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RESUMEN

El frijol representa uno Jde los principales cultivos
basicos en México, pero también es altamente sencible a la
salinidad de los suelos, los cuales cada vez son mas dominan-
tes en el pais. De esta forma, el cultivo in vitro representa
una técnica dtil para realizar evaluaciones y determinaciones

de tolerancia a sales en este cultivo.

El objetivo de esta investigacién fue el determinar la
respuesta de tolerancia de 1los brotes de dos cultivares de

Phaseolus vulgaris L. y uno de P. acutifolius Gray.- bajo tres

dosis de NaCl, utilizando la técnica in vitro.

Los tratamientos aplicados cosistieron en someter a los
brotes de los tres cultivares de frijol, bajo los efectos del

NaCl a las concentraciones de 0.0, 0.1, 0.3 y 0.5 M.

De esta manera, los anilisis estadisticos indicaron que
para las cinco variables estudiadas en los dos cultivares de
P. vulgaris L. (Selecciotn—-4 y Pinto-114) disminuyd el valor de

cada una de ellas al elevarse la concentraciom de NaCl.

‘Por su parte el cultivar de P. acutifolius G. sdélo

registré dichas respuestas en las concentraciones mayores a

0.1 M.

VI



Sin embargo, en la concentracion de 0.3 M se presentéd el
limite minimo de crecimiento de los brotes para los tres
cultivares, va q.e también la concentracién de 0.5 M registréd
la misma resﬁuesta que dicha concentracion. En estas dos ulti-

mas concentraciones la necrosis también fue observada.

Por consiquiente, se concluyd que el cultivar de

P. acutifolius G. (Phaacu-125) resultdé ser mas tolerante a la

sal de NaCl bajo la concentracién de 0.1 M de NaCl, ya que los
valores de las variables en esta concentracion no difirieron

estadisticamente de la concentraciétn de 0.0 M.
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I. INTRODUCCION.

La salinidad en el suelo agricola constituye un factor
limitante de gran impacto en regiones Aaridas y semiaridas;
estimandose cerca de 900 millones de hectareas afectadas por
este fentmeno en el mundo. En las regiones semiaridas se
encuentran grandes extensiones de tierra irrigadas, de las
cuales se considera que un tercioc de ellas presenta problemas
de excesos de sales, lo cual constituye una restriccidén signi-

ficativa en la expansién agricola.

Entre las diferentes especies de plantas cultivadas
susceptibles a sales, se encuentra el frijol coman
(Phaseplus vulgaris L.) ya gque se clasifica como un cultivo
poco tolerante a éstas; en donde, dicho factor aunado a otros
igualmente negativos, conforma el bajo promedio de rendimiento

de este cultivo en el pais.

Los problemas de bajos rendimientos en frijol y en gene-
ral en las especies cultivadas, ocasionados por excesos de
-sales en el suelo, pueden ser disminuidos por el uso de
procedimientos tecnoldgicos y/o bioldégicos; entiéndase en el
caso de los primeros el manejo de agua—-suelo, asi como la
metodologia de irrigacién y desalinizacién:; mientras que en
los segundos, se incluye €l uso y transformacién de haléfitas,
0 bién la manipulacitn y mejoramiento para la introduccidon de

tolerancia a sales en glicéfitas.



El uso de 1la técnica de cultivo 1in wvitro para el
incremento de la produccién se ha vuelto muay importante para
los trahajds de manipulacién en la introduccién de tolerancia
a sales y resistencia a diversos factores en las especies
agricolas susceptibles, lograndose obtener diferentes lineas

celulares a partir de una poblacién somatica.

Debido a los problemas que enfrenta el frijol comin en

los programas de mejoramiento in wvivo, por ser altamente

autopolinizado; la técnica in vitro constituye una herramienta
que facilita estos trabajos., ya que se puede llevar a cabo la
recuperacion de hibridos interespecificos. Lo anterior consti-
tuye una alternativa para la obtencidén de sufuciente semilla
producto de dicha polinizacién cruzada; donde ademas con el
uso de brotes apicales se consigue incrementar y mantener
integramente el genotipo obtenido, facilitandose los estudios
metabdlicos, aparte de lograr una eliminacién de patdogenos

virales vy selecciétn de wvariedades tolerantes a sales.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivb de esta
investigacién fue el determinar la respuesta de tolerancia de
los brotes de dos cultivares de P. vulga-ris L. ¥y uno de
P. acutifolius Gray. bajo cuatro dosis de NaCl, utilizando la

técnica in wvitro.



II. REVISION DE LITERATURA.

2.1. Efecto de la salinidad en las plantas

cultivadas.

El potencial hidrico (Yw) de 1la solucién del suelo
depende fundamentalmente del potencial osmdtico (Yo). Este es
originado por el efecto que ejercen las particulas disueltas
en el agua y disminuye con la adicién de soluto a la solucion.
Sin embargo dentro de condiciones de salinidad, el efecto del
Yo sobre la relaciétn del 0o del suelo del mismo sobre la
absorcién de agua por la planta es similar a la que se
registra por la sequia (Hale y Orcutt, 1987). Aunque en este
caso la fuerza responsable de que el agua no pueda fluir hacia
la planta es el potencial matrico (Ym) que se origina por la
atraccion elctrostatica que ejercen las particulas del suelo

sobre las moléculas de agua (Guzm&n y Kohashi, 1993).

Disminuciones en el w del suelo reduciran la absorciom
de agua por la planta. Sin embargo los iones disueltos al
penetrar a la planta provocan 1la respuesta wvegetal de
diferentes formas y en diferentes grados, 1o cual dependera de
la constituciétn genética del individuo (Andnimo, 1982). En
los siguientes apartados se describen algunos efectos que la

salinidad tiene sobre el desarrollo vegetal.



2.1.1. Toxicidad

Encontramos escasos estudios sobre los efectos téxicos de
la salinidad sobre el frijol. No obstante existen abundantes
trabajos en este aspecto sobre otras especies. De acuerdo con
Abel y MacKenzie (1964), las caracteristicas de toxicidad por
cloruros en algunos arboles como el duraznero y citricos es
una deshidrataciétn y obscurecimiento de las hojas, empezando
en los margenes del 3&pice: mientras que a nivel in wvitro, en
trabajos llevados a cabo por Yang et al. (1990) en dos espe-
cies de Sorghum sp. utilizando callos sometidos a varias con-—-
centraciones de NaCl, se comprobd® una reduccidén del crecimien-—
to y el dafio salino pareci0® estar asociado con el ion téxico.
Reddy v Vaidwvanath (1986) por su parte, reportan gue el
crecimiento de callos de algunas especies de plgntas dentro de
varias concentraciones de NaCl., puede provocar una toxicidad

ionica.

2.1.2. Efectos sobre la morfogénesis

A nivel planta es comin que el exceso de iomes y el
déficit hidrico provocados por la concentracién salina, pueda
en un momento dado ocasionar una reduccidén general del
crecimiento en las plantas glicdéfitas; dicho déficit hidrico
provocado por la concentracién salina aparte de reducir el
crecimiento de glicHfitas, también puede repercutir en el
crecimiento de haléfitas, s0lo que en este caso a una mas alta

concentracion de sales: donde la reducciotn del crecimiento es



debido, en ambos casos, a la inhibicién de la fotosintesis o
del desarrollo de nuevas células (Greeway y Munns, 1980). Por
su parte Taleisnik citado por Mejia (1990) menciona que se ha
establecido en plantas completas, que las sales reducen la

dominancia apical y el tamaiio de los tallos.

Por consiguiente, los efectos gue ocasiona la salinidad a
nivel celular, pueden repercutir en la reduccidn de turgencia,
inhibici6tn de 1la funcién de la membrana o© actividades

enzimaticas (Flowers et al., 1977)., inhibicién de 1la

fotosintesis (Schwarz y Gale citados por Hasegawa et al.,
1986), induccidén de una deficiencia ionica debida al
inadecuado transporte, y/6 incremento del uso de energia
etaliél.ica por los procesos de no crecimiento involucrados.en
el mantenimiento de la tolerancia (Yeo citado por Hasegawa et

al., 1986).

Por otra parte Pua y Thorpe citados por Mejia (1990) han
encontrado que 1las sales promueven en un momento dado la
morfogénesis en algunos cultivos in wvitro:; como el caso de
.callos que en presencia de sal producen brotes, pese a gue el

medio de cultivo empleado no tenga las hormonas requeridas.

Tal vez una explicacitn de lo anterior sean las determi-
naciones de Nabors y Dykes (1985) en el cultivo de células de
tabaco, quienes expresan que conforme se incrementd el NaCl,

se calculd una aparente velocidad de mutacién en dichas



células . en donde las mutaciones se comportaron como alelos
dominantes ¥ apareciendo en una relacién de 1:500, 000

células.

Sin embargo, los mecanismos involucrados en la diferen-
ciacidon morfogenética aun son desconocidos, por 1lo que se ha
pensado que las células bajo tratamiento salino, desarrollan
un efecto simila;: a la autotrofia provocada por citocininas,
vya que esta bien comprobado que el desarrollo de brotes esta
asociado con altos niveles de esta fitohormona (Chandler

et al. citados por Mejia, 1990).

