nica--
mente, a temperatura entre 25 a 40°C. Durante 1929-1933 serios
brotes de pudricién carbonosa en plantulas de frijol ocurrieron
en casi todo los campos de frijol de California, en donde las -
plantaciones habian estado expuestas a altas temperaturas, con-

intervalo de 35 a 40°C y una media de 26.5°C (6).

Los suelos humedos y la alta humedad relativa son dos im--
portantes factores que afectan al indculo y a la potencialidad-

de la enfermedad. Para el desarrollo de M. phaseolina, la hume

dad del suelo es considerada como un factor de primera importan
cia. La mdxima infeccidébn ocurre cuando el suelo estd seco y --
los cultivos estan en estado de pldntula o cuando el grano estd
madurando. Los periodos secos que ocurren entre 1os dos esta--
dfos anteriores no afectan el desarraollo de la enfermedad, mien
tras las altas temperaturas y falta de agua entre 15 a 28 dfas-

después de la floracién hacen a las plantas mds susceptibles --

(6).



Como se menciondé anteriormente, el hongo habita en suelos
de climas cdlidos y ataca la rafz y tallos de mds de 400 espe-
cies diferentes de plantas monocotiledoneas y dicotiledoneas.
Las formas infectivas son las picnidiosporas y los esclerocios
que sobreviven en el suelo y constituyen el infculo primario.
Las picnidias al formarse en el hospedero liberan las picni---
diosporas, las cuales son llevadas por el viento e infectan a-

otras plantas. M. phaseolina penetra el tejido directamente -

mediante apresorios y 1o invade intra o intercelularmente; ade
mas el patdgeno produce enzimas pectoliticas y celulolfiticas y

toxinas de importancia en la patogénesis (5).

Los residuos de cosecha representan una importante forma-
de diseminaci6n de 1a enfermedad y la perpetuidad del hongo du
rante anos. Otra forma de diseminacién es mediante semilla in
fectada, ya que el hongo se transmite a través de la semilla -

en 1a mayoria de los cultivos {(5).

3.1.4, Sintcmatolngia en frijol.

Los sintomas de la enfermedad se pueden presentar, en ---
cualquier estadio de desarrollo de la planta. En pldntula la-
enfermedad se caracteriza por la presencia de lesiones hundi--
das y obscuras, cerca del nudo cotiiedona’. Después en el hi-
pocotilo ocurre un estrangulamiento, 10 que provoca que la =---
planta se marchite y muera. Varios autores coincigen an citar
que en el tejido infectado aparecern p*_nidias y esclerocios, -

aunque en algunos casos solo se forman esclerocics {7;. Dhin-



10.

gra y Sinclair (6) reportaron que 1o0os sfntomas observados en -
pldntulas adultas de frijol fueron clorosis, raquitismo y muer
te prematura. Al principio l1a lesién éparece en el tallo y =--
muestra una coloracién rojiza, posteriormente, cuando se for--
man los esclerocios y los picnidios negros, la coloracién se -

torna gris. La infeccifn también se observa en las ramas.

E1l per{odo de incubacién es largo, algunas veces requiere
de 3 a 8 semanas antes de que una infeccién visible tome lugar,

y 3-4 dfas para l1a formacién de esclerocios (10]).

3.2. Mecanismo quimico de ataque de los

hongos fitopatfgenos

Aunque algunos patbégenos utilizan la fuerza mecdnica para
penetrar en los tejidos de una planta, sus funciones como fito
patdgenos son .principalmente de naturaleza quimica. Por 1o --
tanto, 10s efectos que ocasionan sobre las plantas son casi =-
siempre el resultado de reacciones bioquimicas que se llevan a
cabo entre las sustancias que secretan el pat6fgeno y las que -

contiene 6 produce la planta (1).

Los principales grupos de sustancias que secretan 10s pa-
tdgenos en las plantas y que al parecer participan en la apari
cién de una enfermedad, ya sea directa o indirectamente, inclu

ye las enzimas y las toxinas (1).

3‘2|1| EnZimaS.

En general, las enzimas que secretan los fitogpatdgenos -~



dl s

desintegran los componentes estricturales de las cé€lulas de su
hospedero; degradan las sustanciis nutritivas inertes de 1a cé
lula. Las enzimas son grandes m)léculas protéicas que catali-

zan las reacciones interrelacionidas de una célula viva (1).

La mayoria de los fitopatdégenos secretan enzimas durante-
toda su existencia 0 al entrar en contacto con un substrato.
Si dicho substrato es una planta hospedera, la superficie de -
ésta puede estar constitufda fundamentalmente de celulosa y -=-
una cutfcula en las partes aéreas. Las paredes de las células
epidérmicas suelen contener también protefnas y lignina. La -
pehetracidn de los patbgenos en los tejidos parenquimdticos y-
la desintegracidn de €stos se efectda mediante la degradacién-
de sus partes celulares (que constan de celulosa, pectinas y -
hemicelulosa) y de la 1&mina media, constitufdas en su mayor =

parte por pectinas (1}.

La desintegracién total de los tejidos de una planta in--
cluye, ademds, la degradacibén de la lignina de las paredes ce-
lulares. La degradacién de cada una de las substancias antes
mencionadas se realiza mediante la accibébn de uno o varios con-
Juntos de enzimas que secreta el patégeno, tales como pectina-

sas, cutinasas, celulasas, ligninasas, etc. (1).

3.2.2. Toxinas.

La toxina es un producto quimico del patfgeno que produce
todos o parte de los sfintomas de la enfermedad de la planta. -

Durbin, citado por Green (11) afirma que la toxina es un pro--
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ducto microbiano, una que otra enzima que causan dafos obvios-
al tejido de la planta. Muchos productos microbianos en me---
dios de cultivo no son toxinas aunque ellos sean téxicos a los

tejidos de 1a planta.

Agrios (1) define a las toxinas como aquellas que produ--
cen una alteracidon en cualquiera de las reacciones metabflicas
de las células vegetales, produciendo una desorganizacidn de -
los procesos fisioldgicos que mantienen a la planta, y por con

siguiente, propiciar el desarrollo de la enfermedad.

Sin embargo, el papel que desempefian las toxinas en la pa
togénesis no es aun bién conocido, aun cuando la produccidn de
sustancias toxicas han sido detectadas tanto en medios de cul-

tivo como en plantas hospederas (6).

Las toxinas se pueden clasificar en dos grupos: toxinas -

hospederos-especifico y toxinas hospedero-no especifico (1,25).

Varios autores citados por Green (11) afirman que la toxi
na hospederoc-especifica es definida como un producto metabdli-
co de un microorganismo patdgeno que es tédxico solamente al --
hospedero de ese patdgeno. La toxina hospedero-especfifica pro
duce todos los sfntomas de la enfermedad causada por el patége

nag.

Como ejemplo de las toxinas anteriores se tiene a: la vic

torina, Ta cual es producida por el hongu reiminthosporium y -

su toxicidad se 1imita a las plantas de la variedad Victoria de avena (Ave
na sativa var. Victoria); y la toxina circinata de periconia la cual es --
producida por el hongo Periconia circinata y ataca a las plantas de sorqo-

(1,25).
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La toxina hospedero-no espec{fico es aquella que afecta no
s6lo al hospedero de su pat6geno, sino a otras plantas no hospe
deras 0 que por 1o comun no son atacadas por el patégeno en la-
naturaleza, (1). Como ejemplos de este tipo de ‘toxinas se pue-
den mencionar la Piricularina, la cual es producida por el hon-

go Pyricularia oryzae y afecta a varias especies de plantas su-

periores; otro ejemplo son las toxinas de Fusarijum spp. (lico--
marasmina y dcido fusédrico) las cuales afectan directamente la-
nermeabilidad de las membranas celulares y las reacciones enzi-
miticas de las células mediante la inhibicidén de sus enzimas en

varias especies de plantas (1,25).

