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I. RESUMEN 

La trealosa es un disacárido que se acumula en los nódulos de las leguminosas  y que se 
ha relacionado con la resistencia vegetal a la sequía. Se conoce que el disacárido es 
sintetizado por los bacteroides y que se almacena luego en el citoplasma vegetal. Esta 
acumulación está en función  de la cepa de Rhizobium, la especie de leguminosa y las 
condiciones ambientales, por otra parte existen pocos informes sobre la acumulación de 
trealosa en la simbiosis micorrícica, donde a diferencia de Rhizobium aparentemente no 
existe un flujo de carbohidratos del micro simbionte a la planta. Actualmente se desconoce 
la dinámica de la trealosa en la asociación  Micorriza-Rhizobium-Leguminosa. El objetivo 
del presente trabajo fue evaluar el efecto de la coinoculación micorriza-Rhizobium, en la 
acumulación de trealosa en nódulos de genotipos de frijol. Se estudiaron los genotipos Flor 
de Mayo y Pinto Saltillo y las especies silvestres Phaseolus vulgaris,    P. acutifolius y P. 
filiformis inoculados con  Glomus intraradicces y  una mezcla de 8 aislados de Rhizobium. 
Los resultados  demostraron que la trealosa se acumuló en los genotipos de frijol 
previamente inoculados con Rhizobium y sometidos a estrés hídrico, destacó el genotipo  
P.filiformis con una acumulación de trealosa de  50 mg/g. de nódulo en riego  comparado 
con 90 mg/g en nódulo,  en condiciones  de  estrés hídrico y Pinto Saltillo, un cultivar 
caracterizado como tolerante a la sequía, la trealosa se acumuló en cantidades de               
40 mg/ g. en riego y 60 mg/g en estrés hídrico.  La trealosa en los nódulos fue menor 
cuando se realizó la inoculación mixta con Glomus. En P. filiformis solo se detecto 12 
mg/g. en riego y 30 mg/g. en estrés hídrico. Mientras que en Pinto Saltillo se acumulo 22 
mg/g. en riego y 35 mg/g. en estrés hídrico. No se observó acumulación de trealosa en la 
raíz en los tratamientos inoculados solo con Glomus. Análisis posteriores, permitieron 
observar que en las plantas inoculadas con Rhizobium se detectó trealosa en raíz, hojas y 
semillas,  y que los valores se incrementaron cuando las plantas se sometieron a sequía, en 
ningún caso se detectó trealosa en tallo. Los resultados indican que la trealosa sintetizada 
en los nódulos puede desplazarse a los demás órganos de la planta. Así mismo, la simbiosis 
Rhizobium-Leguminosa aparentemente es influenciada por la presencia de otros 
microorganismos como Glomus. Estos aspectos deben ser considerados en los programas 
de desarrollo sustentable que involucren el uso de sistemas simbióticos 
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ABSTRACT 

The trehalose is a disaccharide that is accumulated on the leguminous nods and had been 

relates whit the plants resistance to drought. It is known that the disaccharide is synthesized by 

bacteroids and that it is stored on the cytoplasm; It has been observed that in the leguminous 

nodules of the ones accumulates trehalose disaccharide, whose concentration apparently this in 

function of the stump of Rhizobium, the leguminous species and the environmental conditions. On 

the other hand, there are only a few reports about the accumulation of trehalose on the mycorrizal 

symbiosis where unlike Rhizobium apparently there are no a carbohydrate flux from de micro-

simbiont to the plant it seems that in difference with rhizobia, there is not flux of carbohydrates 

from the microsymbiont to the plant. Today, it is unknown the trehalose dynamics in the tripartite 

Mycorrhiza-Rhizobia-Legume and the objective of the present work was to observe the effect of on 

nodule trehalose content by coinoculating mycorrhiza and Rhizobium on common bean under well 

watered and drought conditions. Three wild genotypes (P. filiformis, P. acutifolius and P. vulgaris) 

and two commercial genotypes of Phaseolus (Pinto villa and Flor de Mayo) were used. 

Coinoculation treatments were done with Glomus intraradicces and a mixture of 8 native rhizobial 

strains quantified. The results showed that the trehalose accumulates only in the genotypes 

inoculated whit Rhizobium and under water stress standing the genotype P. filiformis whit 

accumulated 50 mg/g of trehalose under watering to 90  mg/ g under stress conditions and the 

genotype Pinto Saltillo characterized to be resistance to drought accumulated 40 mg /g in watering 

and 60 mg/g in water stress. The trealosa in the nods was fewer whit the coinoculated Glomus- 

Rhizobium.  P. filiformis only accumulated 12 mg/g in watering and 30 mg/g in stress and Pinto 

Saltillo accumulated 22 mg/g in watering and 35 mg/g in water stress, it was also demonstrated that 

coinoculation negatively affects its nodule content on each genotype tested. Founding a relation 

strength according to inoculate and the water stress condition and between the quantity of trehalose 

in nodule and the resistance to drought for the species and cultivars evaluated, It was trehalose in 

roots, leaves and seeds of nodulated plants nether in Shots. The results of the study are in tune with 

the hypothesis that points that trehalose synthesized in the nods may move to the other organs of the 

plant. Thus the symbiosis Rhizobium-Legume apparently is influenced by the presence of the other 

microorganism, like Glomus. These aspects can be considered in the suitable development programs 

that involve use of symbiotic systems. 
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II. INTRODUCCIÓN 

Una de las principales características de la mayoría de las leguminosas estriba en su 

capacidad para asociarse con bacterias rizobiales lo cual da como resultado la formación de 

nódulos en su sistema radical, en cuyo interior se realiza la Fijación Biológica de Nitrógeno 

(FBN). Así, las leguminosas en su asociación con Rhizobium tienen una gran importancia 

agrícola y ecológica debido a que son responsables de una parte sustancial, quizá, de la 

mayoría, del flujo global de nitrógeno atmosférico a formas "fijadas", tales como el 

amonio, nitratos y compuestos orgánicos (Young et al., 1977).  

Actualmente se ha estimado que la FBN aporta de 139 a 175 M/ton/N, de las cuales 

las leguminosas aportan 70 M/ton·año-1 (Hussein et al., 1991).  El frijol común es capaz de 

fijar de 10 a 90 kg·N·ha-1·año-1, con un valor promedio bajo, comparado con otras 

leguminosas, Además, estas cantidades son inadecuadas para obtener rendimientos de 

semilla económicamente atractivos  1-2 ton·ha-1 (Bliss, 1993).  

Siendo el frijol, un cultivo de gran relevancia para los países en desarrollo de 

América Latina y África, la FAO a través de la Agencia Internacional de Energía Atómica 

recomiendan en 1983 la realización de diferentes programas de investigación con la 

finalidad de mejorar las características de FBN en frijol (Hardarson y Lie, 1984).  

En este sentido, considerando que en México aproximadamente el 85% de la 

producción de frijol ocurre bajo condiciones de temporal, en donde es común que la planta 

sufra de estrés por sequía en alguna etapa de su desarrollo, se podría considerar a este estrés 

como la causa del bajo rendimiento en FBN.  

Así, en haba y en alfalfa se ha establecido que en plantas noduladas sometidas a un 

estrés hídrico la FBN disminuye (Guerin et al., 1990, Irigoyen et al., 1992), pero por el 

contrario en frijol y en soya se ha reportado que la sequía no afecta de manera importante a 

la FBN (Djekoun y Planchon, 1991, Peña-Cabriales y Castellanos, 1993).  

Por lo tanto la conclusión, al menos en frijol, es que la baja FBN es debida a 

características particulares de las cepas de Rhizobium nativas del suelo. Se han establecido 

experimentos de inoculación en campo con diferentes cepas los cuales mostraron un éxito 

muy bajo (9% en cultivos de riego y 12% en cultivos de temporal) (Castellanos et al., 

1995), similar a lo reportado en la asociación Bradyrhizobium-soya (Streeter et al., 1994). 
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En vista a este escaso éxito en el frijol para incrementar la FBN se han desarrollado dos 

líneas de investigación importantes: 1) El estudio de la ecología de Rhizobium, para 

establecer los factores que contribuyan al éxito en la sobrevivencia y competencia de los 

inoculantes . 2) El estudio de atributos diferentes a la FBN que las plantas pueden obtener 

en esta simbiosis. 

En esta segunda vertiente, se encontró que en los nódulos de las leguminosas se 

acumula un disacárido de glucosa llamado trealosa ( -D-glucopiranosíl-(1-1)- -D-

glucopiranósido)(Streeter, 1980, Kouchi y Yoneyama, 1986). 

Desde los primeros reportes de este azúcar en la simbiosis Rhizobium-Leguminosa, 

la trealosa  llamó inmediatamente la atención, ya que su síntesis se ha relacionado con la 

tolerancia a la desecación en una amplia variedad de organismos como bacterias, levaduras, 

hongos, nematodos, plantas inferiores, y en plantas vasculares superiores únicamente en las 

plantas de la resurrección como Myrothamnus flabellifolia (Arguelles, 2000, Bianchi et al., 

1993, Burleigh y Dawson, 1994, Eleutherio et al., 1997, Fillinger et al., 2001, Goddijn y 

Smeekens, 1998, Gouffi et al., 1999, Leslie et al., 1995). 

En general, se consideraba que las plantas vasculares superiores habían perdido la 

capacidad de sintetizar trealosa, y que la función de ésta ha sido tomada por la sacarosa, 

que es el azúcar más abundante en ellas 

En el Laboratorio de Microbiología Ambiental de la Unidad  Irapuato del 

CINVESTAV  y el Laboratorio de Ecología Microbiana de la UMSNH, se han  enfocado al 

análisis de la función ecofisiológica de la producción simbiótica de trealosa en la 

interacción Rhizobium-frijol, demostrando que el contenido de trealosa en los nódulos se 

incrementa como respuesta al estrés hídrico (Farías-Rodríguez et al., 1998).  

Lo anterior pudiera explicar las observaciones de Peña-Cabriales y Castellanos 

(1993) sobre la baja sensibilidad de la FBN al déficit hídrico en frijol. Así mismo, la 

concentración de trealosa en los nódulos se correlacionó con un incremento en la tolerancia 

a la sequía en plantas noduladas (Farías-Rodríguez et al., 1998, Jiménez-Zacarías et al., 

2004). 

Se ha observado que conforme transcurre el estrés hídrico y se incrementa el 

contenido de trealosa en los nódulos, es posible detectar la presencia de este azúcar en las 
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hojas sugiriendo una posible removilización de los nódulos de la raíz hacia los tejidos 

aéreos de la planta. 

Por lo anterior, es de vital importancia conocer los factores que en la naturaleza 

determinan la dinámica de acumulación de trealosa, para en un futuro esclarecer el papel de 

la trealosa en la simbiosis y su significado ecológico y su posterior aprovechamiento.  
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III. ANTECEDENTES 

III.1. LEGUMINOSAS 

Dentro de la gran diversidad vegetal que existe en nuestro planeta, la familia de las 

leguminosas o Fabaceae consta de aproximadamente 750 géneros y 19000 especies y su 

característica principal es que el fruto o semilla está envuelto por una vaina, ésta familia se 

divide en tres subfamilias: Caesalpinoideae, Mimosoideae y Papilionoideae, a la cual 

pertenece el género Phaseolus (Allen y Allen, 1981). El género Phaseolus comprende 

alrededor de 150 especies, estando presentes en México cerca de 50 especies, destacando 

las cuatro especies domesticadas, Phaseolus vulgaris L. (frijol común), Phaseolus 

coccineus L. (frijol ayocote), Phaseolus lunatus L. (frijol lima) y Phaseolus acutifolius 

Gray (frijol tepari). El frijol común representa hasta 85% de la superficie sembrada  en 

México para  producción (Singh, 2001).es una de las más sobresalientes, dado que las 

plantas pueden obtener nitrógeno para su desarrollo a partir de nitrógeno molecular 

mediante la Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN) la cual es posible por la estrecha 

interacción que este grupo de plantas establece con bacterias denominadas Rhizobia, 

durante la cual en las raíces de las leguminosas se forman órganos altamente especializados 

llamados nódulos. 

Se ha estimado que la FBN aporta de 139 a 175 M/ton/ N, de las cuales las 

leguminosas aportan 70 M/ton año-1 (Zahran, 1999). El frijol común es capaz de fijar de 10 

a 90 kg·N·ha-1·año-1, con un valor promedio bajo comparado con otras leguminosas. 

Además, estas cantidades son inadecuadas para obtener rendimientos de semilla 

económicamente atractivos, v. g. 1-2 ton ha-1 (Bliss, 1993). Siendo el frijol un cultivo de 

gran relevancia para los países en desarrollo de América Latina y África, la FAO a través 

de la Agencia Internacional de Energía Atómica recomendó en 1983 la realización de 

diferentes programas de investigación con la finalidad de mejorar las características de 

FBN en frijol (Hardarson y Lie, 1984).  
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III.2. ORIGEN Y DOMESTICACIÓN DEL FRIJOL COMÚN: 
RAZAS Y CLASES COMERCIALES 

Las variedades de frijol común actualmente cultivadas son el resultado de un proceso de 

domesticación y evolución (mutación, selección, migración y deriva genética), a partir de 

una forma silvestre (Phaseolus vulgaris  var. aborigineus) procedente del continente americano, desde 

donde se extendió a todo el mundo, y en la cual se han ido produciendo cambios 

morfológicos, fisiológicos y genéticos (como respuesta a las exigencias humanas o del medio 

ambiente)(Brücher, 1988, Gepts y Debouck, 1991). 

Hasta finales del siglo XIX se consideró que el frijol común tenía su centro de 

origen en Asia, posteriormente, según datos arqueológicos, botánicos, históricos y 

lingüísticos, concluyeron que el frijol común se originó en el área comprendida entre el 

norte de México y el noreste de Argentina (Gepts y Debouck, 1991). Existen  restos 

arqueológicos principalmente de semillas, fragmentos de vaina e incluso plantas enteras hallados 

en los Andes (Perú, Chile, Ecuador y Argentina), en Mesoamérica (México, América Central) y 

sureste de Estados Unidos. En la actualidad  los restos más antiguos datan de 10,000-8,000 

años A.C. Procedentes de los Andes y de 6000 años AC. Procedentes de Mesoamérica. Todos 

estos restos son de plantas ya domesticadas y fenotípicamente similares a los cultivares  de 

la zona (Kaplan, 1981). 

Existe una laguna en cuanto a datos arqueológicos en la transición de formas silvestres 

a cultivadas, aunque  existen formas primitivas  intermedias o de transición coincidiendo 

con la aplicación de los métodos de mejora en la agricultura. Además de la información 

obtenida por los datos arqueológicos, existen datos botánicos como son las características 

morfológicas, la distribución geográfica y las relaciones genéticas entre formas silvestres y 

cultivadas que evidencian el origen americano del frijol común (Kaplan, 1981). 

Evans (1973) fue el primero en reconocer los dos grupos de germoplasma, tanto en 

frijol silvestre como cultivado: Andino y Mesoamericano, lo que apunta que ha existido más de un 

centro de domesticación. Ambos grupos se pueden distinguir por marcadores morfológicos 

y agronómicos (tamaño de la semilla, forma de la bractéola y del folíolo, pilosidad del foliolo, 

etc.), bioquímicos (faseolina e isoenzimas) (Gepts y Bliss, 1986, Koenig y Gepts, 1989, Singh et 

al., 1991) y moleculares (RFLPs, RAPD) (Khairallah et al., 1992, Freyre et al., 1996). Los 
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marcadores bioquímicos y moleculares presentan dos ventajas frente a los morfológicos y 

agronómicos: son un fiel reflejo del genotipo y su variación no se ve afectada por el ambiente. 

Además son caracteres más complejos y las variaciones observadas son, en su mayoría, únicas 

(Gepts, 1988). 