Respecto a 1lo anterior, Spiegel-Roy y Ben-Hayyim (1985)

han encontrado un incremento muy marcado en la formacién de

embriones in vitro en Citrus sinensis y C. aurantium, el cual

fue observado en la presencia de 0.085 6 0.1 M de NaCl vy en
algunos casos también a 0.17 M de NaCl. Binh et al.(1992) en
el caso de monocotiledéneas, también han establecido que las
interaccidones entre diferentes tipos de células en una
pohlag:i(m expuesta a una b:aja concentracion salina,
usualmente afecta la respuesta morfogémnetica celular en el
cultivo de células en suspensién, como en el caso especifiéo
de arroz, en las cuales se encontrd una formacién de embriones
somaticos a 1.5% de NaCl, pero a este mismo nivel salino se
encontrdé una inhibicién del desarrollo vegetal de estos

embriones.



Por consigquiente, las sales como el NaCl, ejercen un gran
efecto en los procesos morfogéneticos de las plantas, tal y
como lo corroboran Bourgeais et al. citados por Mejia (1990),
quienes encontraron que las sales de NaCl redujeron el creci-
miento de apices de tallos de tomate, reduciendo el desarrollo
¥ crecimiento de apices conforme se elevd 1la concentracidn
salina. Juarez citado por Mejia (1990), al igual gue los inves
tigadores anteriores, encontro que el cultivo de apice de
tallo de tomate en presencia de NaCl, reducen proporxcional-
mente el desarrollo de tallos y raices al elevar la concentra-
cién de sal, inhibiendo totalmente el crecimiento y desarrollo

a 1.2% de NacCl.

En general, incrementos en 1la salinidad reducen la
velocidad de germinacién (Francois, 1985, Abel y MacKenzie.
1964) v de emergencia (Ogasa, citado por Abel y Mackenzie,
1964).

2.1.3. Efectos en el metabolismo

Se ha encontrado que wuno de los efectos adversos
provocados por la salinidad es la inhibicién de la actividad
enzimatica (Flowers et al., 1977). Greenway y Munns (1980) han
determinado que el crecimiento de muchas especies tolerantes a
sales es wmucho menos sensible en altas concentraciones
internas de electrolitos, en comparacién con lo expresado en

la respuesta con enzimnas, de estas especies, aisladas ¥y



sometidas a tratamiento; por 1o que ésta discrepancia entre

respuestas in vivo e in vitro pueden ser debidas a la mas baja

concentracién idénica en el citoplasma que en el tejido como un
todo; sin embargo, algunos estudios in vitro muestran que la
inhibici6tn de enzimas puede ser mitigada por el incremento en
los niveles del substrato o por la adicién de otros solutos
organicos. En el caso de las especies glicoéfitas no hay
discrepancia entre 1la respuesta en la sensibilidad de la
actividad enzimatica in vitro v la respuesta de crecimiento.
debido a gque muchas especies tienden a reducir el crecimiento
cuando la concentracién de iones en las hojas es tan baja como
100 mM de Cl-. De esta manera, aungue no hay evidencia
disponible, la reduccién del crecimiento puede ser debido a la
inhibiciéotn de enzimas por 1la sal, - aéumiendo que no hay
adaptaciones basadas en cualquier modificacitn enzimatica o la
Ffalta de mantenimiento de bajas concentraciones en el

citoplasma.

Bernstein (1963), expone que la mayor parte de 1los
sistemas enzimaticos inve.stigados aparecen como mas sensibles
a la hipotonicidad que a 1la hipertonicidad, o a la disminu-
cién en la concentracién de iones especificos por abajo del
Optimo que a la concentracién mas Optima; mientras que por
otra parte no se puede excluir gue algunos sistemas
enzimdticos podrian ser criticamente afectados poxr las
concentraciones en el \fo ¥ la concentracién idémica en 1la

célula.



Greenway y Munns (1980) han mostrado en sus estudios in
vitro una sensibilidad similar a 10s electrolitos por parte de
enzimas de haldéfitas y glicofitas; por lo que al respecto
Flowers et al. (1977) concluyd que las enzimas de haléfitas no
son notablemente resistentes a sales, ni requieren de ellas,
asi estas plantas verdaderamente son muy similares a las
enzimas de otras plantas, siendo su actividad generalmente
inhibida por altas concentraciones de electrolitos, auque 1la
inhibicién puede ser superada en algunas excepciones por
incrementos de las concentraciones del substrato y por la

aclimatacioén de las condiciones de crecimiento.

En algunos trabajos in vitro sobre los efectos del NaCl
sobre las enzimas de haldéfitas angiospermas, se ha reportado
que la dehidrogenasa maléica, transaminasa dspértica, dehi-
drogenasa glucosa-6-fosfato y 1la dehidrogenasa isocratata

extraidas de Artiplex sp.., Salicornia sp. y de la glicéfita

Phaseolus vulgaris L. muestran una sensibilidad in wvitro si-

milar al NaCl, y en cambio se observa una gran diferencia en
la tolerancia a sales a nivel planta (Greenway Yy Osmond
citados por Flowers et al., 1977). Flowers et al.(1977) por
otra parte, expusieron que la dehidrogenasa-6-fosfato y 1la

maléica de la Sauceda maritima fueron inhibidas por 60% a 70%

en la presencia de 333 mM de NaCl, estando estos efectos in
vitro del NaCl en la actividad enzimatica indistinguibles de
los efectos en las enzimas correspondientes a Pisum sativum el

cual es sensible a la sal.
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En el caso de frijol coman (Phaseolus vwvulgaris cv.

Contender), especificamente durante el estudio de crecimiento
de células en suspension, Liau y Boll (1971) observaron una
fase de retraso en términos de velocidad de crecimiento expo-
nencial de las células, en donde la disminucion del peso seco
por célula después del décimo dia presumiblemente se deba a
una degradacidén sobre los procesos sintéticos, ocasionados por
la inducci6tn de procesos enzimaticos:; 1o cual seria de gran

importancia considerar durante los estudios in vitro con NaCl.

Para el caso especifico de la actividad fotosintética, el
efecto de 1l1la salinidad es indirecta, yYa que 1l1lo gque ésta
provoca es un desequilibrio hidrico entre la planta y el
suelo, que como se menciondé en el apartado 2.1. se produce una
sequia induciendo cierres estomatales, por lo que se limita la
abrorciétn de COz y por consecuencia se reduce la actividad
fotosintética (Il1jin, 1957), ademas, Mejia (1990) menciona gue
una de las causas de la reduccidon de la fotosintesis en las
pPlantas es la alteracién de la morfologia de los cloroplastos,
occasionada por 1la salinidad, lo cual provoca una desorganiza-
cién del grana y por lo tanto pérdida de 1la capacidad

fotosintetizadora.

2.2. Mecanismos de tolerancia a 1la salinidad

La capacidad de 1las plantas superiores para crecer

satisfactoriamente sobre suelos salinos depende de la
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constitucidén fisiolégica de l1la planta, su estado de crecimien

to v sus habitos radicolas (Buckman y Brady, 1977).

Flowers et al.(1977) concluydé que la extrema tolerancia
en las plantas estd correlacionada con una habilidad para
mantener una alta concentracion salina dentro de las células;
por lo gque se considera el crecimiento, junto con 1la toma,
acumulacién ¥y localizaciotn intracelular de iones para los
mecanismos de tolerancia a sales en plantas en general. Asi
mismo, las evidencias indican que la acumulacidon de moléculas
organicas en el interior de las células también permiten ia

osmorrequlaciédn (Croughan et al. 1981, Greenway y Munns, 1980)

Otro mecanismo de tolerancia 'es la excrecién de iones por
bombeo activo y en ocasiones por la presencia de glandulas
salinas y tricomas especializados (Flowers et al. 1977). La
dilucién de sales iI;tracelulares es un mecanismo que se

encuentra en plantas suculentas (Hale y Orcutt. 1987).

En general, los mecanismos de exclusidén son efectivos a
bajas 0 moderados niveles de salinidad; mientras que 1la
acumulaciédn de iones es el mecanismo Pprimario usado por
haléfitas a elevados niveles de sal, presumiblemente en
conjunciotn con la capacidad de compartimentizar iones en la
vacuola (Flowers et al., 1977, Greenway y Munns, 1980). La
capacidad para acumular v compartimentizar iones ha sido con-

siderado para ser el resultado de cambios en la permeabilidad
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de la membrana y las propiedades de trasportacion de i6n que
facilita el transprte contra los gradientes electroquimicos y

transporte selectivo en la membrana (Greenway y Munns, 1980).
2.2.1. Control genético de la tolerancia a la salinidad

Se ha también sugerido gque 1la sensibilidad_ salina de
algunas glicofitas puede ser debida a la insuficiente toma de
electrolitos para 1la presién de turgor o0 para mantener el
volumen, particularmente en el tejido expandido; donde 1la
solucibdtn seria una sincronizacion de la compartimentaciéon de
iones por las células de las hojas con altas velocidades de
transportaciotn de iones al brote: por 1o que se ha asumido que
un numero de especies contienen genes para la eficiente
compartimentacién de iones, es decir, para la acumulacidén en

la vacuola (Greenway y Munns, 1980).

Spiegel-Roy y Ben-Hayyim (1985), han observado que el
mantenimiento de la toleramncia en lineas celulares durante
todos los subsecuentes estados de desarrollo vegetal
constituye un problema. Por su parte Greenway y Munns (1980}
han reportadec que el genotipo provoca diferencias en la
transportacién de iones al brote en el caso de soya; respecto
a esto, Abel (1969) ha encontra;.'lo que el factor de exclusidn o
inclusién de cloruros en las hojas y tallos de este cultivo es
controlado por un par de genes; donde el gen con simbolos Ncl

Yy ncl son propuestos como dominancia de la ezclusidén y la
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recesiva inclusidon de cloruros, respectivamente.