Anteriormente se desarrollaron trabajos de investigacién -
en los cuales se emplearon las toxinas producidas por patdgenos
en medio de cultivo y asi evaluar distintas especies vegetales~-

a nivel de laboratorio (11, 10, 13, 18, 22).

3.2.3. Enzimas y toxinas producidas por M. phaseolina.

Enzimas.- E1 hongo produce muchas enzimas pécticas cuando-
se desarrollan en un substrato péctico. Estas enzimas también-
se han encontrado en gran actividad en extractos de plantas in-
fectadas. La habilidad de una cepa para producir tales enzimas
en medio de cultivo 6 en plantas inoculadas estd directamente -
correlacionadas con la virulencia del cultivo. La funcién de--
sempefiada por las enzimas pécticas parece resumirse Unicamente-
a la colonizacién del tejido, y no en la completa produccidn de

sintomas, M., phaseolina produce una cantidad de enzimas pecto-
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1{ticas como exo y endo-poligalacturonasa (EX0-PG y ENDO-PG} =--

tanto en medios de cultivo, como en tejidos infectados (6}.

Chan y Sackton citados por Dhingra y Sinciair (6) detecta-
ron la actividad de 1la EXO-FG 12 horas después de inocular heri
das de plantas, sin embargo, en plantas no inoculadas, la EX0—
PG fué detectada 42 horas después. La actividad de la enzima -
no fue detectada en plantas inoculadas con aislamientos no viry
lentos. La ENDO-PG tamhién fue producida en medios de cultivo-
y en tejido de plantas hospederas, pero la cantidad de las enzi
mas producidas estuvo correlacionada con' la virulencia de los -
aislamientos. La ENDO-PG es muy efectiva en l1a hidrolizacién -
de constituyentes pécticos de la 14mina media, y por 1o tanto,-
es considerada importante en etapas iniciales de la patogéne---

sis.

Toxinas.~ E1 papel de las toxinas de M. phaseolina en e] -

desarrollo de enfermedades adin no estd bien entendido (6). Mat
hur, citado por Dhingra y Sinclair (6), mostré que al exponer -
brotes de girasol al filtrado esterilizado y no esterilizado --

del med{o .donde se desarroll§ M. pahseolina se producfan los --

sfntomas foliares t{picos de 1a enfermedad. Ademds, los sinto-
mas en brotes expuestos al filtrado no esterilizado aparectieron
mds pronto y fueron mds parecidos a los ocasionados por la en--
fermedad en 1a naturaleza que los causados en brotes expuestos-
al filtrado esterilizado. Rai y Singh, también citados por ---
Dhingra (6), encontraron que l1a sustancia téxica producida por-

M. phaseolina en medio de cultivo causé necrosis, clorosis y --

T
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marchitamiento en hojas de Brassica juncea, y asf mismo, tam--

bién inhibié la germinaci6n de la semilla.

De acuerdo a los resultados de investigaciones realizadas
por varios autores y citados por Dhingra (6), se puede resumir
que: a) el principio t6xico producido por M. phaseolina no es-
enzimético por que es termoestable a 121°C durante 15 minutos-
y puede ser dialisado a través de celofan, b) el principio té-
xico es traslocado a través del sistema vascular y éste no es metabo
lizado por los tejidos de 1a planta hospedera, c¢) el principio téxico no -
es especifico para cada hospedero y no estd relacionado con la virulencia-
de las cepas, y d) la virulencia de M. phaseolina estd relacionada con la-

capacidad uel hongo de producir toxinas.

Se han llevado a cabo diversos trabajos de investigacién-
bidsica utilizando el filtrado o metabolito téxido de Macropho-

mina phaseolina producido en medio de cultivo 1iquido para eva

luar o seleccionar material germoplasmico de algunas varieda--
des de frijol contra la enfermedad provocada por el hongo an--
tes mencionado., Herndndez (13) evalubé siete variedades de fri
Jol in vitro de acuerdo a los dafios cuantitativos (inhibicién-
radicular en cms) y cualitativos (lesiones hundidas) ocasiona-

das por la patotoxina de Macrophomina phaseolina. Anteriormen

te, Green (11) realizd un trabajo similar al de Herndndez, s6-
1o que ambos se diferenciaron en la metodologfa empleada para-

obtener la patotoxina del hongo.

10786
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3.3. Cultivo de tejidos vegetales

3.3.1. Generalidades.

En los Ultimos afios, el desarrollo de l1a técnica de propa
gacidn in vitro de tejidos vegetales ha tenido un gran impulso
en los paises desarrollados, debido a que 1a produccidén en vo-
limenes altos de material libre de virus, de mayor vigor y ho-
mogeneidad genética, ha permitido no sé6lo incrementar la pro--
ductividad de numerosos cultivos horticulas, sino también la -
calidad de muchas flores de ornato de gran valor estético y co
me}cial. Los enormes beneficios derivados del uso de esta téc
nica han fomentado el entusiasmo por estudiar su potencial, so
bre todo en pafses en vfas de desarroilo como el nuestro, don-

de es prioritaria la produccién de alimento.

De acuerdo a Street, citado por Hurtado y Merino (15) se-
puede definir al cultivo de tejidos vegetales como aquella téc
nica que consiste en cultivar en medios nutritivos adecuados y
en forma aséptica cualquier parte de una planta, bajo condicio
nes artificiales controladas de luminosidad, humedad y tempera
tura. Schaeffer (23) considera al cultivo de tejidos vegeta--

les como una forma de crecimiento y mantenimiento in vitro de-

células, tejidos, o toda una planta. El término de propaga---
cign in vitro lo define como propagacidén de plantas en un am--
biente artificial y controlado, usando recipientes pldcticos o
de vidrio, técnicas asépticas y un medio de crecimiento deter-

minado. Schaeffer utiliza el término micropropagacién como si
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nénimo de propagacién in vitro.

Murashige (19) considera que hay cuatro dreas en las cua-
les 1a aplicacién de la técnica del cultivo de tejidos es posi
ble en 1a actualidad o en un futuro cercano: 1) Produccibn de-
farmacéuticos y otros productos naturales, 2} E1 mejoramiento-
genético de los cultivos, 3) E1 rescate de clones libres de en
fermedades y la preservacién de germoplasma valioso, y 4) La -

rdpida multiplicacifn clonal de variedades seleccionadas.

E1l fndice de regeneracidn de plantas a través del cultivo
de tejidos varfa grandemente de una especie a otra. Células,-
tejidos y 6rganos de numerosas especies vegetales pueden ser -
cultivadas sucesivamente para regenerar una planta completa. -
Tal vez hay distintos procesos para lograr la regeneracifn ve-
jetal para cada especie, pero usualmente un proceso es mids efi
ciente que otro. La regeneracién vegetal a través del cultivo
de tejidos puede ser realizada utilizando cualquiera de los si
guientes métodos: cultivo de embriones, embriogénesis somdtica
y organogénesis, E1 cultivo de embriones consiste en el culti
vyo aséptico de un embrién cig6tico; el embrién es extrafdo de-
cada semilla u 6vulo y sembrado en un ambiente conteniendo un-
endospermo sustituto (por ejemplo: medio nutritivo), el desa--
rrollo y germinaci6n del embrién ocurre como si estuviera en -
la semilla. La embriogénesis somdtica o asexual consiste en -
1a produccidn de embriones a partir de células somdticas; el -
embrién somdtico es una estructura bipolar independiente y no-

es fisicamente dependiente del tejido de origen. La tercera -
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forma, la organogénesis, es la formacibn y crecimiento de vyés-
tagos a partir de callos, o la iniciacifn y crecimiento de bro
tes axilares generados del cultivo de brotes apicales y su sub

secyente enraizamiento adventicio (26}.