Singh et al. (1991) dividieron los dos grupos de germoplasma en seis razas (Figura 1), de 

acuerdo con los marcadores mencionados anteriormente: germoplasma Andino (razas 

Chile, Nueva Granada y Perú) y germoplasma Mesoamericano (razas Durango, Jalisco y 

Mesoamérica). Las variedades de las razas Durango, Mesoamérica y Nueva Granada son 

cultivadas en todo el mundo, sin embargo, la raza Jalisco sólo se cultiva en los valles de México, 

la raza Chile se distribuye en las regiones secas y de bajas altitudes en el sur de los Andes y la raza 

Perú tiene una distribución limitada a los valles andinos. Las clases comerciales de mayor 

importancia económica pertenecen a las tres razas mencionadas anteriormente, Durango, 

Mesoamérica y Nueva Granada,  (Tabla 1). Dentro de la raza Mesoamérica, se pueden distinguir 

regiones en las que predomina más un tipo de grano. Así el grano blanco se cultiva principalmente 

en México, Venezuela o Cuba mientras que las variedades de grano negro son más 

apreciadas en Brasil. En cuanto a la raza Durango cabe destacar la variedad "Great Northern" 

importante en Estados Unidos y Canadá, y exportada a Europa. Las variedades más importantes 

dentro de la raza Nueva Granada son "Cranberry" y la alubia blanca, cultivadas sobre todo en 

Argentina y exportadas a Europa España y Portugal). 
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Tabla 1. Principales clases comerciales de frijol común, región de producción y área cultivada 
(Singh, 1999) 

 

  

RAZAS Y TIPOS DE FRIJOL REGIÓN PRODUCTORA ÁREA 
(103 ha) 

Raza Mesoamérica (semilla pequeña) 

-Negra 

- Carioca (rayas marrón claro) -Jalinho 

(crema) - Mulatinho (marrón claro) -

Roja – Blanca 

Argentina, Brasil, Venezuela, Caribe, 
Mesoamérica y Norteamérica 

Brasil y Bolivia Brasil ,Centroamérica y China 

África, China y Norteamérica 

3500 

2000 

500 

500 

250 

Raza Durango (semilla mediana) 

- Bayo (crema) - Flor de Mayo (motas rosas) - 

Great Northern (blanca) - Ojo de cabra (rayas 

marrón claro) -Rosa - Pinta (marrón claro con 

punteado marrón oscuro) -Roja 

Valles altos de México Valles altos 

de México Europa, Norteamérica, 

Oeste de Asia Valles altos de 

México Norteamérica  

Norteamérica   

800 

250 

700 

150 

20 

800 

Raza Nueva Granada (semilla grande) 

- Alubia (blanca alargada) 

- Azufrado - Calima (moteada roja) - 

Manteca (crema) - Cranberry (crema 

punteado rojo) - Alubia roja oscura - 

Alubia roja clara - Radical (oval, 

redonda, roja) 

Argentina, Europa, Norte de África y Oeste de 
Asia. 

Costa del Pacífico de México y Perú África, 

Andes y Caribe Andes África, Asia, Europa, 

Norteamérica y Sudamérica África, Andes y 

Norteamérica África y Norteamérica Andes 

250 

150 

1500 

100 

800 

500 

300 
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Figura 1. Razas de Phaseolus vulgaris L. (Singh et al., 1991c) 
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III.2.1. Importancia del frijol 

Para México, el frijol es un producto estratégico debido a que junto con el maíz, 

representa toda una tradición productiva y de consumo, cumpliendo diversas funciones de 

carácter alimentario y socioeconómico que le han permitido trascender hasta la actualidad. 

Su presencia a lo largo de la historia de México, lo ha convertido no sólo en un alimento 

tradicional, sino también en un elemento de identidad cultural (Servicio de Información 

Agroalimentaria y Pesquera, 2006a). 

El frijol se cultiva en prácticamente todas las regiones del país, bajo todas las 

condiciones de suelo y clima. La superficie sembrada de frijol registró un promedio anual 

en la década de 1996–2006, de 2.6  x 10-6 ha, el 14% de la superficie cultivada nacional 

(Figura 2), con un rendimiento promedio de 1.242Ton·ha (Servicio de Información 

Agroalimentaria y Pesquera, 2006a). 

 

 

Figura 2. Promedio anual de la superficie total sembrada en México de diversos cultivos. 

 

Las principales cosechas de frijol se obtienen en dos grandes zonas productoras, con 

condiciones y rendimientos diferentes. La región templada semiárida del Norte-Centro con 

siembras en Primavera-Verano con el 92% de la superficie bajo condiciones de temporal 

deficiente y rendimiento bajo de 531 kg/ha-1 que representan el 74% de la producción total 

anual. La otra región se ubica en el Noroeste, con siembras en Otoño-Invierno bajo riego o 
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humedad residual, con sólo el 52% de la superficie con cultivo de temporal y  rendimiento 

de 1248 kg/ha-1 (Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera, 2006b). 

En este contexto, la producción del frijol depende de manera predominante de los 

volúmenes que se puedan obtener bajo cultivo de temporal, en donde una de las principales 

limitantes para la producción en estas regiones, es la escasa y variable distribución de las 

lluvias en el ciclo del cultivo. Además, los efectos de la sequía son acentuados por el tipo 

de suelos predominantes, que son poco profundos, con bajo contenido de materia orgánica, 

N y  P, generando una baja capacidad de retención de humedad. De acuerdo al Servicio de 

información y Estadística Agroalimentaria y Pesquera (Servicio de Información 

Agroalimentaria y Pesquera, 2006a), la productividad del frijol depende básicamente de las 

condiciones climatológicas prevalecientes; en particular de los niveles de precipitación 

pluvial (Acosta-Gallegos, 2006). 

Se ha reportado que un factor crucial para la obtención de altos rendimientos en 

diversos cultivos es la utilización de semillas de buena calidad (TeKrony y Egli, 1991, 

Finch-Savage, 1995, Pill, 1995, Boe, 2003). Sin embargo, en frijol se describen 

comportamientos variables a este respecto (Spilde, 1987), dependiendo del tipo de genotipo 

utilizado y su relación con el microsimbionte así como las condiciones hídricas del sitio de 

siembra y la temperatura imperante. 

III.3. DIVERSIDAD GENÉTICA EN LAS ESPECIES DE 
Phaseolus EN RELACIÓN CON EL FRIJOL COMÚN. 

El frijol común pertenece al género Phaseolus y recibe el nombre científico de 

Phaseolus vulgaris (Linné, 1753). Su enclave taxonómico es (Strasburger et al., 1994): 

- Clase: Dicotyledoneae 

- Subclase: Rosidae 

- Superorden: Fabanae 

- Orden: Fabales 

- Familia: Fabaceae 

- Subfamilia: Papilionoideae 
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Dentro del género Phaseolus existen diferentes grupos naturales o acervos genéticos 

(Koenig y Gepts, 1989, Gepts y Debouck, 1991). El acervo genético primario del frijol 

común incluye las variedades silvestres y cultivadas de P. vulgaris, y entre ellas se cruzan y 

se recombinan genes sin ninguna barrera genética. El acervo secundario incluye a P. 

coccineus, P. costaricensis y P. polyanthus (Smartt, 1984). Esta última especie surgió por un 

proceso de domesticación a partir de un ancestro silvestre diferente (Schmit y Debouck, 

1991). El cruzamiento entre P. vulgaris y las especies del acervo secundario se realiza 

fácilmente sin rescate de embriones, aunque el cruce utilizando P. coccineus como parental 

femenino es más difícil (Bannerot, 1979). El acervo genético terciario incluye a P. 

acutifolius y P. parvifolius, y podían ser ancestros en la evolución del frijol común 

(Debouck, 1999). P. acutifolius es resistente a la sequía, a temperaturas altas y a 

bacteriosis, características importantes para su utilización en programas de mejoramiento 

de frijol. Los cruces con P. vulgaris son más difíciles y necesitan de rescate de embriones. 

La especie más lejana de P. vulgaris es P. lunatus que pertenece al acervo genético 

cuaternario y de momento no hay cruzamientos exitosos entre las dos especies (Smartt, 

1979). 

Uno de los principales objetivos del desarrollo de cruzamientos interespecíficos es 

facilitar la incorporación de caracteres deseables en la especie de P. vulgaris. Si lo que 

interesa es introducir genes de resistencia a enfermedades se puede emplear, por ejemplo, 

P. acutifolius que es resistente a la bacteriosis común (Singh y Muñoz, 1999) o P. 

coccineus que es resistente a la antracnosis (Hubbeling, 1957). Si el objetivo del 

programa de mejora es la resistencia a plagas de insectos es importante P. coccineus por 

ser resistente a la mosca del frijol, plaga que afecta a las variedades cultivadas en África, 

donde causa grandes pérdidas. También son importantes las poblaciones silvestres por 

ser resistentes a los gorgojos, extendidos mundialmente. Asimismo, se debe considerar la 

introducción de genes de resistencia a determinadas condiciones ambientales adversas, 

como puede ser la tolerancia a la sequía y resistencia a temperaturas elevadas (Parsons y 

Howe, 1984) que presenta P. acutifolius, siendo una característica importante para 

introducir el cultivo de frijol común en zonas que de otro modo sería imposible acceder. 

Actualmente, se tiende al desarrollo de variedades uniformes y más productivas con 

las cuales sustituir a un enorme mosaico de variedades locales heterogéneas y primitivas. 
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Sin embargo, estas variedades tradicionales son capaces de soportar condiciones que 

dañarían seriamente a muchas variedades modernas, con un valor potencial que radica en 

los genes que contienen como resistencia a enfermedades, y adaptabilidad a condiciones 

ambientales adversas. Sin el uso de estos recursos en los centros de investigación agrícola 

aplicada, la mejora de las variedades no sería posible. Por ello, es importante la protección 

y eficaz utilización de los recursos fitogenéticos, siendo necesaria su recolección, 

conservación en bancos de germoplasma, evaluación, documentación  e intercambio y 

estudios de las diferentes capacidades por genotipo así como de las posibles relaciones con 

otros seres vivos como son los simbiontes que al parecer han coevolucionado con ellos 

como es Rhizobium y algunas micorrizas (Mosse, 1973). 

III.4. SIMBIOSIS Rhizobium/LEGUMINOSA 

Hace mas de cien años Hellrieger y Wilferth publicaron el descubrimiento de la 

fijación simbiótica de N2 en leguminosas y desde entonces, debido a factores como la 

creciente demanda de N en la agricultura, se incrementaron las expectativas de la ingeniería 

genética para mejorar el desempeño de esta simbiosis (Quispel, 1988). 

La fijación biológica de nitrógeno (FBN), es un proceso clave en la biósfera, por el 

cual microorganismos portadores de la enzima nitrogenasa convierten el N gaseoso en N 

combinado. El grupo de bacterias al que se conoce colectivamente como rizobios, inducen 

en las raíces (o en el tallo) de las leguminosas la formación de estructuras especializadas, 

los nódulos, dentro de los cuales el N gaseoso es reducido a amonio, Se estima que este 

proceso contribuye entre 60-80% de la FBN y es responsable de la fijación de por lo menos 

35 millones de toneladas de nitrógeno anualmente, lo cual es altamente importante en países de 

América Tropical, en donde la deficiencia de nitrógeno es uno de los mayores factores 

limitantes en la producción de cultivos (Allaway et al., 2000). 

La FBN por Rhizobium se lleva a cabo en los bacteroides que se encuentran en el 

citoplasma de las células vegetales. La nitrogenasa de los nódulos radiculares posee 

características similares a la enzima de las bacterias fijadoras de nitrógeno en vida libre, 

incluyendo la sensibilidad al O2 y la capacidad de reducir acetileno y N2. La nitrogenasa es 

una proteína de gran tamaño que consiste de dos componentes, la proteína homodimérica 
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que contiene Fe y es codificada por los genes nifH, y la proteína tetramérica que contiene 

Fe y Mo, codificada por los genes nifD y nifK  (Allaway et al., 2000). 

Al ser la simbiosis un fenómeno tan complejo, la nodulación de las leguminosas se 

ve influida por un gran número de factores, tanto por los ambientales como genéticos. 

También son importantes el número de  nódulos, su tamaño y momento de aparición 

El aspecto de la especificidad en la relación Rhizobium-leguminosa ha promovido el  

estudio para identificar las señales implicadas. La primera señal implicada en la interacción 

la provee la planta. Los rizobios son capaces de notar la presencia de la raíz de la 

leguminosa por medio de moléculas de bajo peso molecular (flavonoides, isoflavonoides y 

betaínas) excretadas por la raíz. Este proceso tiene especificidad hasta cierto punto ya que 

las leguminosas excretan flavonoides específicos para atraer a rizobios específicos. En 

repuesta a la señal de la planta los rizobios responden sintetizando otras señales específicas, 

los factores Nod, dirigidos hacia la planta hospedadora. Los genes de la bacteria implicados 

en la síntesis de los factores Nod son los genes nod (nodulación). Estos genes, a excepción 

de nodD, no se expresan si no se encuentra la señal inductora adecuada de la planta 

(Allaway et al., 2000). 

Durante el proceso de simbiosis la planta también expresa proteínas específicas del 

nódulo, las nodulinas. Entre ellas, la leghemoglobina tiene la función de aportar O2 a los 

bacteroides y de controlar los niveles O2. La leghemoglobina se localiza en el citosól de las 

células de la planta infectada por bacteroides y es la que da el típico color rosado de los 

nódulos funcionales, mientras que el interior de estos nódulos es rojizo debido a la 

presencia de leghemoglobina (Allaway et al., 2000). 

En las leguminosas anuales, como la soya y el frijol, la tasa de fijación varía a lo 

largo del ciclo. Es muy baja en los estadios vegetativos ya que en ese período son más 

importantes los aportes de N desde el suelo. No obstante, es la etapa crítica para la 

formación de nódulos, la mayor tasa de fijación biológica en soya se produce a partir del 

comienzo de las etapas reproductivas (fin de floración y comienzo de llenado de granos) y 

que coincide con el momento de mayor demanda de nitrógeno por parte de la planta. Luego 

de la etapa reproductiva  la tasa de fijación disminuye hasta hacerse totalmente nula antes 

de la madurez fisiológica. Este fenómeno ocurre porque la planta destina gran cantidad de 

hidratos de C, (fuente de energía para el rizobio) hacia los granos, desactivando así la 
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actividad de la FBN.  Aparte de la FBN, en la simbiosis se ha investigado sobre otras 

actividades que ocurren durante la simbiosis y que pueden incidir en el desarrollo vegetal, 

como la disponibilidad de otros nutrimentos (Guerinot et al., 1990), antagonismo contra 

patógenos (Fuhrmann y Wollum, 1989, Hynes y Zhao, 2000), síntesis de reguladores de 

crecimiento y la resistencia a condiciones adversas (Mellor, 1992). 

III.5. MECANISMOS DE LAS PLANTAS A FACTORES 
ADVERSOS 

Los factores abióticos adversos revisten gran importancia en el proceso productivo 

de las plantas, puesto que en muchos casos son determinantes para la obtención de buenas 

cosechas, por ello su estudio, identificación de sus mecanismos y mejoramiento para 

obtener resistencia son fundamentales. 

Las condiciones climáticas de un hábitat han sido siempre un filtro selectivo, 

forzando ajustes en la biodiversidad del ecosistema y favoreciendo a las especies con 

características más adecuadas a los cambios del hábitat. Entre los factores adversos 

abióticos más nocivos que afectan los cultivos, está la sequía, las heladas, la salinidad de 

los suelos y las inundaciones. La sequía, es una de las limitantes más importantes para la 

sobrevivencia, sin embargo, algunas plantas han desarrollado mecanismos de defensa, 

morfológicos, anatómicos, fisiológicos, fenológicos y bioquímicos que les permiten 

enfrentar con relativo éxito esta adversidad.  Durante la sequia, la planta sufre la 

deshidratación de sus células y tejidos, así como de un incremento en la temperatura y no 

existe un mecanismo universal de adaptación de las plantas a la sequía. Las plantas 

resistentes a la sequía se pueden definir como aquellas que son capaces de adaptarse al 

efecto de ésta y pueden desarrollarse y reproducirse gracias a propiedades adquiridas en el 

proceso de evolución, bajo la influencia de las condiciones ambientales y la selección 

natural (Henckel, 1964). 

Como la sequía al igual que la salinidad, causa un desajuste osmótico se han 

estudiado diversos metabolitos compatibles que permiten su reajuste. Aminoácidos como la 

prolina, que se acumulan en leguminosas como soya (Glicine max) y frijol (Phaseolus 

vulgaris), encontrándose una correlación directa entre la acumulación del aminoácido y 
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tolerancia a sequía. Asimismo, se han estudiado otros compuestos orgánicos como inositol, 

pinitol, que se acumulan en leguminosas tropicales en respuesta a la sequía, regulando la 

presión osmótica para mantener el estado hídrico. 

El estrés hídrico en la planta es el resultado de la reducción en el potencial hídrico 

del suelo, el cual usualmente ocurre progresivamente y la fluctuación en la velocidad de 

evaporación, la cual ocurre con cambios diarios en radiación neta y humedad. El 

mantenimiento de la turgencia ha sido observado como una respuesta a cambios en el 

potencial hídrico (Ingram y Bartels, 1996). 

Existe una acumulación de solutos durante la reducción del potencial hídrico, cuyas 

concentraciones varían de acuerdo a la especie y el tejido de la planta y tienen un papel 

importante en la osmoregulación. Los principales constituyentes son los azúcares y los 

aminoácidos (Morgan y Morgan, 1984). Se ha demostrado que ciertos azúcares tienen un 

papel central .en la protección contra las sequías. La importancia de azúcares solubles en la 

tolerancia a este tipo de estrés en las plantas, ha sido sugerida por estudios en los cuales la 

presencia de azúcares particulares se correlaciona con el incremento de la tolerancia a la 

desecación como es el caso de la trealosa (Ingram y Bartels, 1996). 