Nabors citado por Ibrahim et _ &l. (1992), expresa la
necesidad de establecer la estabilidad y herabilidad de una
caracteristica seleccionada, preferentemente por analisis del
comportamiento de plantas derivadas de 1la semilla progenitora
de las plantas seleccionadas dentro de condiciones de campo.
De acuerdo a esto, Ibrahim et al. (1992) al realizar compa-
raciones de trabajos in wvitro e in vivo, encontrd que en to-
dos los parametros de seleccién in vitro se produjo un nivel

mas alto de tolerancia a NaCl gue la seleccidn in vivo, ya que

una variacidén adicional durante la seleccidén in vitro, aparte

de la variacién de la semilla de Coleus blumei, podria ser

debida a la mutacidén durante el cultivo de tejidos, 1lo cual
contribuye a la modificacidtdn del genotipo de brotes regenera-

dos y seleccionados,

En otros trabajos con tolerancia, Hasegawa et al. (1986)
han considerado que la inestable tolerancia de ceélulas de
tabaco adaptadas a 171 mM de NaCl fue indicativo de que
aparentemente s6lo ocurridé wuna adaptacion fisioldgica sin
tomar en cuenta la gran variabilidad para la tolerancia a
sales entremezclada con los clones celulares en la poblacidmn
célular inadaptada; aun asi, las adaptaciones fisiolégicas
parecierén responsables por cerca del 60% de la tolerancia
exhibida por las células creciendo en 428 mM de NaCl, donde el

enriquecimiento de la poblacién por tipos celulares mas
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tolerantes ocurrid® cuando la exposicién a los niveles de
agobio fue elevado, ocurriendo como resultado de la seleccidn
de variantes estables (Handa et al. citados por Hasegawa et
al., 1986) o debido a un cambio gendmico estable impulsado por
el medio ambiente (Meins ¥y Binns citados por Hasegawa et al.,

1986).
2.2.2. Ajuste osmdtico

A todos estos procesos donde estan involucradas modi-
ficaciones en €l Yo y que regulan las relaciones hidricas de
las células, se denomina ajuste osmoético (Guzman y Kohashi,
1993). Dicho proceso es considerado como un mé&canismo de
sobrevivencia antes que un mecanismo gque permite elevar la
velocidad de crecimiento en precencia de un agente agobiante

(Hasegawa et al., 1986).

Otros términos han sido usados como equivalentes al
ajuste osmético, entre estos estdn la osmorregulacidn, regu-
lacién de turgencia, regulacién de 1la actividad hidrica ¥y

adaptacidén osmdética (Hale y Orcutt, 1987).

Asi mismo, Brenstein (1963) por su parte, menciona en sus
trabajos‘realizados en varios cultivos, especificamente en
pimiento, gque la edad, tamailo y estado de desarrollo
fisioldgico de la planta, pueden haber contribuido a su mas

baja velocidad de ajuste osmético.
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En el caso de scolutos o componentes organicos, Hasegawa
et al. (1986) menciona que estos se cree estan involucrados
con €l ajuste osmoético en ceélulas de tabaco, 1los cuales
podrian ser compartimentizados en el citoplasma, y por consi-
guiente su contribucidén intracelular al ajuste osmé6tico podria
ser muy significativo.

Trejo et al. (1992) en sus estudios con Amaranthus sp..

reporta que la acumuzlacidén de iones para el ajuste osméGtico
parecidé no tener efectos en la limitacién del crecimiento en
las células, atribuyéndolo al hecho de que en algunos casos
los efectos iniciales de la salinidad ocurren por deficiencia

hidrica ( Flowers et al. citados por Trejo et al., 1992).

Hale y QOrcutt (1987) opinan por sun parte, que el ajuste
osmdOtico puede dar una elevacidtn completa o parcial para el
mantenimiento de la turgencia y por conveniencia esto es usual
para medir el incremento en solutos, tanto en un\rw de cero,
en el cual el punto de ‘fp iguala alYo: como en un turgor de
cero, en el cual el punto de'.rp iguala a la‘ro. ami)os dados
por las condiciones de la siguiente f6rmula:

Potencial Osmotico= _T_M
v
donde V es el wvolumen osmOtico Y‘fOO ¥ Vo son algunos valores
de referencia, como por ejemplo: turgencia completa o cero

turgencia.

611587
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Por otra parte, es de 1importancia el considerar que
durante ios primeros estadios del agobio hidrice, la turgencia
completa puede ser mantenida por los procesos de ajusie
osmético, pero conforme el agobio continda hay menor capaci-
dad para el ajuste completo. Por otra parte, si se considera
que la contribucién de los carbohidratos para la 6smosis no es
muy grande para explicar algan ajuste significativo en el
turgor dentro de las condiciones agobiantes; 1o que puede
estar pasando de antemano en el desarrollo de tolerancia al
agobio salino, es que la reduccién en el crecimiento y rendi-
miento es causado por una regulacidén osmbética basada en la
absorcion de electrolitos contra un gradiente de concentra-
ci6tn, causando una reducciétn en la dependencia de fotosinta-
tos ¥y en la sintesis de solutos organicos para mantener el
turgor (Hale y Orcutt,1987). Hasegawa et al. (1986) por su
parte, también concluye que el ajuste osmético en algunas
células adaptadas a sal puede ser debido en gran parte por la
acumulaciéon de Na* y Cl-, lo cual ocurre contra un gradiente

de concentracion.

Bermstein (1963) comprob® 1lo anterior en plantas de
pimiento, al cultivarlas por un periodo mas largo en el medio
salino y encontrar, especificamente en las hojas maduras, gue
la acumulacidén de cloruro se convirtié en el mayor factor en
el ajuste osm6tico. En el caso de 1los trabajos en
Phaseolus vulgaris L., consigna que el incremento de Ca con-—

tribuy6 al ajuste osmdtico en los tallos de esta especie en el
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medio de cultivo con el tratamiemto de CaClz , y un evidente
incremento del Na* en los tratamientos de Na>-S0as vy NaCl;

siendo realizado el ajuste osmdético de frijol en un corto
periodo, estando una expansifn parcialmente uniforme de las
hojas va dentro del ajuste osmbético; por lo gue en conclusidn
se determindéd también gque la velocidad de ajuste osmotico en
plantas podria ser adecuado el conocer los cambios en suelo

salino dentro de condiciones de campo normales.
2.3. Regeneraciétn in vitro de frijol
2.3.1. Organogénesis

El término organogénesis de novo en el cultivo de tejidos
se refiere a la diferenciacién dentro del explante (Thorpe
citado por Litz y Jarret, 1991); por consiguiente 1la
organogénesis comprende el desarrollo de yemas o de meriste-
mos radicales a partir de los explantes directamente o a par-
tir de callos (Litz y Jarret, 1991), donde a la formacidén de
6rganos en explantes de callo se conoce- como la ruta de la
organogénesis indirecta, donde un callo sin extructura organi
zada puede dar origen a brotes y raices; el tamafio del callo
del cual puede emerger estructuras organizadas varia consi-

derablemente (Krikorian, 1991).

Todas las partes de 1la planta se han utilizado como

explantes para 1la iniciacidon de callo, sin embargo, los
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tejidos jovenes poseen un alto grado de actividad meriste-

matica y tienden a tener mas plasticidad in wvitro.

En realidad son pocas las pruebas para el crecimiento y
organogenesis de vastagos de frijol coman vwvia cultivo de
tejidos; sin embargo algunos de 1los trabajos que se pueden
mencionar son los realizados por Saam et al. (1987) gquienes
observaron una proliferacidtn de vastagos a partir de apices de
plantulas en dos cultivares de Phaseolus vulgaris L. en un
medio Murashige-Skoog adicionado con 6-Bencilaminopurina (BA
3.0 mg.1-'} y Ac. naftalenacetico (ANA 0.1 mg.1-1), en donde
sin embargo el enraizamiento de dichos vastagos fue dado en el
medio M.S. solamente, logrando obtener plantas maduras, las

cuales produjeron flores fértiles, vainas Y semillas.

Por otra parte, los trabajos realizados por Kartha et al.
citados por Saam‘ et al. (1987), sobre la regeneracidn de
plantas a partir de meristemos de algunas leguminosas, entre
ellas incluidas la soya y el frijol; y_los llevados a cabo por
Rublo y Kartha citados por Saam et al. (1987) sobre el cultivo

in vitro de meristemos apicales de vastagos de varias especies

y cultivares de Phaseolus; demuestran claramente la capacidad

de organogénesis del frijol, donde se notd que los miltiples

vastagos fueron producidos en determinados medios de cultivo.

En otros trabajos se ha logrado una satisfactoria multi-

pPlicacién de vastagos de Phasecolus sp. después de tres perio-
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dos de cultivo en pruebas realizadas por Allavena y Rossetti,

citados por Saam et al. (1987).