Murashige (19) reconocid que la propagacidén de una planta
a través del cultivo de tejidos puede proceder mediante una sg
cuencia de pasos, aunque esta secuencia no podrfa ser aplicada
para todos los casos, ya que hay plantas que necesitardn reque
rimientos especificos. En un procedimiento comercial, la se--
cuencia de pasos puede ser establecida a través de las siguien

tes etapas:

Etapa 1: Establecimiento del cultivo aséptico. Aquf el -
objetivo es simplemente obtener un cultivo aséptico de la plan
ta en cuesti6n, E1 cultivo puede resultar en un alargamiento-

de brotes apicales, enraizamiento o produccién de callo, etc,

Etapa [I: Multiplicacién de los propdgqulos, El incremen-
to puede ser logrado en muchos casos induciendo 6rganos adven-
ticios, formacién de embriones o aumentando l1a induccidén de --
brotes axilares, En muchas especies, el método mis adecuado -
de multiplicacién serfa la organogénesis adventicia de brotes-
0 de embriones asexuales. En muchos casos, la formacidn de ca

110 es empleada como una forma de multiplicaci6én de propdgulos.

Etapa IIl: Enraizamiento in vitro, Esta etapa estd pro--
gramada para preparar los propé&gulos para su establecimiento -
al transferirios al suelo. Aquf se involucra el enraizamiento

de l1os brotes cortados.
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Etapa [V: Re-establecimiento de las plantas en el suelo.
Para que las pldntulas regeneradas in vitro tengan un mayor pPOL
centaje de sobrevivencia, es necesario incluir la fase de acli-
matacién para impartir algunas tolerancia a la falta de humedad,
confiriendo un grado de resistencia a ciertos patégenos y la --
conversifén de las plantas del estado heterotr6fico al estado au

totr6fico.

3.3.2. Explantes y desinfestacifn.

E1 término explante es usado para describir la porcién ini

cial de una planta introducida en un cultivo in vitro. La se--

leccidn del explante juega una parte principal en los estudios-
sucesivos de la regeneracidén vegetal. El1 explante debe ser ob-
tenido de plantas sanas y vigorosas. Un explante puede ser un-
meristemo, un brote apical, brotes axilares, hojas maduras, pe-
cfolos, etc. Murashige (19) recomienda que para 1a eleccidén de
un explante adecuado, la investigacién debe considerar: a) el -
frgano que servird como fuente de tejido, b) el estado fisiolé-
gico u ontogénico del 6rgano, c¢) la estaci6n del afio en 1a cual
el explanfe serd obtenido, d) el tamapno del explante, y, e} las
caracteristicas totales de la planta de la cual los explantes -

van a ser obtenidos.

Después de 1a seleccién del explante, la desinfestacidn es
un procedimiento de primaria consideracidén. Esta desinfesta---
cién es necesaria para erradicar los microorganismos superficia

les, y para ello se recomienda lavar los explantes en agua Jabo
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nosa o etanol {bafio rdpido} para lograr un remojo y limpieza -
inicial. Cominmente se utiliza una solucién de hipoclorito de
sodio diluido (0.25-2.63%) como desinfestanfe. Un emulsifican
te como el Tween-20 es afiadido a razén de una gota por cada --
100 m1, de solucibén de hipoclorito de sodio. Los explantes ve
getativos usualmente son esterilizados de 10 a 20 minutos y de
ben ser enjuagados con agua destilada estéril para remover 10s

residuos del desinfestante (26).

Seglin Huertado y Merino (15) un laboratorio de cultivo de
tgjidos vegetales no es muy distinto de cualquier otro labora-
torio de investigacifén; la diferencia principal estriba en las
condiciones de asepsia que se requieren para el establecimien-
to de cultivos asépticos, entendiendose como asepsia el conjun
to de métodos destinados a preservar de gérmenes infecciosos -
al organismo (a Tos cultivos in vitro, en éste caso). Para 1o
grar un buen control aséptico en un laboratorio de este tipo -
el trabajo debe realizarse en diferentes dreas o salas separa-

das.

3.3.3. Medios de cultivo.

El éxito que se obtenga en un cultivo de tejidos vegeta--
les depende del uso del medio nutritivo adecuado, asi como tam
bién del empleo de tejidos viables, incubacién, calidad de ---
reactivos, etc. Al utilizar Tas sustancias quimicas necesa---
rias y las combinaciones apropiadas de nutrientes, asf como su

forma quimica adecuada, ha sido posible establecer cultivos pa
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ra casi todas las partes de una planta en diversas especies ve

getales (15).

Una gran cantidad de medios para el cultivo de tejidos --
son apropiados para la regeneracién vegetal. La formulacibn -
desarrollada por Murashige y Skoog en 1962 es el medio mds em-

pleado en el campo del cultivo de tejidos vegetales {(20,26).

La composicidn quimica de un medio de cultivo puede ser -
simplificada substancialmente considerando los constituyentes-
en estas tres categorfas: mezclas de sales inorganicas, subs--

tancias organicas y compuestos naturales (19}).

Afortunadamente, a pesar de la gran variabilidad en el ge
notipo de las plantas, el explante y el propésito por el cual-
el cultivo de tejidos se ha programado, l10s requerimientos de-
sales inorgdnicas (MS) se han extendido a casi todas las espe-

cies.

Los requerimientos de carbohidratos han sido satisfechos-
muy facilmente, generalmente con la adicién de sacarosa a una-
concentracidn de 2 a 372. La glucosa ha sido superior a la Su-
crosa sblo ocasionalmente. Otros carbohidratos se han usado,-
pero ninguno ha demostrado superioridad sobre la sacarosa o --
glucosa., Las vitaminas incluidas comdnmente son la Thiamina,-
inositol, dcido nicotfnico y piridoxina. ta Thiamina es crfti
ca y generalmente es suministrada en rango de 0.1 a 0.4 mg L-{
El inositol no es esencial, sin embargo, se han obtenido muy -

buenos resultados utilizandose a una concentracidn de 100 mg -

L1 (19).



22.

Los componentes orgdnicos mds crfticos de 1os medios de -
propagacibén de plantas son l10os reguladores de crecimiento: las
auxinas y las citocintnas. La auxina mds empleada es el &cido
indolacético (AIA) y presenta una minima oposicién sobre la --
formacién de 6rganos pero es quizds la auxina mds débil y es -
tnactivada fdcilmente en algunos cultivos de tejidos. En con-
traste, la auxina 2,4-D es la mds potente y mientras que esti-
mula el cultivo de callo, antagoniza fuertemente el desarrollo
organizado. De las tres citocininas (BA, Cinetina y 21P), la-
2iP es la mds activa de las tres, pero es la mds costosa. La-
cinetina y la BA (Bencil Adenina) son casi iguales en efectivi

dad (19).

Skoog y Milter, citados por Murashige, descubrieron que -
Ta induccién de brotes y rafces estd requlada bidsicamente por-
interacciones entre dos reguladores de crecimiento: auxinas y-
citocininas (19). Generalmente, un medio con altos niveles de
auxina induce la formacidn de callos, especialmente cuando se-
utiliza una auxina fuerte como el 2,4-D. La inclusién de cito
cininas con auxinas es Util para la formacién de callos en al-
gunas especies. Cominmente para lograr la induccién y forma--
¢ién de brotes a partir de callo (organogénesis) se disminuye-
la concentracifn de auxinas en el medio (26). Una concentra--
cién relativamente alta de auxina, favorece la induccibén de --
rafz, mientras que reprime la formaci6n de brotes. En contras
te, las concentraciones reiativamente altas de citocininas in-

ducen la formacién de brotes y suprimen el enrafzamiento (19;.
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De acuerdo a las necesidades de l1a planta que se desee mi
cropropagar o a la naturaleza de la fnvestigacién que se reali
ce, se utilizan medios 1fquidos, s6lidos o semis6lidos. Para-
gelificar un medio se utiliza cominmente agar u otros agentes-
gelificantes como la policrilamina y la silicagel (15). Algu-
nas veces es necesario incluir antioxidantes para retardar el-
obscurecimiento y deterioracidn de los tejidos extrafdos re---
cientemente, o antibi6ticos para suprimir el desarrollo micro-

biano (19).