III.6. TREALOSA 

Durante varios años los esfuerzos de investigación sobre resistencia a condiciones 

adversas se ha concentrado en la trealosa como molécula protectora ya que es un 

compuesto que se acumula en proporciones de hasta el 20% del peso seco de organismos 

que sobreviven a la deshidratación (Crowe et al., 2001). 

In vitro, la trealosa es un protector efectivo contra el estrés y reduce el daño por 

congelamiento de células de plantas criopreservadas (Bhandal et al., 1985, Müller et al., 

1995). En vista del bien documentado potencial de la trealosa para proteger las proteínas y 

membranas (Crowe et al., 1992, Mazzobre et al., 1997), y el hecho que muchos grupos de 

organismos incapaces de mantener un medio interno constante acumulen trealosa bajo 

condiciones de estrés (Breedveld et al., 1991, Welsh et al., 1991, Potts, 1994), ha 

despertado el interés el hecho de que plantas vasculares carezcan de trealosa, aún cuando 

son sujetas a cambios severos de las condiciones externas o a una completa desecación. La 
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sacarosa, que se cree reemplaza a la trealosa en las plantas superiores, se requiere en 

cantidades mucho más grandes para tener un efecto similar.  

En plantas transgénicas de tabaco, a las cuales se les insertó el gen de la trealosa-6-

fosfato sintasa, se observó una acumulación de trealosa (0.17 mg/g-1) en las hojas, dicha 

acumulación se vio relacionada con un cambio dramático en la resistencia de las plantas a 

la sequía. Las bajas concentraciones del azúcar condujeron a postular que esta actúa dentro 

de un mecanismo de transducción de señales hasta ahora no identificado, pero que 

interviene con el metabolismo de los carbohidratos en la planta (Romero et al., 1997). 

III.6.1. Propiedades químicas de la trealosa 

La trealosa es un azúcar con propiedades muy particulares constituido por dos 

subunidades de glucosa, unidas mediante un enlace -1:1 (Figura 3). Tiene un bajo punto 

higroscópico, y el contenido de agua en la trealosa  permanece estable (9%) hasta una 

humedad relativa del 92% (Richards et al., 2002). La trealosa puede permanecer estable en 

pH bajos, así como en elevadas temperaturas.  Tiene además, una alta temperatura de 

transición, que en combinación con su bajo punto higroscópico la hacen un excelente 

compuesto para la protección de proteínas y membranas. Adicionalmente, este azúcar 

participa en la formación del estado vítreo en organismos anhidrobióticos, proceso 

necesario para la estabilización de macromoléculas (Crowe et al., 1998, Crowe et al., 

1984c, Kaushik y Bhat, 2003, Wiemken, 1990). 
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Figura 3. Estructura química de la trealosa. 

( D-glucopiranosíl-(1:1)- -D-glucopiranósido) 

 

III.6.2. Trealosa en la naturaleza 

La biosíntesis de trealosa ha sido estudiada en detalle en S. cerevisiae y E. coli. 

Comprende la formación de la trealosa-6-fosfato a partir de UDP-glucosa y glucosa-6-

fosfato, reacción catalizada por la enzima trealosa-6-fosfato sintasa (TPS), posteriormente 

este metabolito es desfosforilado por la enzima trealosa-6-fosfato fosfatasa (TPP) para 

generar trealosa libre (Elbein, 1974). Adicionalmente, se han reportado los genes dt, una 

nueva ruta en Rhizobium. La cual consiste en la utilización de maltoheptosa como sustrato 

La reacción es catalizada por la maltoologosil y la trealosa sintasa (MTS) y la maltoologosil 

trealosa hidrolasa (MTH). La MTS catalizada por una transglucosilación intramolecular la 

formación de uniones glicosídicas α-α (1-1). La MTH hidroliza el producto de la reacción 

de la MTSasa en la unión α(1-4)entre el grupo maltoologosil y la trealosa, liberarando así el 

disacárido (De Smet et al., 2000, Maruta et al., 1996).  

La hidrólisis de la trealosa puede ocurrir en diferentes formas, por ejemplo en 

Euglena gracilis y Pichia fermentans es realizada por la enzima trealosa fosforilasa, en 

Escherichia coli por una fosforilación y seguida de la hidrólisis por acción de la enzima 

trealosa-6-fosfato hidrolasa. En plantas, hongos, animales y bacterias la hidrólisis se realiza 

por la enzima trehalasa (α-trealosa 1- D-glucohidrolasa).  
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La trealosa se ha encontrado en todos los hongos y en muchos animales y bacterias, 

pero no se ha reportado en plantas. Sin embargo, se encuentra en los nódulos de las 

leguminosas, por lo general como el carbohidrato principal (Streeter y Bhagwat, 1999). En 

este rubro la asociación de las leguminosas con Rhizobium puede jugar un papel crítico en la 

adaptación y se ha observado que la simbiosis se realiza con cepas de Rhizobium resistentes a 

las condiciones adversas presentes en el hábitat. 

III.6.3. Trealosa en microorganismos 

La trealosa se ha detectado en todos los grupos microbianos analizados (Elbein y 

Mitchell, 1974). En los microorganismos el papel de la trealosa se ha relacionado con la 

resistencia a la sequía y proviene de una serie de estudios en los que se ha demostrado que 

organismos tales como hongos, levaduras, bacterias y semillas de plantas son capaces de 

vivir por largos períodos en condiciones de deshidratación casi completa (Crowe et al., 

1984b). 

En S. cerevisiae se demostró que la sobrevivencia a condiciones de deshidratación 

se correlaciona con la concentración de trealosa sintetizada por las células (Eleutherio et 

al., 1993). Por ejemplo, las cepas 1412-4 D y 311 tienen diferente capacidad de síntesis y 

acumulación de trealosa, siendo de 40 mg/g-1 de células y 75 mg.g-1 de células, 

respectivamente. La sobrevivencia después de la deshidratación fue de un 40% para la cepa 

1412-4D y 90% para la cepa 311.  Mediante la sobreexpresión del gen tps 1 (el cual 

codifica para la trealosa-6-fosfato sintasa) en S. pombe, se observaron resultados similares a 

los reportados en la literatura  (Eleutherio et al., 1993, 1997, Soto et al., 1999). Las cepas 

de S. pombe responden a diferentes tipos de estrés acumulando trealosa. Las cepas 

recombinantes que sobre expresan tps 1 acumularon más trealosa, mostrando una mayor 

sobrevivencia (con diferencias de 2 á 3 unidades logarítmicas). Se demostró que la síntesis 

de trealosa, y no la síntesis de la enzima trealosa-6-fosfato sintasa, es el principal 

mecanismo de resistencia a diversos tipos de estrés, como el osmótico, la temperatura y la 

deshidratación. 

En un estudio realizado en las arqueobacterias Natronococcus y Natronobacterium 

(las cuales crecen en condiciones de alta salinidad y elevado pH), se encontraron resultados 
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muy interesantes (Desmarais et al., 1997). Se creía originalmente que este tipo de 

arqueobacterias usaban iones inorgánicos, por ejemplo: el K, como solutos para balancear 

la presión osmótica externa, pero al estudiar la estrategia de estas arqueobacterias para 

sobrevivir al este estrés osmótico, se encontró que el principal soluto era un compuesto 

orgánico, el cual resultó ser la 2-sulfotrealosa, cuyas concentraciones se incrementan al 

aumentar las concentraciones de NaCl externas. La sulfotrealosa es el primer (quizás el 

único) osmolito orgánico detectado en arqueobacterias halofílicas alcalifílicas. 

III.6.4. Trealosa en las plantas 

En plantas la trealosa es común en plantas inferiores, fue aislada por primera vez en 

Selaginella lepidophylla y subsecuentemente ha sido encontrada en otras pteridofitas. La 

especie S. lepidophylla entra en dormancia durante períodos de sequía y revive cuando el 

agua es nuevamente disponible. Durante la sequía extrema, los niveles de trealosa alcanzan 

el 20% del peso seco en las hojas, posiblemente protegiendo las estructuras celulares y sus 

componentes de la desnaturalización (Goddijn y Smeekens, 1998).  

Se ha demostrado claramente que el papel de la trealosa en estas plantas 

cryptobióticas es la tolerancia al estrés, en particular a la sequía (Goddijn y van Dun, 1999). 

La ausencia general de trealosa en las semillas y polen resistentes a la desecación ha 

sugerido que las plantas superiores han perdido la capacidad para producir trealosa (Crowe 

et al., 1992).  

La presencia de trealosa en angiospermas ha sido cuestionada, ya que sólo se ha 

detectado en hojas de plantas tolerantes a la desecación tales como Myrothamus 

flabellifolius y Sporobolus stapjianu. Llamadas plantas de la resurrección (Goddijn y 

Smeekens, 1998, Müller et al., 1995). En las hojas de M. flabellifolius se ha encontrado que 

representa hasta el 19% de los azúcares después de 4 días de deshidratación (Bianchi et al., 

1993). 
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III.6.5. Síntesis de trealosa en sistemas simbióticos 

a) Actinorrizas 

Frankia, es un actinomyceto que puede formar nódulos con 22 géneros de plantas 

entre las que se encuentran: Casuarinaceae, Alloeasuarina, Casuarina; Coriariaceae, 

Coriartia; Betulaceae, Alnus; Dastiscaceae, Dastiea; Myricaceae, Myriea, Comptonia; 

Rosaceae, Rubus, Dryas, Purshia, Cereoearpus, etc. Económica y ecológicamente las 

especies más importantes son Alnus y Casuarina (Mellor y Rosendahl, 1994). Frankia 

almacena carbohidratos en forma de glucógeno y trealosa. La cantidad de trealosa se 

relaciona inversamente con la FBN. Se cree que esto se debe principalmente a una 

disminución en la síntesis de trealosa más que a su hidrólisis. Los nódulos actinorrícicos 

contienen grandes cantidades de sacarosa, que junto con la fructosa son capaces de 

mantener la fijación de nitrógeno.  

El conocimiento de la trealosa y la trealasa en los nódulos es escaso (Mellor et al., 

1992). En otros estudios, se demostró que la concentración intracelular de trealosa en 

Frankia se incrementó de 0 hasta  612 ng.μg-1 de proteína, cuando se sometió a esta a 

diferentes condiciones osmóticas. Además, la concentración de trealosa interna se relacionó 

de manera directa con la habilidad de sobrevivir a la desecación, asumiendo que esta puede 

ser un agente osmoprotector (Burleigh y Dawson, 1994). 

b) Micorrizas 

La micorriza es una asociación mutualista que se establece entre la raíz de la planta 

superior y ciertos hongos del suelo. Se trata de una simbiosis prácticamente universal, ya 

que el 95% de las especies vegetales la establecen de forma natural en hábitats muy 

diversos. El mutualismo supone una relación beneficiosa para ambos simbiontes: el hongo 

suministra a la planta nutrientes minerales y agua que extrae del suelo, a través de su red 

externa de hifas, mientras que la planta proporciona al hongo carbohidratos producidos por 

la fotosíntesis. Azcon-Aguilar et al. (1999) indican que el hongo coloniza biotróficamente 

la corteza de la raíz, sin causar daño a la planta, llegando a ser fisiológica y 

morfológicamente, parte integrante de dicho órgano. 
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Los Hongos Micorrícico Arbusculares (HMA) son un importante grupo de 

microorganismos del suelo que contribuyen sustancialmente al establecimiento, 

productividad, y longevidad de ecosistemas, tanto artificiales como naturales, predominan 

en ecosistemas donde la mineralización de materia orgánica es lo suficientemente rápida 

para evitar su acumulación y son abundantes bajo cualquier rango de fertilidad del suelo, 

aunque el grado de colonización micorrícica aumenta cuando la fertilidad declina (Wilcox, 

1996). Las hifas penetran las células epidérmicas de raíces jóvenes detrás de la región 

meristemática. La penetración de pelos radiculares es común en algunas especies de 

huésped. Luego, la hifa puede crecer por completo intracelularmente o ser principalmente 

intercelular, lo cual es posible que dependa de la especie hospedera. El hongo crece a lo 

largo de la corteza, pero no invade la endodermis ni infecta células que contienen 

cloroplastos. Brevemente después de la infección, el hongo forma arbúsculos dentro de las 

células corticales  

La infección primaria involucra interacciones en la rizósfera entre el hongo, 

huésped, suelo, clima y otros microorganismos. Sumado a las dificultades de observación 

están la opacidad del suelo, la mezcla de poblaciones de HMA, y los cambios estacionales 

en la disponibilidad de inóculo. 

Una vez alcanzada la superficie de la raíz, el hongo percibe un elevado estímulo 

químico, suficiente para provocar un cambio local en su patrón de crecimiento original que 

es ramificado con muchas dominancias apicales a uno nuevo, un patrón irregularmente 

septado con un reducido espacio inter hifal (Giovannetti et al., 1993, Harris, 2008). 

Estos cambios facilitan la búsqueda de lugares adecuados para la adhesión y 

formación del apresorio. El apresorio es reconocible por su forma globosa y la infección 

hifal parte de él. Este es capaz de penetrar entre las células epidémicas o a través de los 

pelos radicales (Calvet et al., 2001, Hernández-Dorrego, 2000). 

Cuando la infección interna está bien establecida, las hifas del hongo exploran un 

volumen de suelo inaccesible a la raíz a través del micelio externo, aumentando la 

superficie de absorción y, por lo tanto, la captación de nutrimentos y de agua (Calvet et al., 

1999). 

Los estudios indican que el hongo y la membrana plasmática constituyen una 

interface la cual posee rasgos citológicos que indican un activo intercambio de nutrimentos; 
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ha sido establecido que el hongo recibe carbohidratos, y el huésped recibe principalmente 

fosfato. Ambas sustancias pasan por la vía del apoplasto previa captación por cada uno de 

los socios, el flujo en masa desde los arbúsculos al citoplasma  es bidireccional y la planta 

aumenta su capacidad fotosintética para compensar el carbono "perdido" en el hongo, un 

autótrofo en muchas asociaciones simbióticas libera hidratos de C al heterótrofo que los 

almacena, en forma de polisacáridos o azúcares complejos que el autótrofo no puede 

metabolizar. Estos hidratos de C complejos son trealosa y manitol (Mosse, 1973). 

El papel de la simbiosis es fundamental en la captación de nutrimentos minerales de 

lenta difusión en los suelos, como los fosfatos solubles, el Zn y el Cu y se traduce en 

crecimiento y desarrollo de la planta hospedera. Así, se acepta que uno de los principales 

beneficios de los hongos HMA es el de aumentar la absorción de P, las hifas absorben este 

elemento y lo removilizan por la planta incrementando directamente, de esta forma, el 

contenido nutricional de los tejidos (Souza et al., 1996). 

La captación de agua también puede ser aumentada por los hongos micorrícicos. De 

esta forma, los hongos micorrícicos incrementan la eficiencia de fertilización (Menge et al., 

1997). 

Los hongos micorrícicos pueden interactuar con una amplia gama de organismos en 

la rizósfera. El resultado puede ser positivo, neutral o negativo en la asociación micorrícica 

o en un componente en particular de la rizósfera, mencionan que los microorganismos 

asociados con raíces no micorrizadas pueden ser cualitativa y cuantitativamente diferentes 

de los encontrados en raíces micorrizadas (micorrizósfera). 

Es probable que los exudados de raíces micorrizadas sean distintas de las raíces no 

micorrizadas, debido al mejor estatus nutricional de la planta o por la acción directa del 

hongo a los exudados, y esto afecta los microorganismos de la rizósfera y que  las 

micorrizas parecen ser una condición necesaria para la nodulación efectiva de algunas 

leguminosas. Es conocido que una nodulación efectiva depende de un adecuado nivel de P, 

ya que la fijación extra de N requiere más P (Mosse, 1973). 

Por otro lado, Hernández-Dorrego (2000) indica que los hongos formadores de 

micorrizas arbusculares producen un efecto positivo sobre las características edáficas. Una 

planta micorrizada que crece en suelos arenosos es capaz de agregar más partículas de suelo 

en sus raíces por unidad de masa que una planta no micorrizada. 
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La formación de agregados del suelo puede ser un factor importante para disminuir 

la erosión .ya que se ha comprobado la importancia de las micorrizas en la vida de la 

planta, ayudándole a superar situaciones de estrés sobre todo en suelos degradados por 

procesos erosivos, incendios forestales, laboreo excesivo, contaminación, sequía, 

salinización, deficiencia de nutrimentos, etc. 

Una importante cualidad de las leguminosas es su capacidad para fijar N 

atmosférico y asociarse con bacterias del género Rhizobium, razón por la cual se les incluye 

en rotación con cultivos de cereales y otras no leguminosas como recuperadoras de 

fertilidad. Además de esta cualidad, las leguminosas también se asocian en forma 

simbiótica con las micorrizas; son asociaciones simbióticas entre hongos Zygomycetes y 

raíces de las leguminosas. Permiten a éstas una mayor absorción de P, agua y otros 

nutrimentos, además el hongo libera hormonas de crecimiento, colabora en la formación de 

agregados del suelo, etc.  