Otro de los trabajos sobre organogénesis de Phaseolus

realizados por Martins y Sondahl (1984) consistio en el
desarrollo de brotes axilares a partir de cultivos nodales de
plantulas de frijol, encontrando resultados favorables en el
desarrollo de yemas axilares, las cuales produjeréon plan-—

tulas en un medio Bs adicionado con 6-BA (5mM) y AIB ( Ac.
indolbutirico a 0.25 mM); y posterior a esto se enraizaron
dichas dichas plantulas en el mismo medio pero adicionado con

AIB (10 mM) durante un lapso de 10 dias.

McClean y Grafton, citados por Jackson y Hobbs (1990) en
sus trabajos sobre la regeneracién de frijol comin por yia de
la organogénesis, a partir de explantes de nudos cotiledona-—
res determinaron gque la mejor componenda entre calidad y
nimero de brotes producidos, fue determinada por los niveles

de citocinina de 1 6 5 mg.1—* de BAP.

Por otra parte, la investigacién realizada por Martine=z

(1992) sobre la regeneracidn in vitro de plantulas de cuatro

cultivares de frijol (Phaseolus vulgaris L.) utilizando brotes
apicales como explantes, muéstran que los dos medios M.S..
tanto el adicionado con BA (3.0 mg.l—*) + ANA (0.1

mg.l1-*) para la etapa de inducciétn y multiplicacién, no

_smogtraron diferencias significativas, a dQdiferencia de 1los
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medios de cultivo empleados para el enraizamiento, que
mostraron a M.S basico + cinetina (0.5 mg.1-') + AIB (3.0

mg.— ') como el mejor para esta etapa.
2.3.2. Embriogénesis

Los embricnes iniciados a partir de células gue no son el
producto de la fusidn de gametos se les denomina embriones
asexuales, adventicios o somaticos: los cuales son estructu-
ras bipolares con un eje radical-apical sin conexidn wvascular
el el tejido materno; donde dichas estructuras deben ser
capaces de formar plantas normales. 8Sin embargo, la naturale-
za de la diferenciacién que se registra como resultado de la
embriogénesis somdtica no ha sido probada y las interpreta-
ciones de los eventos gque ocurren tempranamente en las células
Y que traen con sigo la diferenciaciétn de plantas a partir de
callc;s siguen siendo hipotéticas (Litz y Jarret, 1991). Por
consiguiente, estos mismos investigadores, consideran gque
todos los tejidos vegetales tienen capacidad para formar
callos in vitro; pero sdélo pocos explantes poseen la habilidad
para producir callos emsbriogénicos; por 1lo general se han
empleado como explantes, hipocétilos y embriones;
adicionalmente, se han usado apices caulinares, segmentos de

tallo, hojas, raices e inflorescencias inmaduras.

Las células presentes en cultivos en suspension, que en

determinado motiento podrian ser de utilidad para la induccién
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de la embriogénesis somatica, pueden mostrar una gran varia-

cién en el tamaiio y forma; como en algunos trabajos en

Phaseolus sp., donde las células pueden ser esféricas (12-40 s
en el diametro), de forma babuchada (30-60 x 10-20 ) ¥
acalabazada (95 x 40 ) (Narayanaswamy, 1977). Trabajos
especificos en el cultivo de células en suspensidétn en

Phaseolus vulgaris L. para el estudio de los patrones de

crecimiento ¥y divisién han sido llevados a cabo por Liau ¥y
Boll (1971) en donde muestran que el mayor namero de células
individuales en cada suspension célular de hipocdétilo fueron
elongadas, sin ceptos, celulas filamentosas con m@muy poco
citoplasma; lo cual es de importancia conocer para determi-

nados estudios de embriogénesis en cultivos liguidos.

Por otra parte, una vez que se logre la embriogénesis en
medio liquido se podrian extender a pruebas de tolerancia a
salinidad, tal y como el trabajo realizado por Gale y Boll
{(1979) quienes hicieron la determinacion del crecimiento de
células de frijol en cultivos en suspensiéon en presencia de
NaCl, lo cual sienta una base a seguir después que se logre la
induccién de la embriogénesis somiatica en el cultivo liquido;

1o cual ain no ha sido reportado para el caso de este cultivo.

Pruebas ya directamente realizadas en la aplicaciodn de la
metodologia de embriogénesis en Phaseolus sp. han sido rea
lizadas para el cultivo de embriones inmaduros productos de

cruzas interespecificas entre P. wvulgaris L. y P. acutifolius
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Gray., tales como los reportados por Sabja et al. (1990)
quienes encontraron que las dos semillas colocadas en la parte
media de la vaina fueron las énicas en las que sus embriones,
una vez aislados, desarrcollaron hasta la madurez al ser cul-
tivados in vitro dentro del medio de cultivo M.S. liquido
modificado y sostenido en un soporte de cristal hilado. De
igual manera otro trabajo scobre el aislamiento de embriones
inmaduros y su posterior cultivo in vitro han sido realizados
tales como los mostrados por Ramirez et al. (1992) guienes
trabajaron con embriones inmaduros productos de crusas
interespecificas de Phaseolus sp. y por Muiios y Lopez (1992)
quienes através del cultivo in vitro de embriones inmaduros de
tres genotipos de frijol comin, dentro de los medios Bs y M.S.
modificados, se encontro que la zrespuesta a la germinacidon
depende del genotipo y del medio de cultivo, encontrando asi
al medio Bs como el mejor para la germinacidén y el desarrollo

completo de los embriones.
2.3.3. Efecto de las soluciones salinas sobre las células.

La tolerancia a sales ha sido considerada como una
capacidad natural de las células, especificamente 1las
embriogénicas, las cules toleran wun nivel alto de agobio
salino en comparacién con otros tipos de células; sin embargo
en el caso de las células de arroz éstas han formado embrio-
nes somaticos a 1.5% de NaCl pero su desarrollo es inhibido a

ésta misma concentracién (Binh et al., 1992).
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Spiegel—-Roy y Ben-Hayyim (1985) expusieron que las
caracteristicas morfogenéticas de células de poblaciones a
NaCl difieren de las nunca expuestas a sales; como es el caso
de embriones de lineas celulares seleccionadas como toleran-—-
tes en dos especies de Citrus sp., en donde su crecimiento y
desarrollo fue mas satisfactorio que embriones de lineas no
tolerantes de comparable tamafio y estado, al ser expuestas en

medios conteniendo varias concentraciones de NaCl.

Por consiguiente, muchos trabajos acerca de la regenera-
ciétn a partir de células, muestran la existencia de dos tipos
de células, como en las especies anteriores, pero sobre todo
en los estudios con cereales, donde es notoria la existenmcia
de estas células, las embriogénicas ¥y las no embriogénicas,
en donde las primeras presentan, deacuerdo con Nabors y Dykes
(1985), una forma isodiamétrica con diémetro de 50 Mm y
pequeiias, mientras que las no embriogénicas son alargadas (50

Mn x 400 Mm) con grandes vacuolas.

En el caso de soya (Glicine max L.), conforme el Yo fue

disminuido por el uso de un agente osmético en el medio de
cultivo, todas las células se transformaron en pegqueiias y

esféricas, mientras que en el testigo la forma fue alargada e

irreqular en més de la mitad de las células.
Por otra parte Flowers et al. (1977) corroboran que la

vacucla abarca un gran porcentaje del volumen celular en las
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células vacuoladas de las hojas, en las cuales es posible el
calcular la concentracién de algiin scluto en este comparti-
mento cerrado, considerandb al tejido como un todo, es decir
de unos 500-700 . Por su parte, Il1jin (1957) establecidé gue
la principal causa de muerte de las células sujetas a cambios
hidricos bruscos es la estructura celular y la presencia de
una gran vacuola en cada célula, la que condiciona la con-
traccién y expansidon del protoplasto: por lo que si la célula
es grande y la vacuola es correspondientemente grande y si 1la
membrana citoplasmiatica es muy delicada, la destruccién de la

célula es realizada facilmente v la resistencia es reducida.

Casi todos los datos que muestran que las concentracio-
nes de Na* son mas bajas en el citoplasma que en 1la vacuola.
han sido obtenidas con raices expuestas a bajas concentra-
ciones de Na* (1-10 MM). No hay estimaciones de Na+ o Cl—en
el c'itoplasma de glicofitas vasculares a la salinidad, lo cual
podria reducir seriamente reducir su crecimiento (Greenway Yy

Munns, 1980).

En otros experimentos, como los llevados a cabo por
Croughan et al. (1978) mostrdé que mas del 99% de las células
de alfalfa en cultivos en suspensiétn y colocadas después en
medio s6lido con 1% de NaCl por dos meses, mostraron una
disminucién del crecimiento y decoloracion, sin embargo una
requeiia cantidad de estas continud creciendo, manteniendo una

apariencia sana; por lo que la linea célular seleccionada de
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estas células crecid® mucho mejor gque la linea no selecta a
elevados niveles de NaCl, suqiriendo una tolerancia de estas a
la sal, en donde ademads los datos expresan gque esta linea
requiere de una substancial cantidad de NaCl para Ssu

crecimiento Optimo.

En el caso de l1la membrana, Greenway y Munns (1980),
encontraron que el NaCl reduce la permeabilidad en membranas
celulares de sova, mientras que el calcio es importante para
mantener la permeablilidad selectiva de membranas, y el sodio
puede incrementar su permeabilidad, por lo que un desplaza-
miento de calcio por sodio en la pared celular puede
infFluenciar el contenido de solutos en 1la célula. Por su
parte, Binzel et al. citados por Alvarado (1990) consideran
que los efectos en la funcién de la membrana no s6lo se deben
a las elevadas concentracidnes idnicas, sino de igual forma,
por las proporciones de ciertos iones, como sodio:calcio y

sodio:potasio.