3.3.4. Ambiente requerido.

Los cultivos de tejJidos vegetales se desarrollan diferen-
temente dependiendo en el tipo de ambiente al que son someti--
dos. Muchos factores juegan un papel importante en la morfogé
nesis del cultivo, y estos factores son: la composicifn ffisica
del! medio, la intensidad, tipo y duraci6n de la luz, la tempe-
ratura, la relacidn oxigeno/diéxido de carbono y la concentra-
ciébn de otros gases. Los explantes son frecuentemente estable
cidos bajo condiciones de intensidad luminica que van de 500 a
1000 lux, usando un fotoperiodo de 16 horas luz. La luz es --
usuaimente suministrada por ldmparas fluorescentes o ldmparas-
especiales para el crecimiento vegetal (Gro-Lux). Mds tarde,-
las plantas provenientes del cultivo de tejidos ya desarrolla-
das, son trasladadas a altas intensidades lumfnicas de 5000 a-
10000 Tux para promover el desarrollo fotosintético y ayudar -
en la adaptacién requerida para el establecimiento de la plan-

ta en un ambiente in vivo. La temperatura del cuarto de culti
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vo es usualmente mantenida alrededor de los 25°C (t2°C). Algu
nas especies tal vez requieren tratamiento con variacién de --

temperatura para un 6ptimo crecimiento (26).

Asf, se puede resumir que los factores principales del am
biente en el cultivo de tejidos son Ta luz y la temperatura.lLa
informacidn con respecto a la humedad relativa del local o re-
cipiente de cultivo es por demds una parte sin importancia, ya
que la humedad relativa del microcambiente dentro de un cultivo

es generalmente alrededor del 100% {(19).

3.3.5. Cultivo de callos.

Un tejido organizado, como el de una raiz o un tallo, pue
de ser completamente cambiado a una réapida proliferacibn de ma
sa de células indiferenciadas (callios), si es cultivado en un-
medio nutritivo contentendo hormonas especfficas de crecimien-
to como AIA, ANA, AIB, 2,4-D, etc. (21). E1 callo se puede de
finir como un tejido obtenido por medio del aislamiento de 6r-
ganos o tejidos diferenciados, los cuales posteriormente son -
llevados a una desdiferenciacidon celular, presentando estas cé
lulas una proliferacién continua acelerada y de apariencia des
organizada, que da origen a una masa amorfa de tejido formado-

por céluias de paréﬁquima (2,15}).

Desde el punto de vista morfogénico, la caracteristica --
mas importante del callo es la totipotencialidad de sus c6&lu--
tas, ya que, en general, con un manejo adecuado de las condi--

ciones nutricionales, hormonales y ambientales, este tiene la
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capacidad de desarrollar brotes, rafces, embriones, etc., los-
cuales pueden llegar a formar pldntulas completas. Sin embar-
go, un serio problema asociado con este tejido es el dafio o mo
dificacidn de la citologfa nuclear de las células durante el -
cultivo. Se pueden presentar aberraciones cromosémicas, muta-
ciones puntuales y diferentes tipos de ploidfas, asf ‘como =---
irregularidades cariocinéticas, que se manifestardn por sus --

consecuencias implicitas (15).

E1 cultivo de callos puede ser derivado de una amplia va-
riedad de 6rganos vegetales, tales como raices, hojas, embrio-
neé, polen, etc. En general, los callos derivados de embrio--
nes y pléntulas (tejidos j6venes) tienen mayor potencial para-
la morfogénesis, siendo importante el estado fisiolfgico y la-
edad de la planta donadora del explante, recomendandose utili-
zar plantas jévenes y con crecimiento activo (8,15). E£Es reco-
mendable utilizar explantes que contengan un gran nimero de cé

Tulas (de 5.0 a 10.0 mm de tamadfo)} (2,15).

La desinfestacidn del explante se puede realizar con una-
solucibn de hipoclorito de sodio o de calcio al 10-14% w/v du-
rante un tiempo de 10 a 40 minutos, dependiendo de que el ex=--~
plante provenga, ya sea de una planta desarrollada en un am---
biente aséptico, o bien, de un cultivo a la intemperie (2,8,--

21).

En general, las auxinas y l1os reguladores de crecimiento-
més usados en la iniciacién y mantenimiento del cultivo de ca-

110 son el &cido indol-3-acético (AlA}, dcido naftalen acético
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(ANA)} y el &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), en concentra
ciones que generalmente oscilan de 0.1 a 10.0 mg L-1 encontrén-
dose, para cada especie, una auxina o un requlador del creci---
miento y una concentracifén 6ptima para la induccidén y manteni--

miento del callo (15).

Gutiérrez, Miranda y Gaona (12) reportan que obtuvieron --
formacibn de callos de tres genotipos de frijol a los siete ---
dias de sembrados los explantes obtenidos de hipocotilos de ---
pldntulas de 26 dias de edad, y sembrados en un medio MS adicio
nado con 2.4-D (0.5 mg L™ '), cinetina (0.3 mg L™!) y AIA (5.0 -
mg-L'l) con un pH de 6.6. Este medio mostr6 ser muy adecuado -
para la induccidn y mantenimiento de callos de frijol, por lo -
que se opté utilizarlo durante el desarrollo del presente traba

Jo de tesis.

Por 10 generai, el callo toma de tres a ocho semanas para-
alcanzar el tamafio suficiente para efectuar un subcultivo, ----
transfiriéndose este en pequefias piezas de tejidos (50 a 150 --
mg) a medio nuevo. Cuando el cultivo de callo estd estableci--
do, se recomienda cambiario a medio nuevo con una frecuencia --
que varfa de dos a seis Semanas, ya que la falta de transferen-
cia lleva irremediablemente al debilitamiento, intoxicacién y -
muerte del tejido. Los callos subcultivados (callos viejos) mu
chas veces pierden a través del tiempo su capacidad morfogéni--
Ca; posibiemente esta pérdida es causada por el incremento de -
anormalTas cromosémicas, por 1o que debe ser frecuente la reno-

vacidn del material biolégico del que se obtenga el callo (15).
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E1 cultivo del callo se puede dividir en las etapas si---

guientes (15):

a) Induccién. En esta etapa las células del inbculo inicial co

mienzan su crecimiento, tanto en nimero como en tamano.

b} Proliferacién celular. Durante esta fase el tejido calloso-

aumenta su masa celular al midximo.

¢) Induccidn de la diferenciaciébn. En esta fase se obtienen me
ristemos, tanto apicales como radiculares, embriones, teji-

do vascular, etc., a partir de la masa celular del callo.

d] Envejecimiento y pérdida de la capacidad de crecimiento ace

lerado.

Especificamente, se han realizado algunos trabajos con callos
de frijol, tales como los de M.C. Mok et al. (16,17). Davido-
nis et al. (4} realizé experimentos con callos de soya. Holli
day y Klarmdn (14) evaluaron 1a expresidn del tipo de reaccidn

de la enfermedad ocasionada por Phytophthora megasperma en ca-

1los de plantas susceptibles y resistentes de soya.

Gray, L.F, et al. (10) obtuvo callos de soya provenientes

de plantas susceptibles y resistentes y los expusc al filtrado

téxico del hongo Phialophora gregata. Los callos fueron ex---

puestos al filtrado tdéxico de aislamientos patogénicos y no pa
togénicos del hongo. El grado de necrosis, crecimiento y via-
bilidad de los callos fué determinado después de varios perio-

dos de tiempo de exposicfén al filtrado téxico del hongo.