Se ha propuesto que la concentración de trealosa  en raíces es proporcional al grado 

de micorrización (Niederer et al., 1989). En las raíces de soya infectadas con Glomus 

mosseae, una micorriza vesículo-arbuscular, se incrementaron significativamente los 

niveles de trealosa, así como la actividad de trealasa. En estos casos, la trealosa de origen 

fungal puede entrar a los tejidos de la planta debido a la íntima relación de la 

endosimbiosis, en donde el contacto célula-célula es más estrecho que en las 

ectomicorrizas, por lo cual las micorrizas vesículo arbusculares son comparadas 

regularmente con la simbiosis de Rhizobium (Mellor, 1992). 

En plantas inoculadas (Glycine max cv Maple arrowy Tagetes tenuigolia) el 

contenido de trealosa en raíces se incrementó a partir del día 10, alcanzando 32 mg/ g-1 de 

peso fresco al final del experimento. Se propuso que la trealosa fue sintetizada por el hongo 

a partir del C proveniente de la planta. Por otra parte, en raíces sin inocular no se detectó 

trealosa (Schubert et al., 1992). 

En las micorrizas, el metabolismo de carbohidratos y su flujo entre el huésped y el 

hongo han recibido considerable atención. Aunque el movimiento de C ha sido demostrado, 

se conoce poco de la naturaleza de las moléculas que son intercambiadas. El concepto más 

simple de transporte bidireccional involucra Pi y carbohidratos solubles, con la adición de 

N orgánico del hongo a la planta. Las moléculas transferidas tienen implicaciones 
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importantes en el mecanismo de transporte que puede operar y en el movimiento 

simultáneo de otros iones.  

La distribución de ATPasas en las membranas plasmáticas de las células de la raíz y 

los arbúsculos, apoyan el concepto de un transporte controlado en ambas direcciones 

(Schubert et al., 1992). En esporocarpos, la trealosa fue el principal carbohidrato soluble 

que se detectó y su concentración fue de 1.42 mg.g-1 de peso fresco, lo que representó el 

94% del total de los carbohidratos. Asimismo, en raíces de otras plantas micorrizadas, el 

porcentaje de trealosa fue de 4.4% del total de carbohidratos (Mellor, 1992). 

c) Simbiosis Rhizobium/ LEGUMINOSAS 

La trealosa ha sido detectada en la simbiosis entre Rhizobium - leguminosa, la 

mayor parte de la trealosa sintetizada es liberada al espacio peribacteroidal, de tal forma 

que puede ser encontrada en el citoplasma de las células huésped (Streeter, 1985). 

En los miembros de la familia Rhizobiacea, la trealosa se acumula en las 

asociaciones que involucran los géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium y Rhizobium. 

A través de la familia Leguminosae, los nódulos de los miembros de Papilionaceae 

y Caeslpinaceae tienen trealosa, no se han analizado miembros de Mimosoideae (Farías-

Rodríguez, 1998).  

En los nódulos, la trealosa parece no ser una fuente de energía importante para la 

FBN, ya que hasta el 80% de la trealosa se recupera en la fracción citosólica vegetal 

Además, la gran variación en la acumulación de trealosa por las diferentes cepas parece 

argumentar en contra del uso de este disacárido en el metabolismo energético del nódulo. 

Aunque el papel de la trealosa en la simbiosis Rhizobium/leguminosa aún no es muy 

claro, basándose en las evidencias existentes es posible proponer un papel general de la 

trealosa: como reserva o almacenamiento en forma de C reducido (Elbein, 1974, Inoue y 

Shimoda, 1981), tolerancia a condiciones adversa como el estrés hídrico (Burleigh y 

Dawson, 1994, Farías-Rodríguez et al., 1998), la osmoregulación (Breedveld et al., 1991). 
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III.6.6. Mecanismo de acción de la trealosa 

Entre los diferentes tipos de estrés que pueden afrontar los organismos, la 

deshidratación es el más común y el mejor entendido. Los principios físicos del mecanismo 

del daño por una extrema deshidratación son los mismos, sin importar que el organismo sea 

un animal, microbio o planta. Por lo tanto, los mecanismos por los cuales los organismos 

sobreviven en anhidrobiosis (vida sin agua) tienen características comunes. Una de estas 

características es la acumulación de azúcares sobresaliendo la trealosa (De Araujo, 1996). 

La trealosa en un disacárido encontrado en altas concentraciones (>20% del peso 

seco) en muchos organismos que naturalmente sobreviven a la deshidratación. Tales 

organismos incluyen, por ejemplo, levaduras, plantas de la resurrección, quistes de algunos 

crustáceos, muchas bacterias, y algunos animales microscópicos (Crowe y Crowe, 2000). 

La acumulación de grandes cantidades de trealosa por las células anhidrobióticas se ha 

relacionado directamente con esta tolerancia. 

El mecanismo por el cual la trealosa media la tolerancia a la desecación no ha sido 

completamente determinado, pero parece involucrar efectos sobre proteínas y membranas 

(Guo et al., 2000). La "hipótesis del reemplazo de agua", es la más aceptada para explicar 

el mecanismo de acción de la trealosa (Crowe y Crowe, 2000).  

En general, se cree que la trealosa reemplaza la cubierta de agua alrededor de las 

macromoléculas, previniendo el daño causado durante la deshidratación. En las 

membranas, la trealosa reemplaza a las moléculas de agua alrededor de las cabezas polares 

de los fosfolípidos en el estado de desecación.  

Los ocho grupos hidroxilo de la trealosa son capaces de formar puentes de 

hidrógeno con los grupos carbonil o fosfato de los lípidos, de tal manera, se cree que este 

azúcar ocupa un espacio entre las moléculas de lípidos (Crowe et al., 1984b, Crowe y 

Crowe, 1992, Mazzobre et al., 1997, Potts, 1994). La trealosa puede disminuir la 

temperatura de la fase de transición de la membrana, de tal manera que permanece en un 

estado cristalino líquido. 

Se supone que esto previene el rompimiento de la membrana durante la 

rehidratación, por lo tanto preservando la viabilidad de las células. Adicionalmente, la 

trealosa tiene una alta temperatura de transición vítrea, el cual se define cuando la 
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viscosidad del citosól alcanza un punto en el cual se evita la difusión del agua, y la solución 

asume las propiedades mecánicas de un plástico sólido.  

Los beneficios de la formación de este estado para un organismo que enfrenta 

condiciones de deshidratación son muchos. Dicho estado excluye las reacciones químicas 

que requieren difusión. Lo anterior asegura la estabilidad de la célula durante el período de 

latencia, previene el colapso de las células, permiten la continuidad de los puentes de 

hidrógeno en la interfase entre el citosól vítreo y la membrana hidrofilica de las células 

(Williams y Leopold, 1989, Koster y Leopold, 1988, Mazzobre et al., 1997). 

La sequía incide directamente en la fusión y en la fase de transición lipídica. Se ha 

demostrado que la trealosa inhibe la fusión entre vesículas, pero que dicha inhibición 

aparentemente no es suficiente para preservarlas. Por esta razón, se ha propuesto que la 

estabilización observada puede ser explicada si se analizan las fases de transición. Cuando 

las membranas fosfolipídicas están hidratadas, las moléculas de agua se intercalan entre los 

grupos fosfato.  

Posteriormente, cuando el agua es removida se incrementa el contacto entre las 

cabezas polares, lo cual ocasiona que aumenten las interacciones de Van Der Waals, 

conduciendo a un incremento de la temperatura de la fase de transición. Bajo estas 

condiciones, los lípidos se encuentran en una fase de gel, permitiendo que las membranas 

se dañen al momento de la rehidratación, ya que ocurre separación de ciertos constituyentes 

de éstas. Se ha demostrado que la trealosa previene este rompimiento al evitar que se 

incremente la temperatura de la fase de transición, permitiendo así que los lípidos se 

mantengan en un estado cristalino en ausencia de agua (Crowe et al., 1992, Leslie et al., 

1995, Potts, 1994). 

Con respecto a las proteínas, se ha demostrado que la trealosa inhibe su 

desnaturalización mediante la exclusión del agua de la superficie de la proteína cuando las 

células están deshidratadas, probablemente reemplazando las moléculas de agua que 

contribuyen al mantenimiento de un plegado adecuado en la estructura de la proteína, 

interactuando mediante puentes de hidrógeno de sus grupos OH y los residuos polares en 

las proteínas manteniendo la estructura terciaria de estas y evitando por lo tanto su 

desnaturalización. 
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Así, la trealosa preserva las membranas y proteínas en un estado físico similar a las 

condiciones cuando están completamente hidratadas, sugiriendo que los grupos hidroxilos 

de la trealosa pueden interactuar físicamente con los residuos polares de estos componentes 

celulares (Crowe y Crowe, 2000). 

III.6.7. La trealosa en la tolerancia al estrés hídrico en las plantas de 
frijol 

La producción de fríjol en México se da principalmente bajo condiciones de 

temporal, donde se tienen altas posibilidades de que el cultivo se encuentre bajo sequía. 

Adicionalmente, el fríjol es una planta C-3 lo cual la ubica como altamente sensible a la 

sequía. Sin embargo, diferentes estudios en México sugieren que esta planta posee un 

mecanismo de tolerancia a la sequía (Farías-Rodríguez, 1998). 

 El fríjol en México se cultiva desde hace 6000 á 7000 años y la evolución de esta 

especie probablemente ha sido paralela a la de su correspondiente microsimbionte, por lo 

cual existe gran diversidad de cepas nativas de Rhizobium. Además, el frijol se cultiva 

prácticamente en todo el país y la población de cepas nativas es alta en  todos los suelos de 

México, especialmente en las regiones productoras de fríjol, donde las poblaciones de 

rizobios nativos ascienden hasta 106 células g-1 suelo, con predominio de cepas inefectivas 

(Castellanos et al., 1995). 

Adicionalmente, estudios en donde se propuso la selección de cepas de alta 

competitividad, indican que solamente en cuatro de cada diez experimentos la inoculación 

tiene éxito, ya que al introducir al campo cepas de excelente comportamiento en 

condiciones controladas, no reproducen su alta competitividad y muestran un pobre 

comportamiento (Castellanos et al., 1995). Una explicación a lo anterior es que la 

cooperación metabólica entre los simbiontes pueda ir más allá de la FBN (Long, 1989, 

Quispel, 1988). 

Así, la indicación de que la nodulación y la acumulación de trealosa en las 

leguminosas puede tener un papel en la tolerancia a la sequía, proviene de las 

observaciones de plantas sin inocular de varios cultivares de frijol, las cuales exhiben  una 

pobre tolerancia a la sequía. Sin embargo, los cultivares Canario y F38, al ser nodulados 

con cepas nativas, mostraron altas concentraciones de trealosa (0.5 y 3.1 mg.g-1 nódulo 
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respectivamente). Las concentraciones de trealosa en los nódulos se incrementaron bajo 

condiciones de sequía (3.4 y 10.4 mg.g-1 nódulo) y estos cultivares mostraron una excelente 

resistencia a la sequía. Contrariamente, en los nódulos del cultivar Flor de Mayo Bajío la 

acumulación de trealosa bajo riego fue de 0.9 mg.g-1 nódulo, estos niveles no aumentaron 

significativamente en la sequía (1.6 mg.g-1 nódulo) mostrando una alta sensibilidad al 

estrés. Esta es la mejor prueba hasta ahora, que la producción simbiótica de trealosa puede 

beneficiar a la planta hospedera incrementando su tolerancia al estrés (Farías-Rodríguez, 

1998). 

Resulta de especial interés para nuestro país el género Phaseolus dada la 

importancia de este cultivo para un amplio sector de nuestra sociedad donde se ha 

encontrado que parámetros como el peso seco no son afectados por el agobio hídrico (50 y 

30% de capacidad de campo), aunque algunos otros como el número de nódulos y la 

actividad nitrogenasa si son afectados (Ramos et al., 1999). 

Además se ha puntualizado, que algunas especies de Rhizobium son efectivas en 

virtud de su alta capacidad competitiva y de movilidad en suelos áridos. 

Estos resultados sugieren que la nodulación, crecimiento y FBN en varias 

leguminosas de importancia agrícola pueden ser incrementados efectuando inoculaciones 

con cepas de diferentes especies de Rhizobium tolerantes a sequia y altamente competitivas 

(Vlassak y Vanderleyden, 1997). 

De acuerdo a lo antes expuesto dado que no se tiene información de la producción 

de trealosa en variedades de frijol silvestre y aun no se han explorado la influencia de 

hongos micorrícico arbusculares en los mismos y su influencia en la cosimbiosis con 

Rhizobium, se ha planteado la idea de aislar cepas efectivas de diferentes especies de 

Rhizobium a partir de leguminosas nativas de zonas áridas y elaborar con ellas un coctel 

para nodular diferentes cultivares y especies silvestres del genero Phaseolus reconocidos 

por ser tolerantes a sequia  y en presencia de un cosimbionte como lo es Glomus 

intraradicces el cual se sabe que en otros géneros favorece la tolerancia al estrés hídrico . 

Lo anterior podría derivar en una tolerancia mayor en su conjunto, que en cada uno de los 

factores involucrados de manera individualizada. Por ello planteamos la siguiente hipótesis. 
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IV. HIPÓTESIS 

 

La acumulación de trealosa en genotipos de frijol nodulado por Rhizobium y su 

tolerancia hídrica, son afectados por la coinoculación con micorrizas 
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V. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de la coinoculación Rhizobium – Glomus en el contenido de 

trealosa en dos variedades cultivadas y 3 especies silvestres de frijol bajo dos regímenes de 

riego. 

 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

1. Evaluar el efecto de la coinoculación  Rhizobium – Glomus  sobre la acumulación de 

trealosa en nódulos  de  genotipos de frijol. 

2. Determinar el efecto del estrés hídrico sobre la acumulación de trealosa en plantas de 

frijol inoculadas con Rhizobium y Glomus,bajo  dos regímenes de humedad. 

3. Correlacionar el efecto de la acumulación de trealosa sobre diferentes parámetros 

agronómicos, en frijol  sometido a estrés hídrico. 
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VI. MATERIALES Y METODOS 

VI.1. MATERIAL BIOLÓGICO 

a) Cepas de Rhizobium 

Las cepas de Rhizobium  utilizadas fueron obtenidas a partir de plantas de frijol 

noduladas en campos de cultivo existentes en la ciudad de Irapuato. Estos aislados fueron 

denominados FCIN-(1-8).  Fueron donados por el Laboratorio de Microbiología Ambiental 

del Departamento de Biotecnología y Bioquímica del CINVESTAV Unidad Irapuato, los 

cuales fueron colocadas en cajas de Petri conteniendo  extracto de levadura manitol 

(ELMA)  g L-1: K2HPO4 0.5, MgSO4·7H2O 0.2, NaCl 0.1, extracto de levadura 1, manitol 

10, agar bacteriológico 18 (pH 7). Las placas se incubaron a 30 °C por 48 h.  

Se realizó un cultivo “stock” de cada una de los aislados mediante la inoculación del 

rhizobio en 200 mL de medio 20-E líquido  g L-1: KH2PO4 0.068, K2HPO4 0.087, 

MgSO4·7H2O 0.37, CaCl·2H2O 0.074, KNO3 0.506, FeSO4·7H2O 0.007, EDTA·Na2 0.009, 

Manitol 1.82, Extracto de levadura 2, glicerol 3.6 mL), incubándose a 30°C por 48 h y una 

agitación orbital constante de 100 rpm. Una vez en fase logarítmica (~10-9 células) se 

tomaran alícuotas de 1 mL para preparar series de 20 tubos (1.5 mL) de cada una de las 

cepas adicionando 500 L de glicerol estéril y almacenados hasta su uso. 

b) Micorrizas 

El inóculo de  esporas de Glomus intraradicces fueron donados por el Dr. Javier A. 

Villegas Moreno coordinador  del banco de micorrizas del laboratorio Interacción Planta-

Suelo-Microorganismo del Instituto de IIQB  de la UMSNH.  

VI.2. PREPARACIÓN DE INOCULANTES 

Los inóculos de Rhizobium utilizados  se prepararon partiendo del “stock” 

preparado previamente., primeramente se generó un preinóculo (activación de la bacteria) 

tomando una alícuota de 50 L del stock correspondiente, esta se inoculó en un tubo de 
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ensaye con 10 mL de medio ELMA.  Se incubó a 30 °C por 48 h y en agitación de 100 rpm. 