Las plantas de Phaseolus vulgaris L. dentro de condicio-
nes salinas usualmente tienen un incremento en la concentra-
cidn osmbtica celular, lo cual puede ser ocasionado por 1la
toma de iones del medio salino (Na+, Cl- 6 S0.) por un incre-
mento en la concentracién de mas iones inocuos de K—o azucar,

o por un incremento de acidos organicos (Bernstein, 1963).



II1. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se efectu6 durante los meses de Abril a Julio
de 1991 en el laboratorio de Anatomia y Fisiologia Vegetal de
la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo

Ledn, ubicada en Marin, N.L.

3.1. Material bioldégico

Se utilizaron semillas de dos cultivares de frijol coman

(Phaseolus vulgaris L) correspondientes al cultivar Pinto-114

v Seleccion-4, ¥y un cultivar del frijol téepari

(Phaseolus acutifolius Gray.)., representado por el cultivar

Phaacu-125.

Las semillas de ambas especies fueron proporcionadas por
el Banco de Germoplasma de 1la FAUANL. Estas correspondieron a

la cosecha de otofio de 1990.
3.2. Germinacién de la semilla

Primeramente se realizd una predesinfestacidén de sesenta
Semillas de cada cultivar. Para esto las mismas fueron
sometidas a los efectos del agua corriente por 5 min y alcohol
etilico al 80% (solucidn acuosa) por 30 seg. Enseguida se
realizé 1la desinfestacion con hipoclorito de sodio al 0.6%

(solucién de hipoclorito de sodio comercial al 10% en solucién
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acuosa) al cual se le aiadid 0.5 ml de polioxzietileno sorbitan
monolaurato (Tween-20). En ésta solucidn se colocd la se-
milla por id mini Para eliminar el exceso de agente
desinfestante, la semilla se enjuagd por tres ocasiones con
agua bidestilada esterilizada. La siembra se realizd en cajas

de propagacidn con perlita esterilizada como sustrato.
3.3. Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado en esta investigaciodn
correspondié al medic Murashige - Skoog (1962), modificado
de acuerdo a Saam et al. (1987) para la propagacion in vitro

de frijol comin a partir de apices de brotes.
3.3.1. Preparacidn de medio de cultivo

Usando como disolvente agua bidestilada, se mezclaron
las siguientes sustancias:
~Sales inorganicas del medio basal Murashige-
Skoog 1962 (cuadro 1).
—Sacarosa (30 g.1"*).
-Myo-inositol (100 mg.17%).
-Glicina (2 mg.1"7%).
-Piridoxina. HC1l (0.5 mg.1"%).
-Ac. Nicotinico (0.5 mg.17%*}.
-Tiamina (0.1 mg.1"%).

-6-Benzilaminopurina (BAP a 3.0 mg.1-1).
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—-Ac. naftalenacetico (0.1 mg.1-').

La solucién formada se afordé com agua bidestilada a un

volumen de 950 ml, considerado adecuado para ajustar el pH.

Para ajustar el pH a 5.95 (Saam et al., 1987) se empled

un potencidémetro Corning M103, donde las regulaciones de la
lectura se efectuaron por 1l1la adicién de scluciones de HC1l vy
NaOH tanto al 0.1N como al 1.0N, para de esa manera bajar y
subir 1la lectura respectivamente. En seguida se aforé a un

litro con agua bidestilada.

Para lograr la solidificacidtn del medio de cultivo se
agregd Agargel (5 g.17*) el cual previamente se fundidé en un

horno de microondas por 7 minutos.

Una vez disuelto el agar se colocd el medio de cultivo
en frascos de widrio de 125 ml con tapas de pléastico
herméticas, agregando 25 ml / frasco; posteriormente se
esterilizaron en una autoclave horizontal eléctrica
(Barnstead 1250) a una presiém de 1 kg/cm? y a una tempera-

tura de 121 “C por 15 min.
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Cuadro 1. Sales inorganicas del medio basico Murashige-—

Skoog (1962) en mg.1-?

NHaNOz ....ccccenccnanes 1650
KNO3 .scceeaas sacassnmmae 1900
CaClz . 2H20 ...cvcese.. 440
MgSOa . 7TH20 ........... 370
KH>POas ... c.-... SE R e 170

BRI 0w 5 evem oo & 6 n cm 5 o mem 5 o 57 s o 0.83
HaBO3 ....ccc0.0.. R U 6.2
MNSO« . 4HzO ........ ... 22.3
InSOa2 . TH20 ..iccececaa 8.6
Na=MoQa . 2H20 ........-. 0.25
CuSOs - BH20 . ... ccccu-n 0.025

COC].Z - GHZO e s veaeswe e 0-025
Naz - EDTA 4 s 8 a8 s sEs s 37-30
FESO4 - 7H20 o s o s a0 - 27.80

La lista de materiales b 4 soluciones concentradas
empleados para la realizacion de los medios de cultivo se

aprecian en el cuadro 1A y 2A, respectivamente.

3.4. Tratamientos

Cada cultivar de frijol fue sometido a la accidén de
diferentes dosis de NaCl. Estas consistieron en una adici6n al
‘medio de cultivo de soluciones de 0.0, 0.1, 0.3 y 0.5 M de
NaCl. Como consecuencia se estableci6é un total de 12 trata-

mientos, los cuales se presentan en el Cuadro 2.

Para la adiciotn de los tratamientos de NaCl, se realizé
agregando el reactivd antes de las fuentes de fierro,

vitaminas y el ajuste del pH.
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Cuadro 2. Niveles de NaCl probados en los tres cultivares

de frijol.

TRATAMIENTOS CULTIVAR DOSIS DE NacCl

]
Tl (Cido) Seleccidtn-4 0.0
T2 (Cidi) Seleccion-4 0.1
T3 (Cid=z) Seleccion-4 0.3
T4 (Caida) Selecciéon-4 0.5
TS (C=zdo) Pinto-114 0.0
Té (Cz243.) Pinto-114 0.1
T7 (C=z4=) Pinto-114 0.3
T8 (C=zds) Pinto-114 0.5
T9 (Cado) Phaacu-125 0.0
T10(C=d.) Phaacu-125 0.1
T11(Cad=) Phaacu-125 0.3
T12(Cadz) Phascu-125 0.5

Ci_== cultivar
do-3= dosis

3.5. Disecci6tn de brotes

Una vez germinadas las semillas de los tres cultivares,
se seleccionaron los brotes requeridos del cultivar Seleccidn-
4 nueve dias después de su germinacidén. En el caso del Pinto-

- 114 y Phaacu-125 se hizo ocho dias después de germinadas.

Se cumplidé con el requisito de una etapa fenoldgica que
indicara la emergencia de la primer hoja trifoliada, con un
diametro visualmente uniforme dentro de cada cultivar, asi
como a caracteristicas normales dentro de 1l1la fenologia del
cultivar. Se extrajeron 1los brotes seleccionados con una

longitud aproximada a los 2 centimetros.
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3.5.1. Predesinfestacidén de brotes

Los brotes disectados fueron lavados con agua corriente
por espacio de 1 min y sometidos a la accion del alcohol

etilico al 80% por 30 segqundos.
3.5.2. Pesinfestacién de brotes

Los brotes se colocaron por 10 min en la solucidn
desinfestante, constituida por hipoclorito de sodio al 0.6%
(soluciébn de hipoclorito de sodio comercial al 10% en solu-
cidtn acuosa) adicionada con 0.5 ml] de polioxietileno sorbitan
monolaurato ( Tween-20 ). En seguida se enjuagaron dichos

brotes por tres ocasiones con agua bidestilada esterilizada.

Esto tltimo se realizé en completa asepsia, dentro de la

campana de flujo laminar marca Alder.
3.6. Establecimiento in vitro

Los brotes seleccionados de cada cultivar fueron reduci-
dos a 1 cm de longitud con un bisturi debidamente flameado.
Esto se hizo en condiciones asépticas dentro de cajas petri
esterilizadas y debidamente identificadas.

Realizado lo anterior, sé procedi6é a la siembra de cada
brote en un frasco de vidrio esterilizado conteniendo 25 ml de

medio de cultivo con el tratamiento de NaCl correspondiente.
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Cada frasco constituyd una unidad experimental, las

cuales en total fueron sesenta.

Para la siembra anterior se procedid de 1la siguiente
manera: Se flamearon las pinzas y la boca del frasco en la
flama de una lampara de alcohol; se esperd el enfriamiento de
las pinzas antes de intentar tomar el explante, de esta manera

se evitaron quemaduras Y contaminacion del brote.

El procedimiento general para realizar lo anterior se

ilustra en la Figura 1.

La lista de materiales, equipo ¥y reactivos empleados
desde la predesinfestacion hasta el establecimiento in vitro

de los apices de brotes se muestra en el Cuadro 3A.
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Figqura 1. Esquema de los procedimientos para el esta-

blecimiento in vitro de los éapices de brotes

de frijol.
Grupo de brotes
de 2 cm de c/cultivar

Predesinfestaciétn con
alcohol etilico a 80%

l

Desinfestacidn en
campana de flujo

l

I Reduccidn de brotes

alcm de longitud

l

Colocacién de los
brotes en cajas de
petri estériles

1 Flameado de
< pinzas Y
frascos con
Establecimiento de medio
brotes en medio Mura
shige -Skoog con
NaCl

!