IV, MATERIALES Y METODOS

E1l presente trabajo se realizé en la Uiidad de Biotecnolo-
gia Vegetal de 1a Facultad de Ciencias Bioldgicas de 1a U.A.N.L.
E1 financiamiento estuvo a cargo del Centro de Investigaciones-

Agropecuarias (CIA) de la Facultad de Agronomfa de la U.A.N_L.

4,.1. Materiales

Se utiliz6 material de uso rutinario de laboratorio (probe

tas, vasos de precipitado, etc.).

Cepas aisladas del hongo Macrophomina phaseolina (Tassi)

Goid proporcionadas por el Proyecto de Pudricidn Texana de la

F.ALULAUNLL.

Reactivos para la preparacifn de los medios MS descritos

por Murashige y Skoog (20)}.

Hormonas y vitaminas, las cuales complementaron el medio
MS, prepardndose asf el medio R3 (12):

-Acido indolacético (AIA}.

-Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-0D).

-Cinetina.

-Thiamina,

-Piridioxina.

-Acido nicotfnico.

Material germopldsmico:; semilla de frijol:

-Li{nea LEF-1-RB.

-Yariedad Agrarista.
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Equipo especial: campana de flujo laminar, cuarto de incu
bacidén; con temperaturas de 25°C fotoperfodo de 16/8 y 3000 =--

lux de luminosidad.

4.2, Métodos

El experimento también tuvo como objetivo evaluar los ca-
11os de los dos genotipos de frijol en medios de cultivo 1fqui
do y s61ido R3 con las diferentes concentraciones del metaboli

to téxico.

4.2.1. Multiplicacién de M. phaseolina en medio 1fquido (PD).

El medio 1iquido PD (papa-dextrosa) para la multiplica---

cién del hongo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid se preparé

con 250 gr de papa por litro de agua destilada, mds 10 gr de -
dextrosa y 100 mg de estreptomicina. La papa en trozos se hir
vid en 500 m1 de agua hasta su cocimiento. E1 extracto obteni
do y decantado se afor6 a un litro con agua destilada. Poste
riormente se agregaron 10 gr de dextrosa y se disolvié comple-
tamente, A este medio se le agreg6 100 mg de estreptomicina -
como antibiético. E1 litro de medio se repartié en 2 frascos-
de a un 1itro (500 ml x frasco) y se procedid a esterilizarlos

al kg/cm2 de presifn y 121°C durante 15 minutos.

Una vez esterilizado el medio y ya frio, se sembraron en-
los frascos con medio PD trozos de aproximadamente 1 ¢m de did
metro de la cepa del hongo. Esta operacidén se realizé bajo --

condiciones de completa esterilidad para evitar contaminacién.
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Después de sembrado el hongo, los frascos se colocaron en un --
agitador mec&nico, en donde permanecieron en agitacidn constan-
te por espacio de 10 dfas a 60 RPM. Al térmiﬁo de este tiempo,
los frascos conteniendo el medio y el hongo se pasaron a la in-

cubadora, donde permanecieron 10 dfas a temperatura de 29-30°C.

4,2.2, Obtencidn del metabolito t8xico del patégeno.

Todo el material que se utilizé en esta operacién se este-
r{il1iz6 adecuadamente para evitar contaminacifn durante la ex---
traccién del metabolito téxico. A un matraz de Kitasato se 1le
conect6 una bomba de vacfto y a su vez se le coloc6é un embudo de
Buchner con papel filtro Wathman del No. 30. En el embudo con-
papel filtro se vaci6 el medio 1fquido que contenfa al hongo ya
multiplicado, y por accién del vacfo se filtrd solamente el me-
dio 1fquido conteniendo el metabolito téxico del hongo, quedan-
do el micelio en el papel filtro. La filtracifn se realizd§ dos
veces para asegurar que no quedaran porciones de micelio que --
posteriormente pudieran desarrollarse y ocasionar contaminacidn
al combinar el metabolito téxico con los medios de cultivo para
callos de frijol. Una vez obtenido el metabolito t6xico, se --
pasterizé a 60°C durante 30 minutos a bafio marfa, con la finali
dad de eliminar alguna contaminacién que se pudiera haber pre--
sentado al efectuar la extraccién y filtracibn. Bajo estas con-
diciones se consider8d que el metabolito tdxico obtenido se en--

contraba a una concentracidn del 100%.
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4.2.3. Induccidén y mantenimiento de callos de frijol.

Preparacidn de medio R3 para induccifn y mantenimiento de
callos de frijol. El1 medio R3 consistid en 105 nutrientes mi-
nerales descritos por Murashige y Skoog {20), m&s las siguien-
tes sustancias orgdnicas: sacarosa (30 gr L'll myo-inositol =--
(100 mg L-ll thiamina (0.1 mg L'll, piridoxina (0.5 mg L'l), -
fcido nicotfnico (0.5 mg L™}, cinetina (0.3 mg L1y, 2,4-D --

(0.5 mg L-1) y &cido indolacético (5.0 mg L™1).

1

Para solidifi
car el medio se agregaron 2 gr L™~ de gel "Gelrite". El1 pH =--
del medio fue ajustado a 5.7. EI medio_fue distribufdo en ---
frascos gerber a razén de 25 ml por frasco; se taparon cada =--
uno de los frascos con tapas herméticas de plastico y se proce
di6 a la esterilizaci6ébn durante 15 minutos a 1 kg/cm2 de pre--
sién y temperatura de 121°C. Para preparar el medio 1fquido =-

se realizé todo lo anterior, s6lo que no se le agregf el "Gel-

rite",

Obtenci6n del explante. E1 explante se obtuvo a partir -
de hipocotilos de plé&ntula de frijol y la metodologfa empleada
fue la siguiente: se desinfestd semilla de los dos genotipos -
en una solucibén de hipoclorito de sodio al 10% (v/v) mds 20 go
tas de tween 20 como agente humectante por Titro de solucidn -
desinfestante durante 10 minutos. Después se lavé 1a semilla-
tres veces con agua dest{lada estéril para eliminar residuos -
de cloro que hubieran podido inhibir la germinacifn. Poste~..
riormente la semilla se sembrd en frascos gerber con agar al .

0.6% previamente preparados y esterilizados. Todo 1o anterigp
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se realizé en la campana de flujo laminar para evitar contamina
cién, El material se incubf6 a 25°C con fotoperfodo de 16/8 (ho

ras luz/oscuridad).

A los 5-7 difas de emergidas las pladntulas, los hipocotilos
se obtuvieron cortando 1 cm arriba del cuello de la raicilla y-
1 cm abajo de las hojas cotiledonares. Después los hipocotilos
se seccionaron en pequefios cortes cilfndricos de aproximadamen-
te 5 mm, los cuales constituyeron el explante. Los explantes -
se desinfestaron en solucién de hipoclorito de sodio al 10% =---
(v/v) mas tween 20 durante 5 minutos, y posteriormente se lava-
ron con agua destilada estéril e inmediatamente después se sem-
braron en el medio s61ido R3 para inducir la formacién de ca---
11los. Cada paso se realizdé en la campana de flujo laminar., La

incubacién fue a 25°C con fotoperfodo de 16/8 (horas luz/oscuri

dad) a 3000 lux de intensidad lumfnica.

Aproximadamente a l1os 7 dias comenzarén a formarse los ca-
1los en los explantes, y a 1os 20 dias de siembra se realizé un
subcultivo, ya que el callo habfa adquirido un tamafio aproxima-
do de 2.5 cm de didmetro. E1 subcultivo tuvo el prop6sito de -
multiplicar el callo, asf como de transferirlo a medio fresco
Igualmente, toda esta operacifn se realizé en la campana de flu

Jo laminar.