Para la inoculación de las plantas se adicionó 1 mL del preinoculo a un matraz de 1 L 

conteniendo 300 mL de  medio ELMA. Estos matraces fueron nuevamente incubados a    

30 °C por 48 h y agitación de 100 rpm. Transcurrida la incubación se realizó un análisis 

microscópico y de morfología colonial para comprobar que las características de las 

bacterias fueran similares a las del “stock”. Posteriormente, los medios fueron 

centrifugados a 10000 rpm por 5 minutos (Beckmann. Rotor JA-20), se eliminó el 

sobrenadante y la pastilla celular se resuspendió en 10 mL de “Buffer” de fosfatos estéril, el 

inóculo se centrifugó y resuspendió de manera similar  otras dos veces.  Finalmente las 

semillas y las plantas fueron inoculadas con esta suspensión de bacterias (~109   células 

mL-1). 

VI.3. SEMILLAS Y DESINFECCIÓN 

Se utilizaron semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) de los cultivares Flor de Mayo 

M38 y Pinto Saltillo donadas por el Dr. Jorge Acosta del Instituto Nacional de 

Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP)  campo Celaya, Gto. Y las 

accesiones de Phaseolus vulgaris P1325687, P. acutifolius G40142, y P. filiformis 

P1535309  las cuales fueron donadas por la Dra. Jeannette Sofía Bayuelo Jiménez del  

Instituto de Investigaciones Agrícolas y Forestales (IIAF) de la UMSNH. 

Antes de ser sembradas las semillas fueron desinfectadas con  hipoclorito de sodio 

al 10% y posteriormente enjuagadas con agua destilada estéril tres veces. 

VI.4. SUSTRATO Y DESINFECCIÓN 

Como sustrato se utilizó arena y suelo franco arcilloso  en una proporción 3:1 la 

arena fue previamente lavada y se esterilizó  al igual que el suelo por medio de calor  

húmedo durante intervalos de 1 h por tres repeticiones (120 °C/15 lb) con intervalos de 

aireación seguido de una permanencia en la estufa con calor seco a 120 ºC por 24 h.  

Los recipientes utilizados fueron macetas de plástico con capacidad de 1.5 kg 

desinfectados con hipoclorito de sodio al 10% y enjuagados con agua destilada estéril. 
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VI.5. SIEMBRA E INOCULACIÓN DE SEMILLAS 

En cada maceta con el sustrato estéril se sembraron  a una profundidad de 2 cm, 3 

semillas de los cultivares y accesiones arriba mencionados con el fin de asegurar la 

germinación de por lo menos 1 semilla por maceta. Al momento de la siembra, se efectuó la 

inoculación con un cultivo líquido (PY) de Rhizobium utilizando para ello 1 mL-1/semilla a 

una densidad de 109 ufc/mL-1.  En los tratamientos inoculados con micorrizas se realizó 

adicionando 1.0 mL de una suspensión con esporas de Glomus intraradicces en el 

momento de la siembra antes de cubrir la semilla con el sustrato, realizándose una segunda 

inoculación a la emergencia del epicotilo. 

Se realizó un tratamiento sin inóculo  al cual se le adicionó al sustrato previamente 

esterilizado Urea como fuente de N de acuerdo a la dosis recomendada para la fertilización 

nitrogenada del cultivo de frijol en  una proporción de 80 kg/ha, Denominado para este 

estudio tratamiento fertilizado. 

VI.6. CONDICIONES DE RIEGO 

Todos los tratamientos fueron regados a partir de la siembra hasta el inicio del 

agobio con agua de la llave  a capacidad de retención del sustrato, de acuerdo a una prueba 

determinada previamente y cuyo promedio fue de aproximadamente 40 mL de agua/100g 

de sustrato cada tercer día. 

Se les retiró totalmente el riego a partir del inicio de la etapa R7 (floración), en cada 

uno de los genotipos estudiado y sometidos a estrés hídrico regando únicamente los 

tratamientos de riego. 

VI.7. DETERMINACIÓN DE LA ACUMULACIÓN DE 
TREALOSA  

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la nodulación sobre la 

acumulación de trealosa en nódulos, raíz, tallo, hoja y semilla, para lo cual se realizó el 

siguiente ensayo:  
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Las semillas de frijol fueron embebidas por 30 min en agua estéril. Posteriormente, 

fueron desinfectadas superficialmente con una solución de hipoclorito de sodio (10 %) por 

5 min, lavadas repetidamente con agua estéril. Posteriormente, las semillas fueron 

inoculadas sumergiéndolas 1 h en un solución de Rhizobium en fase estacionaria (~109 

células mL-1) en “Buffer” de fosfatos. Las semillas correspondientes al control y al 

tratamiento  fertilizado con N fueron colocadas en “Buffer” de fosfatos. 

Una vez inoculadas, las semillas fueron sembradas en macetas de plástico de 1.5 kg 

conteniendo arena estéril -suelo franco- arcilloso estéril (3:1) (2 semillas por maceta), las 

cuales fueron preparadas de la siguiente manera: Antes de ser utilizadas, las macetas fueron 

lavadas en una solución de hipoclorito de sodio 30 %, y enjuagadas con agua destilada 

estéril. La arena lavada y tamizada fue colocada en autoclave y esterilizada por calor 

húmedo a 120 °C por 1 h, por tres días consecutivos el suelo fue esterilizado de la misma 

manera, antes de ser utilizados se dejaron 24 horas en la estufa a 120 °C para secar 

totalmente.  

Las plantas fueron crecidas bajo condiciones de invernadero en donde fueron 

regadas cada tercer día con agua corriente y 1 semana antes del muestreo inicial con 

solución nutritiva Jensen. Para los tratamientos inoculados con Rhizobium se utilizó 

solución Jensen libre de N, mientras que para los controles se utilizó solución Jensen 

adicionada con KNO3 0.05%. 

Se realizaron dos re-inoculaciones con las cepas correspondientes para cada 

tratamiento, durante la emergencia y dos semanas después de la emergencia, regando a las 

plántulas con 10 mL de solución de bacterias en “Buffer” de P. A las tres semanas después 

de la emergencia se tomaron aleatoriamente muestras de cada uno de los tratamientos  (3 

plantas c/u) para evaluar la nodulación, así como de los controles.  

Al inicio de la fase R7 (inicio de floración) se realizó la primera colecta de planta 

completa y se dejaron de regar los tratamientos  que se sometieron a sequía y se tomaron 

muestras cada 8 días de planta completa para determinar las variables fisiológicas y 

agronómicas. 
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VI.8. EXTRACCIÓN DE AZÚCARES SOLUBLES 

La extracción de azúcares totales solubles se realizó en los diferentes tejidos de las 

plantas de frijol y en la semilla como se describe a continuación: 

Nódulos 

Estos fueron cosechados manualmente a partir de plantas de cada uno de los 

muetreos evaluados, en promedio se procesaron 100 mg de tejido nodular (3 repeticiones) 

por muestra y se colocaron en rectiviales de 2 mL de capacidad (Alltech). Los nódulos 

fueron molidos adicionando 500 L de etanol 80 %. Posteriormente, se adicionó 1 mL de 

etanol y se homogenizó. Lo viales con la muestra fueron incubados a 95 °C por 30 minutos, 

y centrifugados a 15000 rpm por 15 min. Se recuperó el sobrenadante y a la pastilla se le 

adicionó 1.5 mL de etanol 80 % y se repitió el proceso otras dos veces. Al final, las tres 

fracciones se combinaron y fueron evaporadas a sequedad mediante rotavapor. Los sólidos 

resultantes fueron recuperados en 1 mL de etanol 80 % y almacenados a 4 °C hasta ser 

procesados.  

Raíz, Tallo, Hoja: 

La extracción de azúcares solubles en estos tejidos se realizó de manera similar. Al 

ser colectada la planta  se separó en partes y se pesó para posteriormente ponerlo a secar en 

un estufa a 120 °C se separaron los diferentes tejidos y fueron molidos en seco. A partir del 

polvo obtenido de cada tejido, se peso 1 g y se procedió a realizar la extracción de azúcares 

(3 repeticiones). La muestra (1 g) de tejido fue colocada en tubos de ensaye de 50 mL, 

adicionándoles 20 mL de etanol al 80 %. Se incubaron a 95 °C por 30 min y se 

centrifugaron 15 min a 15000 rpm. Se recuperó el sobrenadante y a la pastilla se le adicionó 

20 mL de etanol 80 % y se repitió la extracción otras dos veces. Al final el extracto se 

evaporó en rotavapor y los sólidos se recuperaron en 1 mL de etanol 80 %. 

Semillas 

Para la extracción de trealosa se tomaron 3 semillas de cada uno de los cultivares 

analizados. Se eliminó la cutícula con una navaja estéril, la cual fue lavada en etanol 
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absoluto y flameada entre los diferentes cultivares, posteriormente las semillas fueron 

molidas hasta obtener un polvo fino del cual se pesó 1g en tubos de ensaye a los cuales se 

les adicionó 20 mL de etanol 80%  (3 repeticiones). Se incubaron las muestras 1 h a 90°C, 

posteriormente se enfriaron y se centrifugaron a 15000 rpm por 15 min. Se recuperó el 

sobrenadante y la pastilla se reextrajo de manera similar otras dos veces. Las fracciones 

colectadas se evaporaron en rotavapor hasta sequedad. Los sólidos se resuspendieron en 1 

mL de etanol 80 % y se almacenan a 4°C hasta su análisis.  

VI.9. CUANTIFICACIÓN DE TREALOSA 

El análisis de trealosa se realizó mediante la técnica de extracción para azúcares 

totales solubles, mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC, 

HP6850; MS, HP5873), para lo cual los extractos fueron derivatizados para obtener la 

forma aldonitrílo-peracetilada de los azúcares de acuerdo a Macías et al. (2000). La 

derivatización se realizó en campana de extracción de la siguiente manera: A partir del 

extracto etanólico obtenido de la fase anterior, se transfirió 100 lLde cada una de las 

muestras a rectiviales de 2 mL (Alltech.). Se adicionaron 25 g de perseitol (estándar 

interno) y se evaporó a sequedad a 65°C y flujo de N2, los sólidos fueron resuspendidos en 

1 mL de diclorometano y evaporados a sequedad, nuevamente bajos las mismas 

condiciones, éste proceso se realizó un total de tres veces. Posteriormente ,a la muestra se le 

adicionó una solución de piridina/cloruro de hidoxilamina (3 mL x 53 mg v/w) preparada al 

momento del análisis. La muestra fue sonicada por 30 minutos, después se agitó en vortex y 

se incubó 1 h a 85°C (agitándose nuevamente a los 30 min). Trascurrido este tiempo se dejó 

enfriar y se adicionó 1 mL de anhidro acético y 500 L de piridina y se incubó 30 min a   

85 °C. Una vez enfriadas las muestras fueron transferidas a tubos de ensaye de 50 mL de 

capacidad, se adicionaron 2 mL de cloroformo y 2mL de agua desionizada. Se agitó en 

vortex y se dejó reposar hasta la separación de las fases acuosa y orgánica. Posteriormente, 

se eliminó la fase acuosa y a la muestra se le adicionó 1 mL de agua desionizada y se agitó 

nuevamente (este proceso de lavado se realizó en total 10 veces). Al eliminarse la última 

fase acuosa, la fase orgánica fue filtrada a través de una columna con sulfato de sodio 

anhidro y diluida con 2 mL de cloroformo (para eliminar por completo el agua de la 
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muestra). El filtrado resultante se evaporó a sequedad y las muestras fueron almacenadas 

hasta su análisis. Adicionalmente, el estándar de trealosa fue derivatizado de la misma 

manera con la finalidad de obtener el espectro de masas y tiempo de retención específico  

de cada compuesto. Para el análisis por GC-MS, los azúcares derivatizados fueron 

resuspendidos en 100 L de cloroformo grado espectrofotométrico. Las condiciones de 

corrida fueron las siguientes: 

 

Inyección. 1 L con split 2:1. 

Inyector: 300 °C. 

Columna: HP-5MS. 

Gas acarreador: Helio. 

Flujo: constante 1 mL min-1, postcorrida 1.5 mL min-1. 

Horno: 

 

 

   

Detector: 300°C. 

 

La identificación de trealosa se realizó mediante la comparación con los espectros 

de masas de los estándares. La cuantificación se realizó en base al área bajo la curva 

obtenida a partir de los cromatogramas. 
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VI.10. DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS 
AGRONÓMICOS 

Área foliar 

La totalidad de las hojas de cada planta muestreada fueron cortadas y colocadas en 

un medidor de área foliar LI-COR, mod. LI-3100, E.U.A. (Cárdenas-Navarro et al., 1998). 

Biomasa 

A cada planta se le determinó peso  fresco y peso seco de cada uno de los órganos, 

raíz, tallo, hoja y  nódulos en una balanza analítica (Mettler Toledo LI-3100). El peso seco 

de las muestras se obtuvo después de que permanecieron 48 h en la estufa (Felisa mod.FE-

293D) a 105°C (Cárdenas-Navarro et al., 1998). 

Contenido relativo de agua en hojas (CRA) 

El CRA se desarrolló de acuerdo al método descrito por Turner, (1986) tomando 

con un sacabocados 3 muestras de hoja de 2 mm de diámetro por planta. Los discos fueron 

pesados en fresco y colocados en agua destilada estéril durante 4 hs. Una vez transcurrido 

ese tiempo, se midió peso turgente en fresco y fueron secados en un horno a una 

temperatura de 75 °C durante 4 hs. Posteriormente, se determinó el peso seco de los discos 

en una balanza analítica. La determinación de CRA se efectuó por medio de la siguiente 

relación matemática usando 3 repeticiones por tiempo y tres discos por planta: 

 

                  CRA =   (PF – PS) X 100                        
                                     (PT – PS) 

                                          Donde:   PF = Peso Fresco 

                                                      PS = Peso Seco 

PT = Peso Túrgido 
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VI.11. DETERMINACIÓN DEL PORCENTAJE DE 
MICORRIZACIÓN EN RAÍCES 

Las raíces fueron lavadas con agua y cortadas en segmentos de 0.5 a 1 cm. Y se 

procedió a la determinación del porcentaje de colonización micorrícica, el cual se evaluó 

mediante el clareo (KOH 10 %), acidificación (HCl) y tinción de raíces con azul de Tripano 

de acuerdo a la técnica descrita por Phillips y Hayman (1970), en combinación con la 

técnica de intersección de segmentos colonizados descrita por McGonigle et al. (1990), la 

cual permite evaluar el porcentaje de colonización correspondiente a cada una de las 

estructuras formadas durante la simbiosis: arbúsculos, hifas y vesículas. 

VI.12. PREPARACIÓN DE MUESTRAS PARA MICROSCOPÍA 
ELECTRÓNICA DE BARRIDO (MEB) 

Para la observación de muestras en microscopia electrónica de barrido se utilizó la 

técnica de fijación con glutaraldehido y deshidratación alcohólica a diferentes 

concentraciones, para posteriormente aplicarle un baño metálico de cobre, oro ó plata  y ser 

entonces las muestras observadas y analizadas en el microscopio electrónico de barrido Jeol 

6400 perteneciente al Instituto de Investigaciones Metalúrgicas de la UMSNH. 

VI.13. DISEÑO EXPERIMENTAL 

El diseño experimental fue un Diseño Completamente al Azar (DCA) con diferentes 

factores de estudio y repeticiones para cada una de las variables experimentales 

determinadas.  

Las variables que se midieron para cada genotipo fueron Acumulación de trealosa, 

área foliar, biomasa, contenido relativo de Agua (CRA) y % de micorrización (Tabla 2 y 3). 
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Tabla 2. Diseño experimental 

GENOTIPOS TRATAMIENTOS FACTORES REPETICIONES MACETAS 
 
 
Phaseolus vulgaris. 
 

Rhizobium  
Riego 
 
Sequía 

3 6 
Glomus intraradicces 3 6 
Rhizobium/Glomus 3 6 
Fertilizado (N) 3 6 
Testigo  3 6 

 
 
Phaseolus vulgaris cv. 
Flor de mayo 

Rhizobium  
Riego 
 
Sequía 

3 6 
Glomus intraradicces 3 6 
Rhizobium/Glomus 3 6 
Fertilizado (N) 3 6 
Testigo- 3 6 

 
 
Phaseolus acutifolius. 

Rhizobium  
Riego 
 
Sequía 

3 6 
Glomus intraradicces 3 6 
Rhizobium/Glomus 3 6 
Fertilizado (N) 3 6 
Testigo 3 6 

 
 
Phaseolus vulgaris cv. 
Pinto saltillo 

Rhizobium  
Riego 
 
Sequía 

3 6 
Glomus intraradicces 3 6 
Rhizobium/Glomus 3 6 
Fertilizado 3 6 
Testigo 3 6 

 
 
Phaseolus filiformis. 

Rhizobium  
Riego 
 
Sequía 

3 6 
Glomus intraradicces 3 6 
Rhizobium/Glomus 3 6 
Fertilizado (N)  3 6 
Testigo 3 6 

 

En la siguiente tabla se describe el diseño experimental utilizado para cada genotipo, los 
niveles de estudio, así como las repeticiones que se realizaron. 
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Tabla 3. Diseño experimental por genotipo. 