Sellado e identifi-
cacién de unidad
experimental
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3.7. Ambiente de cultivo

Lgx_s unidades experimentales fueron colocadas en una
camara bioclimatica ( Biotronette Mark I11I-846 ) con una
temperatura de 24 "C (* 1) y un fotoperiodo de 16 hr luz por -~
8 de obscuridad. Dichas wunidades experimentales permanecieron

en las condiciones descritas un periodo de 4 semanas.
3.8. variables de estudio

Se seleccionaron cinco variables para estimar la toleran-
cia de 1los cultivares a 1l1la salinidad. Suponemos gque entre
mayor sea el valor de cada variable también es mayor la

tolerancia.
3.8.1. Longitud de brote

Es la distancia en milimetros desde la cicatriz del corte
hasta la porcidn distal del &apice. Esta se midié directamente

‘con una regla a las cuatro semanas de la siembra in vitro.
3.8.2. Namero de brotes axilares

En cada eje de crecimiento originado por el desarrollo
del brote sembrado, se contd el namero de brotes provemientes
de las yemas laterales o axilares. En este caso se consideré

brote axilar, agquel que presentaba al menos 3 mm de longitud.
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Esta variable se evalud¢ a las cuatro semanas de la siembra in

vitro realizando la transformacion J/x para cada valor.
3.8.3. Namero de hojas desplegadas

Se contaron las hojas desplegadas provenientes del brote
original y de los brotes axilares. ©Se considerd hoja
desplegada a quella que presentaba los tres foliolos
separados. Dicha variable se evalué a las cuatro semanas de
cultivo in vitro con una transformaci6én de J/x+1 en los conteos

de cada unidad experimental.
3.8.4. Peso fresco

Es el peso, expresado en gramos, del brote. Para su
medicién se extrajo éste del medio de cultivo (con un papel
aﬁsorbente se le elimind el medio de cultivo adherido) y se
pesd en una balanza analitica (Sartorius 125V). Esto se
realizé a las cuatro semanas de la siembra in vitro empleando
una transformacidn J/x+1 para su correspondiente andlisis

estadistico.
3.8.5. Peso seco
Es el peso, expresado en gramos, del brote deshidratado

por 24 horas en una estufa de aire forzado (marca Telco M26),

cuya temperatura fue de 80°C. Lo anterior se hizo inmediata-
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mente después de evaluado el peso fresco, como se describid en

el apartado 3.8.4., y para su analisis estadistico se empled

la transformacion J/x+1.

3.9. Analisis estadistico
El disefioc estadistico correspondidé a un completamente al
azar con arreglo factorial 4 x 3. Las diferentes dosis de NaCl
fueron el factor A y los diferentes cultivares el factor B ;
lo anterior origind total de 12 tratamientos, los cuales

fueron evaluados con 5 repeticiones; por consecuencia se

tuvieron 60 unidades experimentales.

De esta manera el modelo estadistico fue el siguiente:

W
Juls
()
w
]

M+ Tij + Eijk

o
[ ]

bds
i

Di + Cj + DCij
donde:
Yijk = ijk-ésima observacién de la wvariable

dependiente.

=
W

efecto promedio general del experimento

=3
s
Gty
"

efecto de los tratamientos y la
interaccién
Eijk = efecto del error experimental

Pi = efecto de la i-ésima dosis de NaCl

g
al
"

efecto del j-ésimo cultivar

3

efecto de la ij-ésima interaccién

dosis/cultivar
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Siendo las hipdtesis establecidas las siguientes:

No hay diferencias entre 1los tratamientos de NaCl proba-
dos, entre los cultivares empleados ¥y 1la interaccdHn

cultivar-concentracion de NaCl.

Hay diferencias significativas entre los tratamientos de
NaC}, entre 1los genotipos y la interaccidn genotipo-
concentracién, dado el grado de toxicidad y diferencia

genética existente.

El cultivar de Phaseolus acutifolius Gray. no presenta

tolerancia a sales de NaCl in vitro, dado a que es una

especie glicHofita.

El cultivar de P. acutifolius Gray. presenta  mayor

tolerancia a sales de NaCl in vitro, debido a que asi se

ha registrado en campo.



IV. RESULTADOS.

4.1, Efecto de las concentraciones de NaCl en el

crecimiento de los brotes de frijol in vitro.

4.1.1. Longitud de brote

El andlisis estadistico indicdé una diferencia altamente
significativa por el efecto de las concentraciones de NaCl: en
contraste, no se presentaron diferencias entre cultivares ni

por la interaccidén cultivar-concentracién (Cuadro 4A).

Se presentd una relacién inversa entre 1la longitud del
brote y la concentracidén salina; es decir, entre mayor fue la
concentracion de la solucién, menor fue la longitud del brote
(Figura 2). El1 rango de valores estuvo entre 1 cm, que
registraron los treé cultivares en la concentracién de 0.5M, ¥y
2.56 cm, que lo presentd el cultivar Selecciétn-4 en 0.0 M de

NaCl.

Cabe aclarar que en el caso de Phaacu-125 no se presenta-
ron diferencias estadisticas entre 0.0 ¥ 0.1 M de NaCl (Cuadro

5&) .
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—— Seleccidn-4 — Pinto-114 K- Phaacu-128

Figura 2 : Longitud de brote en los tres cultivares de frijol
en cuatro concentraciones de NaCl.Se evaludé a las
cuatro semanas de su establecimiento in vitro para
la determinacidtn de tolerancia a la sal de NaCl.
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4.1.2. Namero de brotes axilares

El analisis de varianza indicé una diferencia significa-
tiva por efecto del cultivar y altamente significativa por el
efecto de 1las concentraciones de NaCl y la interaccidn

cultivar-concentracién (Cuadro 6A).

Disminuyé la brotacién axilar conforme se elevé la
concentracién de NaCl (Figura 3). En este caso en las concen-—-
traciones 0.3 y 0.5 M 1los tejidos presentaron necrosis
generalizada. El1 rango de valores estuve entre 1 brote, que
mostraron los tres cultivares en la concentracién de 0.5 M

y 3.04 brotes, en el cultivar Pinto-114 en 0.0 M.

Los cultivares de Phaseolus vulgaris L., Pinto-114 y

Seleccitn-4, presentaron el mayor nimero de brotes a 0.0 M,
siendo estadisticamente superiores al resto de los trata-
mientos. Cuando la concentraci6otn aumento de 0.0 M a 0.1 M
disminuyd el namero de brotes en un 34% y un 543% en los culti-
vares Selecci6n-4 y Pinto-114 respectivamente (Cuadra 7A). En

cambio en Phaseolus acutifolius G., cultivar Phaacu-125, no se

presentd diferencia estadistica entre 0.0 ¥y 0.1 M de NaCl,
registrando s@lo un descenso en la tasa de brotacidm axilar de

15%.
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Figura 3 : Nimero de brotes axilares en los tres cultivares de
frijol en cuatro concentraciones de NaCl. Se evalud
a las cuatro semanas de la siembra in vitro para la
determinacidén de tolerancia a la sal de NaCl.
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4.1.3. Namero de hojas desplegadas

Se presentaron diferencias altamente significativas por
el efecto de las concentraciones de NaCl y los cultivares
estudiados. Los efectos de la interaccidn cultivar-

concentracién sdlo fueron significativos (Cuadro 8A).

El nimero de hojas desplegadas disminuyé en los cultiva-

res de Phaseolus wvulgaris L., Selecciotn—-4 y Pinto-114, confor-

me aumentaron los niveles de NaCl. Por su parte Phaacu-125% no
presentd diferencias estadisticas en los niveles de 0.0 v 0.1
M, aunque en este 4ltimo presentd un incremento de 5.37% en el

ntmero de hojas desplegadas enr relacién a 0.0 M (Figura 4).

La gama de valores estuvo entre 1 hoja en 0.5 My 2.55
hojas en 0.0 M. En el primer caso correspondi a Seleccién-4 y

Phaacu-125, y en el segundo a Pinto-114 (Cuadro 9A).
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Figura 4 : Namero de hojas desplegadas de los tres cultivares
frijol en cuatro concentraciones de NaCl. Se evalud
a las cuatro semanas de la siembra in vitro para la
la determinaciétn de la tolerancia a la sal de NaCl.
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4.1.4. Peso fresco

El analisis estadistico indic6é diferencias altamente
significativas por efecto de las concentraciones de NaCl, los
cultivares y l1la interacciéon cultivar-concentracién (Cuadro

10a).

Se encontrd una relacifén inversa entre el peso fresco y
la concentracién de NaCl para el caso de los tres cultivares,
es decir, entre mas alta fue la concentracién de NaCl menor
fue el peso fresco (Figura 5). Logs valores variaron entre
1.0011 g en la maxima concentracién de la sal y 1.1533 g en
0.0 M; dichos valores correspondieron a los cultivares Phaacu-

125 y Pinto-114 respectivamente.

Cabe aclarar que bajo las concentraciones de 0.3 y 0.5 M,
los brotes de los tres cultivares presentaron una necrosis en

en todas las repeticiones.