4.2.4, Aplicacibn del metabolito téxico del hongo a l1os callos
de frijol.
El metabolito téxico se agregd a los medios R3, de tal for

Ma que este estuviera presente en concentraciones de 25% y 50%.
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Estas concentraciones se eligieron considerando resultados obte
nidos por Gonzdlez (9) en los cuales encontrd que al exponer =--

pldntulas de frijol al metabolito téxico de Macrophomina phaseo

lina (Tassi) Goid éstas presentaron dafios a concentraciones en-
tre 25 y 50%, en donde dicho metabolito t6éxico se obtuvo de la-
misma cepa del hongo utilizada en este trabajo de tesis. AsfT,-
se creyd conveniente utilizar désis bajas (25%) y una d6sis al-
ta (50%), con su respectivo testigo (d6sis 0%), para evaluar ei
comportamiento de los callos de frijol en presencia del metabo-

lito téxico del hongo.

El metabolito téxico se agregd a 1os medios inmediatamente
después de esterilizarios, ya que el agregarlo antes podrfa oca
sionar una posible degradacidn a causa de la esterilizacibn. Es
ta actividad se realizé también en la campana de filujo laminar,
al igual que la siembra de 1os callos en los medios conteniendo
las d6sis del metabolito téxico. En los medios s61idos se sem-
braron trozos de callo de aproximadamente 1 cm de didmetro y se
dejaron incubando a 25°C con fotoperfodo 16/8 y 3000 lux de in-
tensidad lumfnica durante 21 dias para evaluar Su comportamien=-

to.

La metodologia para evaluar los callos en medio 1fquido --
fue la sfgquiente: se colocaron los trozos de callo de los dos -
genotipos en los medios 1Tquidos conteniendo la toxina a las --
dos concentraciones y su testigo, usandose para e€llo matraces -
Erlenmeyer estériles de 250 ml como recipientes cortenedores --
del medio y el callo, Los matraces se mantuvieron en agitacion

constante en un agitador mecdnico y se incubaron bajo las mis--
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mas condiciones antes mencionadas para los medios s6lidos. De
safortunadamente a los 2 dfas se observé gran contaminacién, -

por 1o que se tuvo que eliminar esta parte del experimento.

Asi, finalmente se evalu6 el comportamiento de los callos
de Tos 2 genotipos de frijol en medio s6lido conteniendo el me
tabolito téxico de M, paseolina (Tassi) Goid en las concentra-

ciones de 0%, 25% y 50%.

4.2.5, Disefio estadistico.

Para tal efecto, se consider6 un disefio completamente al-

azar en arreglo factorial. Los factores y 10s niveles de cada

factor fueron:

1 variedad agrarista

Factor A: Genotipos de Frijol
2 Tinea LEF-1-RB

1 (0%)

Factor B: Concentracifn en el )
medio del metaboli- 2 (25%)
to téxico. 3 (50%)

Se obtuvieron 6 tratamientos, cada uno con 7 repeticiones

para un total de 42 observaciones.

T1 = Agrarista, (0%) T4 = LEF-1-RB, (0%)
T2 = Agrarista, (25%) T5 = LEF-1-RB, (25%)
T3 = Agrarista, (50%) T6 = LEF-1-RB, (50%)

E1 modelo estadistico fué el siguiente:

Yijk = M + Vi + Tj + VTij + Eijk



Donde:

Yijk

M = media general del experimento.’

Vi efecto del 1-ésimo genotipo.

TJ
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efecto obtenido de 1a ijk-ésima observaéién.

efecto de la j-ésima concentracién de metabolito téxico.

VTij = efecto de la ij-&sima interaccifn genotipo-concentracifn

de metabolito téxico.

Eijk

error experimental.
i=1,...v =2
j=1,...t =3
k = 1,...r =17

vtr = 42 obs.

4.2.6, Evaluacibn de resultados.

Las variables que se consideraron fueron: incremento en pe

S0 fresco a los 21 dfas y grado de necrosis

a ]OS 7’ 14 y 21 -

dfas de expuestos 1os callos al metabolito téxico.

Incremento en peso fresco: debido a que el callo no se pu-

do pesar directamente por tratar de evitar la contamiancién de)

mismo, el peso inicial del callo se tomd en
decir, primero se pesé el frasco gerber con
Pués de sembrado el callo se volvid a pesar
medio y callo, obteniendo por diferencia el
Peso final si se pudo obtener directamente,
Y2 no se utilizé., Por diferencia se obtuvo

50 a los 21 dfas.

forma indirecta, es
tapa y medio, y des
el frasco con tapa,
peso inicial. El -
puesto que el callo

el incremento en pe
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Grado de necrosis: esta variable cualitativa se midié con-

siderando la coloracién que presentd el callo a los 21 dfas de-

expuesto al metabolito t6xico de Macrophomina phaseolina (Tassi)

Goid. Para lo anterior se designé una escala arbitraria:

0 Sin pigmentacibén (0% de tejido pigmentado)

1 Amarillo tenue (25% de tejido pigmentado)
2 Amarillo intenso (50% de tejido pigmentado)
3 Café pardo (75% de tejido pigmentado)
4 Necrébtico (100% de fejido pigmentado)
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Resultados

Para- evaluar los callos de los dos genotipos de frijol en
las diferentes concentraciones del metabolito téxico del hongo

M. phaseolina se traté de utilizar dos medios, uno s6lido y --

otro 1fquido. Sin embargo, no fue posible evaluar los callos-
en el medio 1fquido debido a que nubo mucha contaminaci6én ori-
ginada por la falta del perfeccionamiento de la técnica del --
cultivo en medio 1fquido y a la gran manipulacibén que se reali
26 al preparar los medios con metabolito téxico. Por lo tan--
to, la comparacidn de tratamientos se hizo dnicamente con me--

dio s6lido.

Los resultados de las variables incremento en peso fresco
y grado de necrosis se analizaron estadisticamente por separa-
do y se realizaron las comparaciones de medias correspondien--

tes.

5.1.1. Incremento en peso fresco.

El incremento en peso fresco de 10s callos se obtuvo a --
los 21 dlas de expuestos al metabolito téxico del hongo. Se -
realizd el an&lisis de varianza (Tabla 1) bajo el disefo exPe-
rimental compietamente al azar en arreglo factorial con 7 repe

ticiones.

En 1a Tabla 1 se puede apreciar que existif una diferen.._
Cia altamente significativa entre 1os niveles del factor A {ne

notipos de frijol), entre los niveles del factor B (concentrs.
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ciones de metabolito téxico) y en la interacci6n AxB, por lo --
que se realizaron las comparaciones de medias de genotipos den-

tro de cada concentracién del metabolito téxico.

Las comparaciones de medias para establecer si habfa dife-
rencia o no entre 10s dos genotipos (factor A) con respecto al-
incremento en peso fresco a los 21 dias en presencia de las con
centraciones de 0%, 25% y 50% del metabolito téxico (factor B)-

se presentan en la Tabla 2.

De acuerdo a las comparaciones de medias de la Tabla 2, la
media del incremento en peso fresco fué superior en 1la variedad
Ag}arista con respecto a 1a 1fnea LEF-1-RB cuando los callos --
fueron expuestos en la concentracifn de 0% del metabolito t6xi-
co del honga. Las medias del incremento en peso fresco de los-
callos expuestos en las concentraciones de 25% y 50% no presen-

taron diferencia estad{stica entre genotipos.

5.1.2, Grado de necrosis.

Debido a que se presentaron grados de necrosis igual a ce-
ro, los datos de esta variable a los 7, 14 y 21 difas fueron ===~
transformados con Ta férmula x+1 , E1 and&lisis de varfanza =~
para el grado de necrosis de los callos después de 7 dfas de ex

puestos al metabolito tdxico del hongo M. phaseolina (Tassi) =--

Goid se presenta en la Tabla 3, donde se observa que hubo una -
diferencia altamente significativa en los genotipos y en las --
concentraciones de metabolito téxico. La interaccién presentd-

una diferencia estadfstica no significativa, por 10 que (Gnica-
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mente se realizaron comparaciones de medias de lTos efectos prin

cipales de genotipos y concentracién de metabolito t6xico (Ta--

blas 4 y 5}.