 

 

 

 

 

GENOTIPOS TRATAMIENTO FACTORES Muestreo 
(Días) 

No. de 
Macetas 

Phaseolus vulgaris.  
 
Rhizobium 

 
Riego 

0 3 
Phaseolus vulgaris cv. Flor de mayo 8 3 
Phaseolus acutifolius. 16 3 
Phaseolus vulgaris cv. Pinto saltillo  

Sequía 
0 3 

Phaseolus filiformis. 8 3 
 16 3 
Phaseolus vulgaris.  

Glomus 
intraradicces 

 
Riego 

0 3 
Phaseolus vulgaris cv. Flor de mayo 8 3 
Phaseolus acutifolius. 16 3 
Phaseolus vulgaris cv. Pinto saltillo  

Sequía 
0 3 

Phaseolus filiformis. 8 3 
 16 3 
Phaseolus vulgaris.  

 
Rhizobium/Glomus 

 
Riego 

0 3 
Phaseolus vulgaris cv. Flor de mayo 8 3 
Phaseolus acutifolius. 16 3 
Phaseolus vulgaris cv. Pinto saltillo  

Sequía 
0 3 

Phaseolus filiformis. 8 3 
 16 3 
Phaseolus vulgaris.  

 
Fertilizado (N) 

 
Riego 

0 3 
Phaseolus vulgaris cv. Flor de mayo 8 3 
Phaseolus acutifolius. 16 3 
Phaseolus vulgaris cv. Pinto saltillo  

Sequía 
0 3 

Phaseolus filiformis. 8 3 
 16 3 
Phaseolus vulgaris.  

 
Testigo 

 
Riego 

0 3 
Phaseolus vulgaris cv. Flor de mayo 8 3 
Phaseolus acutifolius. 16 3 
Phaseolus vulgaris cv. Pinto saltillo  

Sequía 
0 3 

Phaseolus filiformis. 8 3 
 16 3 

Diseño Nivel de Estudio Repeticiones por Genotipo Total de plantas 

DCA 5 X 3 90 450 
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VI.14. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico fue realizado mediante el programa STATISTICA data 

analysis software system (versión 7.0, StatSoft Inc. Tulsa.) Evaluados mediante un diseño 

completamente al azar de significancia (p< 0.1, 0.05, y 0.01). Usando un análisis factorial 

de varianza (ANOVA) y pruebas de comparación de medias (Tukey). 
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VII. RESULTADOS 

VII.1. ACUMULACIÓN DE TREALOSA EN PLANTAS DE 
FRIJOL SOMETIDAS A ESTRÉS HÍDRICO 

. 

VII.1.1. Trealosa en nódulos 

VII.1.1.1. Phaseolus vulgaris P1325687 

En este genotipo, se pudo observar que a los 8 días del estrés  por sequía la 

acumulación de trealosa incrementó de 4.5 g-1 hasta 7.2 g-1, llegando a los 9.3 g-1 a los 16 

días de tratamiento (Figura 4). En las plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus, la 

concentración de trealosa también incrementó a los 8 y 16 días, desde 2.4 hasta 3.0 g-1, en 

comparación a las plantas control. 
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Figura 4. Acumulación de trealosa en nódulos de P. vulgaris P1325687 inoculado y coinoculado 
con G.intraradiccses y Rhizobium. A las plantas sometidas a sequía se les suspendió la aplicación 
de agua y se cuantificó trealosa en los nódulos a los 8 y 16 días. Letras diferentes indican 
diferencias significativas (Tukey  p< 0.05). 

 

VII.1.1.2. Phaseolus vulgaris Flor de Mayo M38 

Bajo estrés hídrico los  niveles de trealosa en los nódulos de plantas inoculadas con 

Rhizobium se incrementaron de 2.8 g-1 a 3.1 mg a los 16 días de tratamiento, comparado 

con el control donde los niveles de trealosa se mantuvieron constantes, en promedio 2 g-1. 

(Figura 5).  Por otra parte, en los tratamiento coinoculados con  Rhizobium y Glomus, en 

condiciones de sequia, no se observó incremento en las concentraciones de trealosa ya que 

los valores se mantuvieron constantes (en promedio 1 g-1) y similares estadísticamente al 

control. 
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Figura 5. Acumulación de trealosa en nódulos de P. vulgaris cv. Flor de Mayo M38 inoculado y 
coinoculado con G.intraradiccses y Rhizobium. A las plantas sometidas a sequía se les suspendió la 
aplicación de agua y se cuantificó trealosa en los nódulos a los 8 y 16 días. Letras diferentes indican 
diferencias significativas (Tukey  p< 0.05). 

 

VII.1.1.3. Phaseolus acutifolius P40142 

Para P.acutifolius se obtuvieron valores iníciales de  2.3 g-1 trealosa, en el 

tratamiento inoculado solo con Rhizobium y en condiciones de estrés (Figura 6). Sin 

embargo, a los 8 días de estrés  se observaron incrementos hasta de 4 g-1 de trealosa  y una 

disminución de 2.3 g-1 a los 16 días. El tratamiento coinoculado con Rhizobium y Glomus, 

bajo estrés, presentó niveles iníciales de trealosa de 0.8 g-1, observándose después un 

incremento significativo de 2.5 g-1 a los 8 días. Estos niveles se mantuvieron igual a los 16 

días de tratamiento. Por otra parte,  en los tratamientos control coinoculados, las diferencias 

observadas en las concentraciones de trealosa, en los nódulos, no fueron estadísticamente 

significativas.  
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Figura 6. Acumulación de trealosa en nódulos de P. acutifolius P40142 inoculado y coinoculado 
con G.intraradiccses y Rhizobium. A las plantas sometidas a sequía se les suspendió la aplicación 
de agua y se cuantificó trealosa en los nódulos a los 8 y 16 días. Letras diferentes indican 
diferencias significativas (Tukey p< 0.05). 

VII.1.1.4. Phaseolus vulgaris cv. Pinto Saltillo 

Los valores de trealosa acumulada en los nódulos de P. vulgaris cv. Pinto Saltillo en 

plantas inoculado y coinoculadas con Rhizobium y Glomus se incrementó conforme 

transcurrió el tiempo, como respuesta al estrés hídrico. (Figura 7). Concentraciones de 

trealosa de 4.2 mg se elevaron a 6 g-1 a los 8 días y hasta 7 g-1 a los 16 días del tratamiento. 

En  los nódulos de las plantas coinoculadas, con Rhizobium y Glomus, se observaron 

valores de trealosa que fluctuaron desde  2 g-1, al inicio del tratamiento, hasta 5 g-1 a los 8 

días y 6.5 g-1 de trealosa a los 16 días en los nódulos de las plantas sometidas a estrés 

hídrico. 
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Figura 7. Acumulación de trealosa en nódulos de P. vulgaris cv. Pinto Saltillo inoculado y 
coinoculado con G.intraradiccses y Rhizobium. A las plantas sometidas a sequía se les suspendió la 
aplicación de agua y se cuantificó trealosa en los nódulos a los 8 y 16 días. Letras diferentes  
indican diferencias significativas (Tukey  p< 0.05). 

VII.1.1.5. Phaseolus filiformis p1535309 

En P. filiformis los valores de trealosa en nódulo de las plantas sometidas a estrés 

hídrico e inoculado con Rizobium variaron de 4.2 g-1 a 5.7 g-1  a los 8 días, llegando hasta 

7.3 g-1 de trealosa a los 16 días de experimentación. (Figura 8). En el tratamiento sin estrés 

(control) inoculado con Rhizobium las concentraciones de trealosa se mantuvieron sin 

cambio, con valores de 4 g-1 a 5 g-1. Por otra parte, En el tratamiento coinoculado con 

Rhizobium y Glomus,  bajo estrés hídrico, las concentraciones de trealosa se incrementaron 

de  0.8 g-1 a 2.6 g-1 a los 8 días,  llegando a 7.2 g-1 a los 16 días, mientras que en el 

tratamiento control no se observaron diferencias significativas en el transcurso del ensayo. 
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Figura 8. Acumulación de trealosa en nódulos de P. filiformis p1535309 inoculado y coinoculado 
con G.intraradiccses y Rhizobium. A las plantas sometidas a sequía se les suspendió la aplicación 
de agua y se cuantificó trealosa en los nódulos a los 8 y 16 días. Letras diferentes indican 
diferencias significativas (Tukey p< 0.05). 

VII.1.2. Acumulación de trealosa en raíz 

La trealosa solamente se detectó en las raíces noduladas, previamente inoculadas 

con Rhizobium bajo condiciones de riego normal y agobio hídrico (Tabla 4). No se detectó 

trealosa en las raíces inoculadas solo con Glomus, fertilizado y testigo ni en la 

coinoculación con Rhizobium y Glomus  

En condiciones de estrés hídrico,  la concentración de trealosa/g.p.s en la raíz de  

P.vulgaris  fue de 30 g al inicio del muestreo, 46 g a los 8 días y 55 g a los 16 días. 

Para P.acutifolius el contenido de trealosa fue de 18 g al inicio del muestreo, 30 g 

a los 8 días y 40 g a los 16 días. 
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 Para P. filiformis la acumulación de trealosa fue de 35 al inicio del muestreo, 44 

g a los 8 días y un máximo de acumulación de 58 g de trealosa  a los 16 días de estrés 

hídrico  

Para el cv. Flor de mayo el contenido de trealosa  fue de 10 g al inicio del 

muestreo y se incremento a 15 g a los 8 días  manteniéndose así hasta los 16 días no 

mostrando diferencia significativa entre los tres muestreos, de manera similar en el cv. 

Pinto Saltillo,  se detectó una acumulación de  trealosa de 21 g al inicio, 28 g a los 8 días 

y de 32 g de trealosa  a los 16 días, no encontrándose diferencia significativa entre los tres 

muestreos. 

 Las concentraciones de trealosa fueron mayores en condiciones de sequía que en 

riego para todos los genotipos silvestres mientras que para los cultivados no se presentaron 

diferencias significativas en el contenido de trealosa bajo las dos condiciones. 
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Tabla 4. Contenido de trealosa en raíces de genotipos de frijol previamente inoculado con 
Rhizobium, bajo estrés hídrico 

GENOTIPO 0 días  
 

8 días  
 

16 días  
 

P. vulgaris  C  22 a  22 a 23 a  
S  30 a  46 b  55 b  

P. acutifolius  C  19 a  20 a  20 a 

S  18 a  30 b  40 b  
P. filiformis  C  33 a 36 a 33 a  

S  35 a  44 a  58 b  
P.vulgaris cv. Flor de 
Mayo  

C  9 a  10 a 10 a  
S  10 a 15 a  15 a 

P.vulgaris cv. Pinto 
Saltillo  

C  20 a  20 a  19 a  

S  21a  25 a  32 a   
 

C= CONTROL      S= SEQUÍA  

Los valores son en g de trealosa /g.p.s y representan el promedio de 3 repeticiones. Valores con 
diferente letra, en la misma hilera, son significativamente diferentes  (Tuckey, P < 0.05) 

 

VII.1.3. Trealosa en tallo 

En el análisis de trealosa en tallo, en todos los genotipos de los diferentes 

tratamientos y bajo las dos condiciones, no se encontró trealosa en ningún genotipo. 

VII.1.4. Trealosa en hojas 

No se observaron diferencias significativas en los tratamientos y únicamente se 

detecto trealosa en los tratamientos inoculados con Rhizobium  y coinoculado con 

Rhizobium y Glomus (Tabla 5). Encontrando una mayor cantidad  de azúcar en los 

tratamientos inoculados solo con Rhizobium y en condición de sequía.  
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Tabla 5. Contenido de trealosa en hojas de plantas de frijol inoculadas con Rhizobium y  Glomus 
bajo dos regímenes de riego  

 

C= CONTROL       S= SEQUÍA  

Los valores son en μg de trealosa /g.p.s y representan el promedio de 3 repeticiones. Valores con 
diferente  letra, en la misma hilera, son significativamente diferentes (Tuckey, P < 0.05  

 

VII.1.5. Acumulación de trealosa en semilla 

Los resultados  del experimento mostraron que únicamente en las semillas 

provenientes de las plantas  inoculadas con Rhizobium (noduladas) y en las coinoculadas 

Rhizobium-Glomus (nodulado-micorrizado) se acumuló trealosa. (Tabla 6). Siendo mayor 

la acumulación de trealosa en las semillas de plantas previamente inoculadas con 

Rhizobium  y bajo la condición de sequía que la concentración de trealosa detectada en 

semillas de plantas previamente coinoculadas con Rhizobium y Glomus.  

En P. vulgaris, el contenido de trealosa máximo fue de 45 g en las semillas de 

plantas inoculadas solo con Rhizobium y bajo sequía, mientras que las coinoculadas 

presentaron una acumulación de trealosa de 22 g 

Las semillas de plantas de P. acutifolius inoculadas con Rhizobium y bajo estrés  

mostraron una mayor acumulación de trealosa (36 g) que las semillas provenientes de 

plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (19 g) 

GENOTIPO  INOCULADO  
(Rhizobium) 

COINOCULADO 
(Rhizobium y Glomus) 

P. vulgaris   C 6 a  3 a
 
 

S  9 a
 
 5 a

 
 

P. acutifolius   C  7 a
 
 4 a

 
 

S  9 a
 
 5 a

 
 

P. filiformis   C  7 a
 
 6 a

 
 

S  9 a
 
 7 a

 
 

P. vulgaris  cv. Flor de 
Mayo  

C 5 a
 
 3 a

 
 

S  6 a
 
 5 a

 
 

P. vulgaris cv. Pinto Saltillo  C  5 a
 
 4 a

 
 

S  9 a
 
 6 a

 
 



   

61 

Para P.filiformis se presentó la mayor acumulación  de trealosa  en semillas de 

plantas que fueron crecidas bajo condiciones de estrés hídrico, con valores de 50 g en los 

tratamientos previamente  inoculación con Rhizobium, en comparación a lo observado en 

los tratamientos previamente coinoculados con Rhizobium y Glomus, donde se 

cuantificaron concentraciones de trealosa de 34 g. 

 

En las semillas de P. vulgaris cv. Flor de Mayo no se observó diferencia 

significativa en el contenido de trealosa. Sin embargo, se observó como tendencia una  

mayor concentración de trealosa en aquellas semillas provenientes de plantas inoculadas 

con Rhizobium, comparadas con las semillas de plantas coinoculadas. 

 

 Finalmente, en P. vulgaris cv. Pinto Saltillo las semillas de plantas inoculadas con 

Rhizobium también mostraron contener una mayor concentración de trealosa (45 g) que 

las semillas de plantas que fueron coinoculadas con Rhizobium y Glomus, donde se 

observaron valores de 25 g.  
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Tabla 6. Acumulación de trealosa en semillas de genotipos de frijol inoculados con Rhizobium y 
coinoculados con Rhizobium y Glomus de plantas sometidas a estrés hídrico  

 

C= CONTROL     S= SEQUÍA  

Los valores son en g de trealosa /g.p.s y representan el promedio de 3 repeticiones. Valores con 
diferente letra, en la misma hilera, son significativamente diferentes (Tuckey, P < 0.05) 

 

VII.2. ÁREA FOLIAR DE FRIJOL SOMETIDO A DIFERENTES 
TRATAMIENTOS DE INOCULACIÓN Y ESTRÉS HÍDRICO 

En P. vulgaris el tratamiento micorrizado presentó la mayor área foliar en 

condiciones de estrés (66 cm2), lo cual fue similar a lo observado en los tratamientos 

fertilizados. (Tabla 7). Para P. vulgaris cv FM38 la mayor área foliar (155 cm2) fue 

observada en las plantas inoculadas con Rhizobium. Este valor coincidió con el presentado 

en las plantas fertilizadas (Control 1). 

En P. acutifolius ,los tratamientos micorrizados y bajo estrés hídrico mostraron más 

área foliar (210 cm2) junto con el tratamiento inoculado con Rhizobium (100 cm 2). En 

relación a  P. vulgaris cv. Pinto Saltillo se obtuvo el valor de (149 cm2) en el tratamiento 

sometido a sequía y que fue previamente coinoculado, cuyo valor fue mayor que los 

controles y aquellos inoculados con Rhizobium (115 cm2). 

  INOCULADO 
(Rhizobium)  

COINOCULADO 
(Rhizobium y Glomus)  

P. vulgaris   C  22 a  17 a
 
 

S  45 b
 
 22a

 
 

P. acutifolius   C  23 a
 
 15 a

 
 

S  36b
 
 19 a

 
 

P. filiformis   C  22 a
 
 18 a

 
 

S  50b
 
 34 a

 
 

P. vulgaris  cv. Flor de Mayo  C  15 a
 
 10 a

 
 

S  10 b
 
 4 a

 
 

P. vulgaris cv. Pinto Saltillo  C  26b
 
 13 a

 
 

S  45 b
 
 25 a
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Para P. filiformis fue interesante observar que el valor más alto se presentó en el 

tratamiento inoculado con Rhizobium, alcanzando valores de 38 cm2. En este caso el 

tratamiento micorrizado y el coinoculado fueron similares al control fertilizado. (20 cm2) 

 

Tabla 7. Área foliar  (cm2) de plantas de frijol inoculadas con Rhizobium y coinoculadas 
con Rhizobium y Glomus sometidas a estrés hídrico. 