No se presentdé diferencia estadistica eantre el trata—
"miento de 0.0 M y 0.1 M para el caso del cultivar

Phaacu-125 (Cuadro 11A).
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Figura 5 : Peso fresco de los brotes de los tres cultivares de
frijol en las cuatro concentraciones de NaCl. La
evaluacién fue a las cuatro semanas de su siembra
in vitro para la determinacidén de la tolerancia a
la sal de NaCl.
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4,.1.5. Peso seco

El analisis estadistico mostré diferencias altamente
significativas por efecto de las concentraciones de NacCl,
cultivares vy la interacciéon cultivar-concentracidn de NaCl

(Cuadro 12A).

Se observd que conforme aumentd la concentracién de NaCl
el peso seco disminuyd en los tres cultivares (Figura 6). La
gama de valores varid entre 1.0004 g a 1la concentracién de 0.5
My 1.0211 g en 0.0 M de NaCl: dichos valores correspondieron

al cultivar Phaacu-125 y Pinto-114 respectivamente.

El cultivar Phaacu-125 no mostr6 diferencias estadisticas
entre las cuatro concentraciones de NaCl, pero su peso seco
fue inferior a los otros dos cultivares en las concentraciones
de 0.0,' 0.1 y 0.5 M, aunque tampoco difirié de estos

estadisticamente (Cuadro 13A).
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Figura 6: Peso seco de los tres cultivares de frijol en las
cuatro concentracicnes de NaCl. Las evaluaciones se
. realizaron a las cuatro semanas de la siembra in
vitro para la determinacion de tolerancia a la sal
de Nacll.



V. DISCUSION.

Los resultados obtenidos indican que las 'cinco variables
estudiadas en el caso de los cultivares de Phaseolus wvulgaris
variaron en relacidén inversa a las concentraciones estudiadas.
Es decir, a mayor concentracién de NaCl el valor de cada varia
ble disminuyd. En cambio., el cultivar de P. acutifolius G.
s0lo presentd dicha relacién en las concentraciones de 0.3 y
0.5 M . Lo anterior nos sugiere que esta especie es mas

tolerante que P. wvulgaris L. a las sales.

El comportamiento general de ambas especies coincide con
lo mencionado en trabajos previos para otras especies como

Oryza sativa L. (Binh et al.1992), Glycine max L. (Abel ¥y

MacKenzie, 1964) y tomate (Burgeais et al. citados por Mejia
1990).

Por otra parte queda claro que en la concentracidn de
0.3 M se alcanz0 el limite del minimo crecimiento al que po—
dian llegar los brotes, puesto que las concentraciones mayores
producian el mismo crecimiento que dicha concentracién.

En seguida se hace breve discusidin para cada variable:

$.1. Longitud de brote

Las disminucicnes en la elongaciéon del brote en relacidtm
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al incremento de la concentraciém de NaCl pudo deberse a que
con dicho incremento disminuye el potencial hidrico del medio
¥ por consecuencia se redujé la enddsmosis, por consiguiente
también disminuye el potencial de presiidn. -Se sabe que este es
un componente importante en el crecimiento del tamafio celular

{Guzman vy Kohashi, 1992).
5.2. Namero de brotes axilares

El descenso altamente significativo de la brotacién axilar
en los dos cultivares de Phaseolus vulgaris L. parece ser
debido a su mayor susceptibilidad a 1la sal como especie
glicofita (An6nimo 1982), asi como al efecto dafiino por el iémn
tOoxico que reportan Reddy y Vaidyanath (1986) y Yang et al.
(1990), quienes observaron gque el crecimiento in wvitro de
algunas especies de plantas en varias concentraciones de NaCl

pueden provocar una toxicidad ifémnica.

Resultados similares se obtuvieron por Burgeais et al.
citados por Mejia (1990) en &pices de tomate, en 10s cuales el
‘desarrollo y crecimiento de estos se redujo conforme se elevd
la concentracién de NaCl. Asi mismo Kimball et al. (1975)
encontraron para el caso del cultivo de tejidos de soya, que

las yemas no se desarrollaron por abajo -de los -10.9 bars.

Por otra parte, la iqgualdad estadistica entre el testigo

y la concentracién de 0.1 M de la especie P. acutifolius Gray.
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(Phaacu-125) hace pensar que las concentraciones internas del
ién no causaron toxicidad alguna en dicho nivel salino; tal y

como 1o expone Trejo et al. (1992) entre el testigo y el nivel

mas bajo de NaCl a 50 mM en Amaranthus sp.
5.3. Namero de hojas desplegadas

La disminucidén en el namero de hojas desplegadas confor-
me aumentaron los niveles de NaCl en los tres cultivares, pero
sobre todo en 1los dos cultivares de Phaseolus wulgaris L.
puede ser debido a su incapacidad para excluir el i6én Cl—- , lo
cual provocd problemas de toxicidad que impidid el despliege ¥y
desarrollo; tal y como lo indica Abel (1969), quien encontrd
en la sova, que las wvariedades mas sensibles presentaron una
acumalacién del id6m cloro en tallos ¥y hojas en grandes
cantidades dependiendo del genotipo; mientras que Abel ¥y
MacKenzie (1964) determinaron que al 'incrementar los niveles
de NaCl el tamafio de 1las hojas disminuyd; ademas de
presentarse una necrosis en las concentraciones por arriba de

los 8.1 smhos/cm.

Las diferencias de los cultivares Selecci6n-4 y Pinto-114

con el cultivar de P. acutifolius Gray., en el caso de las

diferencias estadisticas entre sus tratamientos salinos, pare-—
cen ser debidas a que las especies de plantas varian respecto
a las cantidades de Na* que pueden acumular, y en dado caso

excluir de sus hojas al acumularlo en sus tallos (Aénimo
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1982). Sin embargo, el ligero crecimiento de Phaacu-125 bajo
la concentracién de 0.1 M parecen ser ocasionados por el Na* ,
ya que podria eficientizar 1la wutilizacién del N y P, tal y
como 10 muestran Trejo _e_t_:_Aa_l. {1992) en los estudios con
Amaranthus sp., donde 1la concentracién mas baja de NaCl (50
mM)} superd estadisticamente al testigo: aunque también el
hecho de que esta especie cresca en ambientes salinos in vivo

puede propiciar primeramente una osmorregulacion que esté

asociada con la actividad enzimatica (Alwvarado 1990).
5.4, Peso fresco

La brusca disminucién de biomasa, al elevarse la concen-
tracién de NaCl en los cultivares, se piensa es ocasionada por
la acumulacién del id6n téxico, tal y como lo reporta Rodriguez
et al. (1992) en tres especies de Atriplex, quienes observaron
wma diferencia altamente significativa en cuanto a la produc-
ci6n de biomasa por el efecto de la concentracién de NaCl.
Mientras que Goertz y Coons (1989) encontrarc{n también una

disminucidén en el peso fresco de las raices de dos especies de

Phaseolus vulgaris L. y una de P. acutifolius G. al elevar la

concentracion salina.

Los mayores valores registrados que corresponden al
cultivar Pinto-114 pueden ser ocasionados en parte por su
mayor vigor y turgencia. Resultados semej anteg los o©btuvo

Rodriguez et al. (1992) con la especie Atriplex canescens la
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cual registrd mayores valores en la produccion de biomasa dado

su mayor porte.

En el caso de 1la interacciétn entre Phaacu-125 y la
concentracidon de 0.1 M, resulté no tener diferencias
estadisticas con el tratamiento 0.0 M, por lo que esto puede
deberse a la capacidad que presenta Phaacu-125 para
desarrollarse bajo condiciones de temperatura y salinidad que

son agobiantes para las especies de P. wvulgaris L.

5.5. Peso seco

El descenso en el peso seco al incrementar los niveles de
NaCl, es posible gque sea ocasionado por 1la desviacién de
alguna parte de la energia del crecimiento y metabolismo; es
decir, que la declinacién sea como una consecuencia del
mantenimiento a costa del crecimiento celuiar dentro del
agobio, tal como lo expresan Reddy y Vaidyanath (1986) para
Oryza sativa L. Estos explican que dentro de Igs condiciones
de crecimien to in_ witro y bajo 1los efectos de NaCl,
encontraron que el agobio salino disminuyd, tanto el peso
fresco como el peso seco. De igual forma, Rodriguez et al.
(1992) encontraron una disminucién del peso seco de Atriplex

trianggla_ris al elevar el contenido de sales del medio.

La igualdad estadistica en los valores de peso seco para

Phaacu-125 en las cuatro' concentraciones probadas, especifica-
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mente entre las concentraciones de 0.0 y 0.1 M, que fueron las
que registraron un crecimiento para el caso de las demas
variables, puede ser debido a 1la concentracién d4de solutos
organicos en el citoplasma, 1o cual puede contribuir a un
balance osm6tico cuando los electrolitos son més bajos en el
citoplasma que en la vacuola; aunque también es posible que
esta especie contenga genes para la compartimentaciom de
iones, tal como lo expresan Greenway Y Munns (1980)., quienes
mencionan que un cierto nimero de especies de glicofitas
poseen genes para la acumulacion de iones en la vacuola. Sin
embargo, esto dltimo no ha sido comprobado para el caso de P.

acutifolius Gray.

De esta manera, debido a los valores obtenidos en las
concentraciones de 0.3 y 0.5 M de NaCl para los tres
cultivares, sera necesario el disminuir 1la concentrap_ién
salina basta un miximo que sea inferior a 0.3 M, para contar
con una mayor apreciaciotn del rango de tolerancia.

ps
Por otra parte, el menor desarrollo del cultivar de P.

acutifolius G., ain en la concentracién de 0.0 de NaCl en

relaciéon a los cultivares de P. wvulgaris L., parecid indicar
que el medio de cultivo y la interaccién hormonal no fue la
mas adecuada para esti especie, por io que se requiere el
establecer por medio de biocensayos dicho medio y relacidtn

hormonal.