La Tabla 4 muestra que las medias difirieron estadistica--
mente, observdndose que la variedad Agrarista presenté en prome
dio un mayor grado de necrosis (1.817) que 1a 1inea LEF-1-RB --

(1.500).

En la Tabla 5 de comparacién de medias se puede apreciar -
que en promedio hubo un mayor grado de necrosis cuando el callo
de los dos genotipos fue expuesto a la concentracién de 50% de-
metabolito téxico. En general, se aprecia que a medida que se-
disminuy6 la concentracidén del metabolito téxico, hubo menor --

grado de necrosis en los callos,

Tabla 1. Andl1sis de varianza para la variable incremento en pe
so fresco en callos de dos genotipos de frijol a los -
21 dias de expuestos al metabolito téxico del hongo M.

phaseolina,

AP B g 5.C. T.M. T P F
Genotipo 1 7.834660  7.834660 16.056/%* 0.001
Toxina 2 41.904598 20.952299 42.9406%* 0.000
Interaccién 2 7.082005 3.54100¢ 7.2571%*% 0.003
Error 36 17 .565735 0.487937

Total 41 74386997

C.V. = 67.20%

** Diferencia altamente significativa
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Tabla 2. Comparacién de medias del incremento er peso fresco de
callos de dos genotipos de frijol (en ¢(ramos) a los 21
dias de expuestos en tres concentraciores del metaboli
to t6xico del hongo M. phaseolina.

Genotipos de Concentracién de metabolito téxico
frijol 0% 25% 50%
Agrarista 3.4104 A 0.8847 A 0.1190 A
LEF-1-RB 1.4476 B 0.2448 A 0.1302 A
Nivel de Significancia = 0.05 Tukey = 0.7589

Tabla 3. Andlisis de varianza para la variable grado de necro--
sis en callos de dos genotipos de frijol después de 7-
dfas de expuestos al metabolito téxico del hongo M. -~
phaseolina.

F.V. G.L, 5.C, C.M, F P F
Genotipos 1 1.053421 1.053421 37.7604** 0.000
Toxina 2 4.264328 2.132164 76.4285** 0.000
Interaccién 2 0.103569 0.051785 1.8562NS 0.169
Error 36 1.004311 0.027898
Total 41 6.425629

c.v. = 10.07%

** Diferencia Altamente Significativa
NS No Significativo
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Tabla 4. Comparacién de medias de genotipos para la variable --
grado de necrosis en callos de frijol a los 7 dfas de-
expuestos al metabolito tOxico del hongo M. phaseolina.

Genotipos Media
Agrarista 1.817 A
LEF-1-RB 1.500 B
Nivel de Significancia = 0.04 Tukey = 0.1819

En la Tabla 6 se muestra el andlisis de varianza realizado
pa%a la variable grado de necrosis a l1os 14 dfas después de ha-
ber expuesto Jos callos de los dos genotipos de frijol al meta-
bolito téxico del hongo. Se encontrd que hubo diferencias alta
mente significativas en los genotipos de frijol, la concentra--
cidn de metabolito téxico y la interaccién AxB, por 10 que se =

realizé la comparacién de medias respectivas (Tabla 7).

En la comparacién de medias (Tabla 7) se observ6 que hubo-
una diferencia significativa entre las medias de genotipos en -
las diferentes concentraciones de metabolito téxico. Los ca---
1los de la variedad Agrarista presentaron un mayor grado de ne-
crosis en las tres concentraciones del metabolito téxico del --
hongo, a diferencia de 1os de la 1inea LEF-1-RB que presentaron

un menor grado de necrosis.



44,

Tabla 5. Comparacidn de medias de los distintos niveles de me-
tabolito téxico para la variable grado de necrosis en
callos de frijol a los 7 dias de expuestos al metabo-
1ito téxico del hongo M. phaseolina.

Toxina Media
0% 1.236 A
25% 1.733 B
50% 2.006 C
Nivel de Significancia = 0.05 Tukey = 0.2184

Tabla 6. Andlisis de varianza para la variable grado de necro-
sis en callos de dos genotipos de frijol después de -
14 dias de expuestos al metabolito téxico del hongo =
M. phaseolina.

F.V. 8wl s 5.6, C.M. F P F
Genotipos 1 1.053452 1.u53452 55.6075** 0.000
Toxina 2 3.772087 1.886044 99.5567** 0.000
Interacciodn 2 0.187569 0.093784 4.9505** 0.012
Error 36 0.681999 0.018944
Total 4] 5.695107
cC.v. = 8.07%

** Diferencia Altamente Significativa
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El and&lisis de varianza para la variable grado de necrosis
a los 21 dfas en callos de los genotipos de frijol se presenta-
en 1a Tabla 8. Este andlisis mostr6 una diferencia altamente -
significativa en los genotipos, concentraciones de ﬁetabolito -
téxico y en la interaccifn de los factores. La comparaci6n de-
medias de los genotipos dentro de cada nivel de metabolito téxi

€0 se presenta en la Tabla 8.

La Tabla 9 de comparacién de medias de 1os'gen0tipos den--
tro de cada concentracidén de metabolito téxico, muestra que lo0s
callos de la variedad Agrarista presentaron un mayor grado de -
necrosis en las concentraciones de 0 y 254 de metabolito t6xi--
co, en comparacion con los de la linea LEF-1-RB que presentaron
un menor grado de necrosis. En la concentraci6n de 50% ambos -
jenotipos se comportaron igual estadisticamente, por lo que a-
los 21 dias de expuestos los callos de los dos genotipos en el-
metabolito t6xico del hongo, s6lo a las concentraciones de 0 y
25% hubo diferencia estadistica, siendo la linea LEF-1-RB la --
que present6 un menor grado de necrosis, en comparacién con la-

variedad Agraria que presentd un mayor grado de necrosis.

Tabla 7. Comparacidén de medias para la variable grado de necro-
sis en callos de dos genotipos de frijol después de 14
dfas de expuestos a tres concentraciones del metaboli-
to toéxico del hongo M. phaseolina.

Genotipos Concentracidn de metabolito téxico

de frijol % 25% 50% .
Agrarista 1.4596 A 2.0000 A 2.1349 A
LEF-1-RB 1.1775 B 1.5050 B 1.9617 B

Nivel de Significancia = 0.05 Tukey = 0,1454
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Tabla 8, Andlisis de varianza para la variable grado de necro--
sis en callos de dos genotipos de frijol después de 21
dfas de expuestos al metabolito téxico del hongo M. --

phaseolina.

Filla G.L, 86, C.M. F P F
Genotipos 1 1.090797 1.090797 50.0003** 0.000
Toxina 2 2.319839 1.159920 53.1687** 0.000
Interaccién 2 0.251076 0.125538 5.7544** 0.007
Error 36 0.785370 0.021816
Total 41 4.447083
C.Vv. = 8.54

** Diferencia Altamente Significativa

Tabla 9. Comparacidén de medias para la variable grado de necro-
sis en callos de dos genotipos de frijol después de 21
dfas de expuestos a tres concentraciones del metaboli-

to t6xico del

hongo M. phaseolina.

Genotipos de

Concentracidn de metaholito t6xico

frijol 0% 25% 50 %
Agrarista 1.6412 A 1.9617 A 2.0674 A
LEF-1-R8 1.2367 B 1.5050 B8 1.9617 A

Nivel de Significancia

——

= Q.05 Tukey = 0.1609
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5.2. Discusién

Los resultados obtenidos del andlisis de varianza para la
variable incremento en peso fresco de los callos de frijol a -
los 21 dfas (Tabla 1) mostraron un coeficiente de variacién-
relativamente alto (67.20%), debiéndose 1o anterior a ias cau-
sas siguientes: 1) el peso inicial de los callos de los dos ge
notipos de frijol expuestos al metabolito téxico no pudo ser -
homogéneo en todos los tratamientos, y, 2) debido a que no fué
posible pesar directamente el callo; el peso inicial se obtuvo

en forma indirecta (como se explic6é en materiales y métodos).