 

C= CONTROL                                  S= SEQUIA  (Tuckey, p < 0.05)                  

Valores con diferente letra en la misma hilera son significativamente diferentes (Tuckey, p < 0.05). 

CONTROL 1, Tratamiento fertilizado (urea) 

CONTROL 2: tratamientos sin inóculo ni fertilizante.  

 

 

 

Genotipos  

 

 NODULADO  
Rhizobium 

MICORRIZADO  
Glomus 

NODULADO 
Y MICORRIZADO  
Rhizobium-Glomus 

CONTROL 1  CONTROL 2  

P. vulgaris 

 

C  65 a  91 b  110 c  132 c  81 b  

S  40 a  66 b  53 a  66 b  35 a  

cv.Flor de 
Mayo  

 

C 160 a  162 a  210 b  274 c  210 b  

S  155b  90 a  106 a  152 b  105 a  

P. acutifolius  

 

C  180 b  55 a  160 b  310 c  305 c  

S  100 a 210 b  94 a  100 a  76 a  

Pinto Saltillo  

 

C  152 a  185 a  180 a  250 b  120 a  

S  115 b 100 a  149 b  86 a  65 a 

P. filiformis  

 

C  34 a  24 a  32 a  81 b 28 a  

S  38c  15 b  18 b  20 b  5.8 a  
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VII.3. BIOMASA DE GENOTIPOS DE FRIJOL SOMETIDO A 
SEQUÍA Y BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS DE 
INOCULACIÓN 

Los valores obtenidos para la biomasa total mostraron diferencias en relación al 

tratamiento y al genotipo (Tabla 8). Para P. vulgaris  se observó que el tratamiento con 

mayor biomasa en condiciones de sequía, fue el inoculado con Rhizobium con valores de 

1.2 g-1. Este valor fue estadísticamente igual al fertilizado, mientras que el tratamiento 

coinoculado fue el más bajo (0.45 g-1) similar al testigo 0.35 g-1 y al micorrizado 0.65 g-1.  

Para P. acutifolius, en condiciones de sequía, el tratamiento con Rhizobium fue el 

mejor con valores de 1.45 g-1 estadísticamente igual a la biomasa obtenida en el tratamiento 

fertilizado 

Para P. Filiformis  la mayor biomasa en condiciones de sequía fue en el tratamiento 

inoculado solo con Rhizobium con valores de 0.52 g-1, estadísticamente mayor que el resto 

de los tratamientos. 

En Flor de Mayo el tratamiento con Rhizobium dio valores de 1.85 g-1 

estadísticamente  igual al valor obtenido para el tratamiento fertilizado que fue de 1.75 g-1. 

En condiciones de sequía. 

Para el cultivar Pinto Saltillo  el tratamiento fertilizado fue el mayor con un valor de 

2.9 g-1, mientras que de los tratamientos inoculados en Rhizobium y Glomus, por separado 

se encontraron valores significativamente similares 1.8 g-1 para Glomus y 2 g-1, para 

Rhizobium y el tratamiento coinoculado presento la menor biomasa (1 g-1). 
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Tabla 8.Biomasa total al término de 16 días de estrés por sequía bajo los diferentes tratamientos(g-1) 

 

C= CONTROL       S= SEQUÍA  

Valores con diferente letra en la misma hilera son significativamente diferentes (Tuckey, p < 0.05). 

CONTROL 1, Tratamiento fertilizado (urea) 

CONTROL 2: tratamientos sin inóculo ni fertilizante.  

 

 

 

 

 

 

 

GENOTIPOS  NODULADO 
Rhizobium  

NODULADO Y 
MICORRIZADO 

Rhizobium-
Glomus  

MICORRIZADO  
Glomus 

FERTILIZADO 
Control 1  

TESTIGO 
Control 2  

P. vulgaris  C  1.6a  1.6a  0.96a  2.2b  1.2a  

S  1.2b  0.45a  0.65a  1.25b  0.35a  
P.acutifolius  C  2.0a  1.6a  1.7a  3.4b  2.0a  

S  1.45b  1.0a  0.78a  1.3b 0.6a  
P. filiformis  C  1.38b  0.72a  0.72a  1.62b  0.6a  

S  0.52b  0.31a  0.37a  0.35a  0.28a  
P. vulgaris cv. 
Flor de mayo  

C  2.4b 1.5a  2.0a  2.9b  1.4a  

S  1.85b  1.15a  1.31b  1.75b  0.9a  
P. vulgaris . 
cv. Pinto 
Saltillo 

C  2.7c  1.45b  2.1c  3.4c 0.5a  

S  2.0b  1.0a  1.8b  2.9c  0.9a  
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VII.4. CONTENIDO RELATIVO DE AGUA (CRA) EN HOJAS 
DE FRIJOL SOMETIDO A DIFERENTES TRATAMIENTOS DE 
INOCULACIÓN  

VII.4.1. Phaseolus vulgaris P132568 

 En las plantas inoculadas el genotipo P. vulgaris P132568  inoculado sólo con 

Rhizobium y luego sometidas a sequía, se observó que a los 8 días el contenido  relativo de 

agua en hoja fue de 80 %, (Figura 9). Este valor disminuyó a los 16 días hasta 45 %.  

En el caso de las plantas inoculadas sólo con Glomus, disminuyó a 63 % a los 8 días 

y a 22 % a los 16 días. Con la mezcla de Glomus y Rhizobium el contenido relativo de agua 

en las hojas mostró un comportamiento similar a los 8 y a los 16 días. Sin embargo, en los 

tratamientos coinoculados se observaron valores de 30 % al término de los 16 días, 8 % 

mayor que los que se presentaron en las plantas inoculadas solo con Glomus. 

 

 

Figura 9. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de P. vulgaris P132568. 
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VII.4.2. Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo M38 

Para P. vulgaris cv. Flor de Mayo en las plantas inoculadas con Rhizobium y luego 

sometidas a sequía, a los 8 días se observó que el contenido de agua en hoja disminuyó a 70 

% y 40 % a los 16 días de tratamiento (Figura 10). En las plantas coinoculadas y sometidas 

a sequía el contenido de agua disminuyo a 42 % a los 8 días y 24 % a los 16 días, el CRA  

en las plantas inoculadas solo con Glomus se observó una disminución de 50 % a los 8 días 

y de un 33 % a los 16 días, valores estadísticamente similares al tratamiento fertilizado. 

 

 

Figura 10. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de P. vulgaris cv. Flor de Mayo M38. 
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VII.4.3. Phaseolus acutifolius G40142 

En relación a las plantas de P. acutifolius inoculadas con Rhizobium y luego 

sometidas a sequía, se observó a los 8 días una disminución a 58 % en el CRA y de 42 % a 

los 16 días de tratamiento. (Figura 11). El tratamiento inoculado sólo con Glomus presentó 

un comportamiento similar al tratamiento fertilizado, disminuyendo a 48 % a los 8 días y 

34 % a los 16 días y las plantas coinoculadas y sometidas a sequía el contenido de agua en 

hoja disminuyo a 42 % a los 8 días y 25 % a los 16 días. 

 

 

Figura 11. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de P. acutifolius G40142.  
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VII.4.4. Phaseolus vulgaris cv. Pinto Saltillo  

En relación a las plantas de P. vulgaris cv. Pinto Saltillo inoculadas con Rhizobium 

y luego sometidas a sequía, se observó a los 8 días una disminución a 52 % en el CRA y de 

38 % a los 16 días de tratamiento (Figura 12). Las plantas inoculadas sólo con Glomus 

mostraron una tendencia de comportamiento similar a las plantas fertilizadas alcanzando 

valores de  46 % a los 8 días y 35 % a los 16 días. Las plantas coinoculadas presentaron una 

disminución de 42 % a los 8 días y 24 % a los 16 días, 11 % menos que las plantas 

inoculadas solo con Glomus y 14 % menos en comparación con las plantas inoculadas solo 

con Rhizobium. 

 

 

Figura 12. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de P. vulgaris cv. Pinto Saltillo  
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VII.4.5. Phaseolus filiformis P1535309 

Para P. filiformis el CRA en el tratamiento inoculado únicamente con Rhizobium 

disminuyó a los 8 días a 63% y a los 16 días 45%. (Figura 13). Las plantas inoculadas solo 

con Glomus y las fertilizadas presentaron tendencias similares con una disminución   de 48 

% a los 8 días y 28 % a los 16 días, Mientras que el coinoculado y sometido a sequía 

disminuyó a 45 % a los 8 días y 22 % a los 16 días de tratamiento, 23 % menos que el 

tratamiento inoculado sólo con Rhizobium.  

 

 

Figura 13. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de P. filiformis p1535309 
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VII.5. PESO FRESCO DE NÓDULOS DE GENOTIPOS DE  
FRIJOL BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS DE 
INOCULACIÓN 

VII.5.1. Phaseolus vulgaris P132568 

Para P. vulgaris en condiciones normales de humedad, la masa nodular fue mayor 

en las plantas inoculadas previamente con Rhizobium en comparación a lo observado en las 

plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (Figura 14). Bajo condiciones de estrés, la 

masa nodular disminuyó en las plantas inoculadas con Rhizobium de 0.6 a 0.4 g-1 a los 16 

días. 

En las plantas coinoculadas y bajo estrés la masa nodular se mantuvo sin cambios 

durante todo el ensayo, conservando cantidades promedio de 0.2 g-1. 

 

 

Figura 14. Peso fresco de nódulos en Phaseolus vulgaris bajo dos regímenes de riego. 
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VII.5.2. Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo 

Para Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo el peso fresco de nódulo, en condiciones 

normales de humedad, la masa nodular fue mayor en las plantas inoculadas previamente 

con Rhizobium  mostrando una tendencia a aumentar en comparación a lo observado en las 

plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus,  que al término de los 16 días se observó 

una tendencia a la estabilización (Figura 15). Bajo condiciones de estrés, la masa nodular 

disminuyó en las plantas inoculadas con Rhizobium de 0.35 g-1 al inicio del experimento a 

0.1 g-1 a los 16 días. Mientras que en las coinoculadas disminuyó de 0.15 g-1 a 0.05 g-1 a los 

16 días. 

 

 

Figura 15. Peso fresco de nódulos en Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo bajo dos regímenes de 
riego. 
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VII.5.3. Phaseolus acutifolius G40142 

Para P. acutifolius el peso fresco de nódulo en el tratamiento inoculado con 

Rhizobium bajo condiciones normales de humedad, la masa nodular fue mayor en las 

plantas inoculadas previamente con Rhizobium en comparación a lo observado en las 

plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (Figura 16). Bajo condiciones de estrés, la 

masa nodular disminuyó  en las plantas inoculadas con Rhizobium  de 0.25 g-1 a 0.1g-1 a los 

16 días. No se observaron diferencias significativas con el tratamiento coinoculado.  

 

 
Figura 16. Peso fresco de nódulos de Phaseolus acutifolius bajo dos regímenes de riego. 
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VII.5.4. Phaseolus vulgaris cv. Pinto Saltillo 

Para P. vulgaris cv. Pinto Saltillo en condiciones normales de humedad, la masa 

nodular fue mayor en las plantas inoculadas previamente con Rhizobium en comparación a 

lo observado en las plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (Figura 17). Bajo 

condiciones de estrés, la masa nodular disminuyó en las plantas inoculadas con Rhizobium 

de 0.7 g-1 a 0.1 g-1 a los 16 días, sin mostrar diferencias significativas con el tratamiento 

coinoculado, con valores de 0.6 g-1 al inicio del experimento, 0.4 g-1 a los 8 días y 0.1 g-1 

a los 16 días. 

 

 
Figura 17. Peso fresco de nódulos de Phaseolus vulgaris c.v. Pinto Saltillo bajo dos regímenes de 
riego. 
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VII.5.5. Phaseolus filiformis P1535309 

Para P. filiformis en condiciones normales de humedad, la masa nodular fue mayor 

en las plantas inoculadas previamente con Rhizobium en comparación a lo observado en las 

plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (Figura 18). Bajo condiciones de estrés, la 

masa nodular disminuyó en las plantas inoculadas con Rhizobium de 0.7 g-1 al inicio del 

análisis experimental a 0.45 g-1 a los 8 días y 0.1 g-1 a los 16 días sin mostrar diferencias 

significativas con el tratamiento coinoculado, con valores de 0.6 g-1 al inicio del 

experimento, 0.4 g-1 a los 8 días y 0.1 g-1 a los 16 días.  

 

 
Figura 18. Peso fresco de nódulos de Phaseolus filiformis bajo dos regímenes de riego 
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VII.6. PESO SECO DE NÓDULO DE FRIJOL SOMETIDO A 
DIFERENTES TRATAMIENTOS DE INOCULACIÓN BAJO 
ESTRÉS HÍDRICO 

VII.6.1. Phaseolus vulgaris P132568 

En condiciones normales de humedad, el peso seco del nódulo fue mayor en las 

plantas inoculadas previamente con Rhizobium en comparación a lo observado en las 

plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (Figura 19) donde no se observaron 

diferencias significativas en los diferentes muestreos. 

El peso seco de nódulo para Phaseolus vulgaris inoculado solo con Rhizobium en 

condiciones de sequía presentó una disminución en peso de 0.16 g-1 al inicio del muestreo,  

0.14 g-1 a los 8 días y 0.1 g-1 a los 16 días. Para el tratamiento coinoculado se observó un 

valor de 0.15 g-1 al inicio del muestreo, 0.09 g-1  a los 8 días y 0.06 g-1 a los 16 días.  

 

 
Figura 19. Peso seco de nódulos en Phaseolus vulgaris bajo dos regímenes de riego. 
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VII.6.2. Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo 

Para el cultivar Flor de Mayo inoculado sólo con Rhizobium en condiciones 

normales de humedad, el peso seco de nódulo fue mayor en las plantas inoculadas 

previamente con Rhizobium en comparación a lo observado en las plantas coinoculadas con 

Rhizobium y Glomus (Figura 20). Bajo condiciones de estrés el peso seco de nódulos 

disminuyó de 0.15 g-1 al inicio del muestreo a 0.1 g-1 a los 8 días y 0.015 g-1 a los 16 días. 

En el tratamiento coinoculado en sequía se observó al tiempo inicial un valor de 0.06 g-1, 

0.11 g-1 a los 8 días y 0.025 g-1 a los 16 días. 

 

 
Figura 20. Peso seco de nódulo en Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo bajo dos regímenes de 
riego. 

Letras iguales indican que no existe diferencia estadística Tukey  p< 0.05  
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VII.6.3. Phaseolus acutifolius P132568 

En P. acutifolius bajo condiciones normales de humedad, el peso seco de nódulo fue 

mayor en las plantas inoculadas previamente con Rhizobium en comparación a lo observado 

en las plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (Figura 21). 

Bajo condiciones de estrés el tratamiento inoculado con Rhizobium se mantuvo en 

niveles estadísticamente iguales durante los 16 días (0.18-0.26 g-1). En la coinoculación 

bajo sequía se obtuvieron valores menores a 0.1 g-1 en el transcurso de los 16 días. 

 

 
Figura 21. Peso seco de nodulos de Phaseolus acutifolius bajo dos regímenes de riego 

 

 

 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0 8 16

m
g 

de
 p

es
o 

se
co

 d
e 

no
du

lo

Tiempo (días)

Rhizobium 
riego

Rhizobium 
sequía

Rhizobium-
Glomus riego

Rhizobium-
Glomus sequia



   

79 

VII.6.4. Phaseolus vulgaris cv. Pinto Saltillo 

En Phaseolus vulgaris cv. Pinto Saltillo bajo condiciones normales de humedad, el 

peso seco de nódulos fue mayor en las plantas inoculadas previamente con Rhizobium 

(Figura 22), en comparación a lo observado en las plantas coinoculadas con Rhizobium y 

Glomus. 

Bajo estrés en el tratamiento inoculado solo con Rhizobium, no se presentaron 

diferencias significativas en el peso seco de nódulos  con respecto al tiempo, con valores de 

0.15 g-1 al inicio del experimento, 0.1 g-1 a los 8 días y 0.01 g-1 al término de los 16 días. El 

peso seco de nódulos en el tratamiento coinoculado bajo sequía fue de 0.11 g-1 al inicio del 

muestreo ,0.05 g-1 a los 8 días y 0.01 g-1 a los 16 días.  

 

 
Figura 22. Peso seco de nodulos de Phaseolus vulgaris c.v. Pinto Saltillo 
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VII.6.5. Phaseolus filiformis P1535309 

En condiciones normales de humedad, el peso seco de nódulos en P. filiformis en 

los tratamientos previamente inoculados con Rhizobium y coinoculado Rhizobium-Glomus, 

no presentaron diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos con valores 

de 0.25-0.3 g-1. (Figura 23).  