VI. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos y a la metodologia

empleada en la presente investigacidén, se concluye que:

El cultivar de Phaseolus acutifolius Gray. (Phaacu-125).en

comparacion a los cultivares de P. vulgaris L., mostr6 una
mayor tolerancia a la sal de NaCl bajo la concentracién de
0.1 M ya que su valor en dicha concentracidém no difirid

estadisticamente de 1la concentracion 0.0 M.

Los dos cultivares de P. vulgaris (Seleccién-4 y Pinto-
114) wmostraron mayor susceptibilidad al NaCl bajo todas
las concentraciones probadas., yvya que la presencia de necro
sis a las dos semanas de la siembra y el decenso brusco
del crecimiento en todas 1las variables de estudio, se

registro apartir de la concentracién de 0.1 M.
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Cuadro 1A . Materiales, equipo y reactivos empleados para la
preparacién de cultivo Murashige-Skoog (M.S. 1962)

1. Vasos de precipitados y probetas

2. Pipetas de 0.5, 1, 2, 5 v 10 ml

3. Pizetas

4. Plancha magnética

5. Balanza analitica Sartorius 125V

6. Potenciétmetro Corning M103

7. Papel aluminio

8. Horno de microondas y autoclave horizontal
9. Agua bidestilada
10. Soluciédn de 0.1 ¥y 1.0 N de HC1 y NaOH
11. Solucion buifer
12, Soluciones concentradas de sales inorganicas

¥y aditamentos del medio de cultive.

Cuadro 2A. Soluciones concentradas del medio de cultivo M.S.

Solucidon A (1000x): CaCl=>.2H20 .......... 22.0 g en 50ml
Solucidn B: KNOs se agregan 1.9 g.1-* directamente en el
medio de cultivo.

NH4NOs se agregan 1.65 g.1-* directamente en
’ medio de cultivo.

Solucidon C (1000x): KI ...cicecnsnvuscessa 41.5mg en 50ml
CoCl>.6H:0........... 1.25mg en 50ml
KHzPO4 ccvsssnnarsns. 3.49 en 50ml

-HaB03 .c..c.cceen.... 0.124g en 50ml
NazM004.2H20 ........ 5.0mg en 50ml
MgS504.7H20 .....020.. 7.4g en 50ml
MnS0«.4H20 .......... 0.44g en 50ml
ZnS04.7H20 .......... 0.172g en 50ml
CuS04.5H20 ...vevewa. 0.5mg en 50ml
FeS0<«.7H20 .......... 0.5579 en 100ml
Naz EDTA ............ 0.745g en 100ml
Glicina ........ cese- 50.0mg en 250ml1
Piridoxina. HC1 ..... 12.5»g en 250ml
Ac. nicotinico ...... 12.5mg en 250ml
Tiaming ..ceccecces--. 2.5mg en 250 ml

Solucién D (400x)

Solucién E (400x)

Solucidédn F (200x)

Solucién G (100x})

(3]




Cuadro 3A. Materiales,
desinfestacidén, hasta la siembra in vitro

cultivares de Phaseolus sp.

Vasos de precipitado, probetas (100 ml)
Frascos de alimento infantil con 25 ml de
medio de cultivo.

Bisturi, pinzas y lampara de alcohol
Cajas de petri esterilizadas

Regla graduada

Algoddon y gasas esterilizadas

Agua bidestilada esterilizada

Alcohol etilico

Hipoclorito de sodio comercial
Tween-20.

64

equipo vy reactivos usados desde la pre-

de los
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Cuadro 4A. Analisis de varianza para la variable longitud de
brotes bajo los efectos de las cuatro concentra-
ciones de NaCl.

Fuente de Grados de Suma de Cuarado Valor P>F
variacion libertad cuadrxados medio de F

Factor A 3 11.9898 3.9966 24.7724 0.000%%
Factor B 2 0.5243 0.2621 1.6250 0.206NS
Interaccion 6 1.3716 0.2286 1.4170 0.227NS
Error 48 7.7440 0.1613

Total 59 21.6298

C.V.= 27.66%
#%* Altamente significativo
NS No significativo

Cuadro 5A. Comparacién de medias por diferencia minima signi-
ficativa para la variable longitud de brote; pro-
medio de cinco repeticiones.

Tratamiento promedio =

2.56 A
2.08 AB
1.80
1.70
1.44
'1.36
1.22
1.16
1.00
1.00
1.00
1.00

-

NONAMMWHMANOWOWUNM

v00c088880

et

DMS= 0.01
# Promedios en om.
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Cuadro 6A. Analisis de varianza para la variable nimero de
brotes axilares, bajo los cuatro niveles de NaCl.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Valor P>F
variacion libertad cuadrados medio de F

Factor A 3 14.7926 4.9308 39.1635 0.0002x
Factor B 2 1.2817 0.6408 5.0900 0.010=
Interaccién 6 4.0062 0.6677 5.3032 0.000==
Error 48 6.0434 0.1259

Total 59 26.1239

C.V.= 25.20%
#+ Altamente significativo
# Significativo

Cuadro 7A. Comparacion de medias por diferencia minima signi-
ficativa para la variable namero de brotes axilares
promedio de cinco repeticiones.

»

Tratamientos promedio

3.0428 a
1.9854
1.6585
1.4142
1.3949
1.3121
1.0828
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000

ONWNMNOO U

[
it
ettt et et b e N NN D

L I DN R N D I B D I e

00000 MNBOOOM
2]
souos8B8880

ok
N

DMS= 0.6030
# Promedios reales (sin transformacioém)
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Cuadro 8A. Analisis de varianza para la variable numero de
hojas desplegadas en los brotes de los tres
cultivares de frijol bajo los efectos del Nall.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Valor P>F
variacidén libertad cuadrados medio de F

Factor A 3 8.1259 2.7086 22.3726 0.000x%=»
Factor B 2 1.4885 0.7442 6.1476 0.004x=x
Interaccion 6 1.8527 0.3087 2.5506 0.031=x
Error 48 5.8113 0.1210

Total 59 17.2787

C.V.= 24_84%
*#* Altamente significativo
& Significativo

Cuadro 9A. ComparaciOn de medias por diferencia minima signi-
ficativa para la variable namero de hojas desplega-
das; promedio de cinco repeticiones.

*

Tratamientos promedio

2.5554 A
-1.8584 B
1.5856
1.5413
1.4584
1.3949
1.1656
1.1656
1.0828
1.0000
1.0000
1.0000

BRWOSNINOVOO=WD

11
12

IR EEEEEEE
COONBRONMBNRO

COOOOORMHKEMHNDS
nnnnnngggg

DMS= 0.5913
* Promedios reales (sin transformaciodn)
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Cuadro 10A. Analisis de varianza para la variable pesQo fresco
de los tres cultivares de frijol bajo las concen-
traciones de NaclCl.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Valor P>F
variacion libertad cuadradas medio de F

Factor A 3 0.6449 0.0215 19.4122 0.000x%x=
Factor B 2 0.0189 0.0094 8.5350 0.001x=
Interaccidn 6 0.0282 0.0047 4.2457 0.002»%
Error 48 0.0531 0.0011

Total 59 0.1647

C.V.= 3.21%

## Altamente significativo

Cuadro 11A. Comparacién de medias por diferencia minima signi-

ficativa para la variable peso fresco;

cinco repeticiones.

Tratamientos ® promedio
5 0.33822 1.1533 A
1 0.17812 1.0848 B
6 0.12016 1.0578 BC
2 0.07456 1.0363 BCD
9 0.04792 1.0236 CD
3 0.04160 1.0205 CD
10 0.04096 1.0202 Ch
4 0.02514 1.0124 CDh
7 0.00902 1.0044 CDh
8 0.00582 1.0028 CDh
11 0.00316 1.0015 Ch
12 0.00242 1.0011 D
DMS= 0.556

# Promedios reales en g (sin transformacién)

promedio de
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Cuadro 12A. Analisis de varianza para la variable peso seco de
los tres cultivares bajo los cuatro niveles de

NaCl.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Valorx P>F
variacion libertad cuadrados medio de F

Factor A 3 0.001316 0.000439 20.7519 0.000%xx%
Factor B 2 0.000240 0.000120 5.6842 0.006%=%
Interaccién 6 0.000469 0.000078 3.6992 0.0042=
Error 48 0.001015 0.000021

Total 59 0.003040

C.V.= 0.4575%
#% Altamente significativo

Cuadro 13A. Comparacidn de medias por diferencia minima signi-

ficativa para la variable peso seco;

cinco repeticiones.

Tratamientos * promedio

5 0.04302 1.0211 A
1 0.02412 1.0119 B
6 0.01148 1.0056 BC
9 0.00978 1.0048 BC
2 0.00944 1.0046 BC
10 0.00592 1.0029 C
3 0.00454 1.0022 C
4 0.00378 1.0018 C
8 0.00248 1.0011 C
11 0.00154 1.0007 C
7 0.00122 1.0005 C
12 0.00108 1.0004 C

DMS= 0.0078

# Promedios reales en g (sin transformacién)

promedios de

011587