La comparacién de medias (Tabla 2) para la variable incre
mento en peso fresco de los callos de los dos genotipos de fri
jol dentro de cada concentracifn de metabolito t6xico después-
de 21 dfas, muestra que en la concentracidén de 0% la variedad-
Agrarista obtuvo un mayor incremento en peso fresco que el ob-
tenido por la 1inea LEF-1-RB. €Este resultado indica que la va
riedad Agrarista se comportd mejor que la l1inea LEF~1-RB bajo-
las condiciones normales del medio utilizado (medio R3 sin me-
tabolito téxico). Cuando se comparan los callos de los dos ge
notipos en las diferentes concentraciones de metabolito téxico
(Tabla 2), se observa que no hay diferencia significativa. Ade
mis, también se encontrdé que el incremento en peso fresco de -
la variedad Agrarista disminuyé mas que el de la 1fnea LEF-1-RB
en presencia del metabolito tdxico. For lo tanto, de acuerdo-
a estos resultados, se deduce que la variedad Agrarista puede-
ser menos tolerante que la linea LEF-1-RB al metabolito téxiico

del hongo M. phaseolina.
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Las resultados obtenidos con el an&lisis de la yariable 1in
cremento en peso fresco de lo. callos de los dos genotipos de -
frijol coinciden con los resu tados obtenidos al analizar la va
riable grado de necrosis., En general, en la variedad Agrarista

tuvo un grado de necrosis mayor que la 1inea LEF-1-RB,

En general, para las variables incremento en peso fresco -
y grado de necrosis, se encontré que a medida que se aumenté la
concentracidn del metabolito téxico en el medio R3, fué menor -
el incremento en peso fresco y mayor el grado de necrosis de --
los callos de los dos genotipos. Estos resultados coinciden --
con 1os obtenidos por Green (11) en el sentido de que a medida-

que se aumentd Ta concentracibn del metabolito tdxico fué mayor

el dafio que se manifestd en pladntulas de frijol.

Si se observan todas las comparaciones de medias de los ge
notipos en cada concentracidon de metabolito téxico para las va-
riables incremento en peso fresco y grado de necrosis de los ca
11os (Tablas 2, 7 y 9}, en 1a concentraci6n de 0% de metabolito
téxico se presentaron diferencias estadisticas entre genotipos,
en donde dichas diferencias se debieron mds que nada a las ca--
racterfsticas intrinsecas de cada genotipo. El grado de necro-
sis se debid posiblemente tamtién al efecto de la edad del ca--

1Mo (envejecimiento) y a la oxidacidn.

Green (11) en su estudio encontr6 que utilizando concentra

ciones bajJas de metabolito téxico del hongo M. phaseolina (12.5

y 25%) para evaluar genotipos de frijol en estado de pldntula,-

Se pueden obtener resultados que indiquer la resistancia ¢ ----
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susceptibilidad de cierto genotipo al metaholito téxico del hon
go. Si se consideran 1os resultados anteriores y se comparan -
con los de éste trabajo, en la concentracién de 50% de metaboli
to téxico en medio R3 se esperaba una mayor accién de la toxina
sobre el callo (necrosis total}, pero no sucedié asf, asigndndo
se este efecto a la baja virulencia de la cepa del hongo del --
cual fué extraido el metabolito téxico, al tiempo de almacena--
miento de la toxina (7 meses) y a la poca 4rea de exposicién --
del callo en el medio conteniendo l1a toxina, posiblemente debi-
do al gran tamafio del callo, ya que no todas las cé&lulas del te

Jido fueron afectadas de igual manera.



VI, CONCLUSTIONES Y RECOMENDACIOQNES

6;1. Conclusiones

De acuerdo a l0os resultados obtenidos en el presente expe-

rimento se concluye que:

- Cuando se aumentaron las concentraciones del metabholito tdxi-

co del hongo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid en el medio

R3 para evaluar los callos de Tos dos genotipos de frijol (LT
nea LEF-1-RB y variedad Agratista) fué evidente que aumentaba
el dafio en el callio, reflejado en menor incremento en peso --

fresco y mayor grado de necrosis.

~ Los resultados obtenidos por los andlisis estadisticos, se --
puede concluir que la 1inea LEF-1-RB fue mds tolerante al ---

efecto del metabolito téxico del hongo Macrophomina phaseoli-

na en comparacifn con la variedad Agrarista, gque mostré tener

menos tolerancia al metabolito t6xico.

- E1 efecto del metabolito téxico del hongo M. phaseolina con -

respecto a su accidn dafiina en el tejido de los callos de fri
jol no fue tan agresivo como se esperaba, debiendose posible-
mente a la baja virulencia de la cepa del hongo del cual fué-
extratdo el metabolito téxico, y al tiempo de almacenamiento-

de la toxina (7 meses).

-~ La evaluacién de los callos de los dos genotipos de frijol al
metabolito téxico de M, phaseolina utilizando medio R3 ligui-
do no fue posible debido al alto grado de contaminacién que -

se presentd en esta fase del experimento.
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6.2, Recomendaciones

Considerando los resultados obtenidos durante el desarrollo -

de esta investigacidn, se recomienda:

- Utilizar metabolito téxico de una cepa de hongo que se conoz-
ca tenga una alta virulencia, para asfi obtener resultados mas

notables al evaluar material germoplédsmico de especies vegeta
les.

- No mantener almacenado por mucho tiempo el metabolito t6xico-
del hongo, adn y cuando no haya antecedentes precisos que in-
diquen que el tiempo de almacenaje de las toxinas ocasione al

guna disminucidén del efecto dafiino sobre material vegetal.

- Utilizar técnicas de medicibén mds precisas cuando se evalGen-
las variables de estudio. Se recomienda que al utilizar la =
variable incremento en peso fresco, la medicidon del peso ini-
cial sea directa, asi como; en la medida posible, utilizar ca

11os mds pequefios y con un peso inicial uniforme.

- Implementar medidas mé&s eficientes de asepsia cuando se desee
trabajar con la técnica de cultivo de tejidos, para lograr ob

tener resultados mas satisfactorios.
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Tabla 10, Medio utilizado para 1a induccibén y mantenimiento de
callo en los dos genotipos de frijol evaluados duran

te el experimento.

mg/lto.
Nitrato de amonio (NH4N03) 1650.000
Nitrato de potasio (KN03) 1900.000
Sulfato de zinc (ZnSO4.7H20) 8.600
Sulfato de magnesio (MgSO4.JHé0) 370.000
Sulfato de manganeso (MnSO4.H20) 16.900
Sulfato cdprico (Cu504.5H20) 0.025
Cloruro de calcio (CaC]z) anhidro 330.000
Yoduro de potasio (KI) 0.830
Cloruro de cobalto (C0C12.6H20) 0.Q25
Fosfato de potasio (KH,PO,] 170.000
Acido bérico (H3BO3) 6.200
Molibdato de sodio (Na2M004.2H20} Q.250
E.D.T.A, Sal dis6dica (NazEDTA) 37.300
Sulfato ferroso (Fe504.JH20) 27 .800
Myo-Inositol 100.000
Thiamina 0.100
Piridoxina 0.500
Acido nicotfinico 0.500
Cinetina 0.300
Acido 2,4-Dicloro fenoxiacético (2,4-D) 0.500
Acido indolacético (AIA) 5.000
Sacarosa 30000.000
Gel (Gelrite) 2000.000
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