Bajo condiciones de estrés, el peso seco de nódulos en el tratamiento inoculado sólo 

con Rhizobium al inicio del experimento fue de  0.2 mg disminuyendo a 0.18 mg a los 8 

días y a 0.15 mg a los 16 días. En el tratamiento coinoculado,  los valores al inicio del 

muestreo fueron de 0.2 mg y 0.17 mg a los 8 días y de 0.12 mg a los 16 días. No se 

encontrarón diferencias estadisticamente significativas en los dos tratamientos. 

 

 
Figura 23. Peso seco de nodulo de Phaseolus filiformis bajo dos regímenes de riego. 
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VII.7. NÚMERO DE NÓDULOS EN  FRIJOL SOMETIDO A  
SEQUÍA  EN DIFERENTES TRATAMIENTOS DE 
INOCULACIÓN 

 Para  la condición de riego normal, P. vulgaris presentó 500 nódulos en el 

tratamiento inoculado sólo con Rhizobium siendo diferente estadísticamente  con el número 

de nódulos presentes en la coinoculación, con un  valor de 300 (Figura 24). En las otras 

especies y cultivares estudiados no se encontraron diferencias significativas entre sí bajo 

esta condición. 

 

 
Figura 24. Efecto de la inoculación sobre el número de nódulos en diferentes cultivares y genotipos 
de frijol bajo condiciones de riego normal.  
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Bajo la condición de sequía se encontró que aún cuando P. vulgaris presenta la 

mayor cantidad de nódulos existen diferencias significativas en el tratamiento inoculado 

sólo con Rhizobium donde se obtuvo un valor de 350 contrastando con los 100 encontrados 

en el coinoculado con Glomus. 

En P. acutifolius, P. filiformis y Flor de Mayo se  detectó un incremento en el 

número de nódulos en el tratamiento inoculado sólo con Rhizobium en comparación con su 

contraparte coinoculada con Glomus, aun cuando no es estadísticamente significativo es 

visible.  

En  P. vulgaris cv. Pinto Saltillo se observó un comportamiento diferente  en 

condiciones de riego, se cuantificaron 50 nódulos en el tratamiento inoculado sólo con 

Rhizobium y 24 en el coinoculado con Glomus. En la condición de sequía se observó lo 

contrario,  45 nódulos en el tratamiento coinoculado y 20 en el inoculado sólo con 

Rhizobium (Figura 25). 

 

Figura 25. Efecto de la inoculación  en el número de nódulos en diferentes cultivares y genotipos 
de frijol sometidos a sequía. 
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VII.8. COLONIZACIÓN MICORRÍZICA EN FRIJOL  
MANTENIDO BAJO DOS CONDICIONES DE RIEGO 

En la Figura 26 se presentan los resultados de porcentaje de colonización 

micorrícica, en P. vulgaris bajo riego se obtuvo un porcentaje de colonización promedio de 

20 % en los dos tratamientos de inoculación, micorrizado y micorrizado-nódulado y en 

condiciones de sequía el tratamiento micorrizado presentó un  porcentaje de colonización 

de 45 % en contraste con el 20 % de colonización en el tratamiento coinoculado. 

El genotipo Flor de Mayo no mostró diferencias significativas en el porcentaje de 

colonización micorrícica en los dos sistemas de inoculación y bajo las  condiciones de riego 

y sequía. 

Para P. acutifolius en condiciones de riego no se encontraron diferencias 

significativas en el porcentaje de colonización micorrícica en los dos sistemas de 

inoculación pero en sequía si se encontraron diferencias estadísticas en los dos tipos de 

inoculación  obteniéndose 37 % en el tratamiento inoculado solo con Glomus y 18 % en el 

coinoculado. 

En el genotipo Pinto Saltillo en riego, el tratamiento inoculado sólo con Glomus se 

observó un porcentaje de colonización de 27 % en comparación con el 13 % en el 

tratamiento coinoculado, en sequía el porcentaje de colonización en el tratamiento con 

Glomus solo fue de 4 5%, 19 % más que en riego y el tratamiento coinoculado  fue de 25 

%, 12 % más que en riego. 

En el genotipo P.filiformis se alcanzó un porcentaje de colonización  micorrícica  de 

22 % bajo la condición de riego  e inoculado con Glomus, el tratamiento coinoculado bajo 

la misma condición fue de 18 %. En la condición de sequía e inoculado sólo con Glomus  el 

porcentaje de colonización micorrícica fue de 50% en el tratamiento inoculado sólo con 

Glomus, siendo el único tratamiento y genotipo donde se alcanzó lo que se considera una 

colonización óptima, (Figura 27 y 28) en el tratamiento coinoculado con Rhizobium el 

porcentaje de colonización  fue de 3 %. 
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Figura 266.  Porcentaje de Colonización por Glomus intraradicces en diferentes cultivares y 
genotipos de frijol mantenidos en dos regímenes de riego. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 277. Fotomicrografía de la colonización por Glomus intraradicces en P. filiformis bajo 
estrés hídrico 100X. 
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Figura 28. Fotomicrografía por MEB de la colonización  por Glomus intraradicces en P. filiformis 
bajo estrés hídrico 1000 X. 
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VIII. DISCUSIÓN 

La trealosa es un disacárido ampliamente distribuido en la naturaleza, se presenta 

principalmente en microorganismos (Elbein, 1974, Müller et al., 1996). En plantas 

superiores su presencia se atribuye a los microorganismos con los que se relaciona (Farías-

Rodríguez, 1998).  

En la simbiosis entre Rhizobium y leguminosa,  se sabe que la síntesis de trealosa  la 

realizan exclusivamente los bacteroides. Sin embargo, la mayor parte de la trealosa 

sintetizada es liberada al citoplasma de las células huésped  en donde se almacena, 

(Streeter, 1985). Se cree que, como ocurre en los microorganismos, el papel de la trealosa  

está relacionado con la resistencia a diversos tipos de estrés, entre los que destaca la sequía 

(Crowe et al., 1984a, Farías-Rodríguez et al., 1998). En este sentido, se ha observado una 

acumulación de carbohidratos en las llamadas “Plantas de la resurrección” (Müller et al., 

1995) así como en nódulos de soya (Müller et al., 1992) y alfalfa (Irigoyen et al., 1992). 

Hasta la fecha la mejor evidencia de que la trealosa presente en los nódulos de las 

leguminosas puede actuar en la tolerancia a la sequía proviene de un estudio de diversos 

cultivares de frijol (Farías-Rodríguez, 1998), en donde se demostró que las plantas no 

noduladas y que por lo tanto no contenían trealosa, independientemente del cultivar, tenían 

una pobre tolerancia al estrés hídrico. Por otra parte en cultivares nodulados sometidos a 

condiciones de sequía se observó un incremento en la concentración de trealosa y esto se 

relacionó con una mayor tolerancia a la sequía, ya que los cultivares que acumularon poca 

trealosa mostraron ser sensibles a este estrés. 

Este y varios mecanismos han sido descritos para explicar la variabilidad de 

repuestas fisiológicas  al agobio hídrico de las leguminosas, destacando el estudio del frijol 

común el cual dadas sus características de cultivo y distribución presenta diferentes niveles 

de agobio hídrico en algún momento de su desarrollo (Broughton et al., 2003). 

Generalmente, se cataloga como una especie cuya respuesta a la sequía es ampliamente 

variable dependiente del cultivar. Además, la producción de frijol normalmente se ve 

influida por la capacidad de diferentes genotipos para establecer relaciones simbióticas 

exitosas.  
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Los  experimentos mostraron que en todos los genotipos de este trabajo se 

incrementó la acumulación de trealosa en los nódulos de plantas bajo condiciones de estrés. 

Destacando dentro de los cultivares P. vulgaris cv. Pinto saltillo inoculado solo con 

Rhizobium que llegó a acumular 4.2 g-1 al inicio de la etapa de estrés, 6.0 g-1 a los 8 días y 

7.0 g-1  a los 16 días. Del mismo modo Phaseolus vulgaris P1325687  inoculado sólo con 

Rhizobium acumuló 4.5 g-1 al inicio del estrés, 7.0 g-1  a los 8 días y 9.0 g-1 a los 16 días. Es 

importante mencionar que este último es un genotipo silvestre y que  en el presente trabajo 

el análisis se realizó en etapa reproductiva. Coincide con trabajos previos en otras 

leguminosas que mencionan que la tolerancia al estrés hídrico de las plantas noduladas, 

depende en parte de la etapa fenológica. El efecto de agobio hídrico parece tener mayor 

efecto en etapas más avanzadas de desarrollo (Nielsen y Nam, 1999, Singh, 1995, Foster et 

al., 1995) y coincide con una  mayor concentración de trealosa en los nódulos de los 

genotipos analizados conforme  transcurrió el tiempo de estrés. 

Por otro lado en la simbiosis  micorricica, el hongo y la membrana plasmática 

constituyen una interfase que posee rasgos citológicos que indican un activo intercambio de 

nutrimentos y se ha  establecido que el hongo recibe carbohidratos, y el huésped recibe 

principalmente fosfato. Ambas sustancias pasan por la vía del apoplasto previa captación 

por cada uno de los socios, el flujo en masa desde los arbúsculos al citoplasma  es 

bidireccional. La planta aumenta su capacidad fotosintética para compensar el carbono 

"perdido" en el hongo. (Mosse, 1973). 

Un autótrofo en muchas asociaciones simbióticas libera hidratos de carbono al 

heterótrofo que los almacena en forma de polisacáridos o azúcares complejos. Los hidratos 

de carbono complejos son trealosa y manitol, fue interesante observar en estos resultados 

que la inoculación con Glomus intraradicces bajo las condiciones manejadas en este trabajo  

no se encontró trealosa en raíz, tallo, hoja  y semilla para ningún genotipo. El papel de la 

mencionada simbiosis es fundamental en la captación de nutrimentos minerales de lenta 

difusión en los suelos, como por ejemplo los fosfatos solubles, el Zn y el Cu y se traduce en 

crecimiento y desarrollo de la planta hospedera (Mosse, 1973). 

Así, se acepta que uno de los principales beneficios de los hongos micorrícicos es el 

de aumentar la absorción de P. Las hifas absorben este elemento y lo removilizan por la 
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planta incrementando directamente, el contenido nutricional de los tejidos (Souza et al., 

1996). 

La planta micorrizada es vitalizada por una raíz más desarrollada y un mejor 

aprovechamiento del agua y los nutrimentos, por la amplia exploración que el hongo hace 

en el suelo, la presencia de micorrizas disminuye la resistencia hidráulica, permite una 

mayor tasa de transpiración aún con potenciales hídricos muy bajos en el suelo y 

proporciona mayor capacidad de recuperación de estrés hídrico puntual. La captación de 

agua también puede ser aumentada por los hongos micorrícicos. De esta forma, los hongos 

micorrícicos incrementan la eficiencia de fertilización (Menge et al., 1997). 

Se ha puntualizado que la coinoculación Rhizobium-micorriza coadyuva a una 

mayor capacidad de retención de agua en diferentes plantas (Bolandnazar et al., 2007, Khan 

et al., 2003). Es probable que exudados de raíces micorrizadas sean distintas de las raíces 

no micorrizadas, quizás debido al mejor estatus nutricional de la planta. La acción directa 

del hongo en los exudados puede afectar los microorganismos de la rizósfera y así las 

micorrizas parecen ser una condición necesaria para la nodulación efectiva de algunas 

leguminosas (Bécard et al., 1991, López et al., 2007). 

Es conocido que una nodulación efectiva depende de un adecuado nivel de P, ya que 

la fijación extra de N requiere más de este elemento (Mosse, 1973). 

Con estos antecedentes, al analizar el contenido de trealosa en los genotipos 

estudiados bajo las condiciones de estrés hídrico y riego normal se observó que después de 

16 días de agobio hídrico el contenidode trealosa en los nódulos tuvo un efecto selectivo y 

fue dependiente del tipo de inoculación y el genotipo, ya que para P. vulgaris y P. filiformis 

se obtuvieron mayores niveles de trealosa en el tratamiento inoculado con Rhizobium, 

mientras que en Flor de Mayo y Pinto Saltillo la acumulación de trealosa fue indistinta del 

tipo de inóculo, sin embargo, para P. acutifolius el mejor tratamiento para síntesis de 

trealosa en nódulo fue la coinoculación Rhizobium-Glomus por lo anterior el frijol nodulado 

presenta una variabilidad de respuesta al agobio hídrico y esta respuesta depende del 

genotipo y su microsimbionte. 

Respecto al contenido de trealosa en los diferentes órganos de la planta, se observó  

que solamente se detectó trealosa en algunos de ellos, lo anterior dependiendo del 

tratamiento, de tal forma que  para raíz sólo se encontró trealosa en el tratamiento inoculado 
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sólo con Rhizobium y aunque en concentración más baja [ g]. En los otros tratamientos no 

se detectó trealosa. Cabe resaltar que todos los genotipos presentaron un incremento en 

trealosa conforme transcurrió la etapa de sequia, encontrándose una mayor producción de 

trealosa  en las especies silvestres, mientras que de los cultivares Pinto saltillo sobresale en 

producción, y Flor de mayo permaneció sin diferencia significativa en las etapas de 

muestreo. Esta concentración de trealosa en raíces inoculadas con Rhizobium coincide con 

lo reportado por Altamirano-Hernández et.al, (2007), el cual es un estudio con leguminosas 

de una selva baja caducifolia donde menciona que al inicio de la sequía la concentración de 

trealosa en las raíces de los árboles disminuyó, debido a que aparentemente el transporte de 

trealosa hacia la parte aérea de la planta continúa y se pierde al caer las hojas, después de 

haber realizado su papel protector en estos tejidos la trealosa es utilizada como fuente de 

energía para la formación de la semilla. En los genotipos de frijol analizados la etapa de 

llenado de vaina se acortó con respecto a los tiempos reportados en la literatura para cada 

genotipo en cuanto a la duración de las etapas fenológicas disminuyendo un promedio de 

10 días. 

Del mismo modo el análisis del contenido de trealosa en tallo, no se logró detectar 

en ningún tratamiento ni genotipo lo cual resulta interesante dado que sí se detectó en hoja, 

Lo anterior nos induce a pensar que debe existir una ruta de transporte del nódulo a la raíz y 

a la hoja para culminar en la semilla que mediante la técnica utilizada no fue posible 

determinar por lo cual sugerimos que debe ser estudiada con mayor profundidad para tratar 

de dilucidar este paso. 

Al analizar el contenido de trealosa en hoja se encontró que nuevamente el 

contenido de trealosa sólo se detectó en los tratamientos inoculados con Rhizobium. Pero de 

manera sobresaliente también se encontró en plantas coinoculadas con Rhizobium-Glomus, 

los valores obtenidos no mostraron diferencias significativas entre sí, tanto por tratamiento 

como por condición. En todos los genotipos se observó el mismo patrón lo que nos induce a 

pensar que la trealosa  presente en hoja llega a ella de alguna manera a partir del nódulo. 

Del mismo modo los resultados de trealosa en semillas  mostraron que sólo se 

detectó en los tratamientos inoculados con Rhizobium y Rhizobium-Glomus presentándose 

el mismo patrón  de comportamiento que en la hoja, lo que ratifica lo mencionado por 
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Altamirano-Hernández  et al., (2007) donde menciona que podría asumirse en primer 

término que la trealosa detectada en semillas fue originalmente sintetizada en el nódulo. 

En apoyo a la teoría del trasporte de trealosa, están las observaciones realizadas en 

leguminosas silvestres, donde se observó la presencia de trealosa en las raíces a partir del 

establecimiento de la nodulación. Así mismo, en las etapas de mayor producción de este 

carbohidrato en el nódulo se observó la mayor concentración de trealosa en las raíces 

(Altamirano-Hernández et al., 2004). 

Se puede suponer que la partición de trealosa entre el nódulo y las semillas ocurre 

durante la etapa de llenado de vaina, durante la cual, en muchas leguminosas, inicia la 

senescencia del nódulo, y la trealosa se vuelve el carbohidrato más abundante (Muller et 

al., 2001). Jiménez-Zacarías et al., (2004) describen esta tendencia de los nódulos en la 

acumulación de altas concentraciones de trealosa durante la etapa de floración, tanto en 

condiciones de riego normal como bajo estrés hídrico. En el presente trabajo se observó que 

la concentración de trealosa en las semillas fue altamente variable dependiendo de la 

especie o cultivar, pero este tipo de variación ha sido también reportada en nódulos 

(Jiménez-Zacarías et al., 2004, Farías-Rodríguez et al., 1998, Streeter, 1985, Müller et al., 

1994). Por lo tanto, asumiendo que la trealosa es producida durante la simbiosis, esta 

variación podría corresponder a diversos factores inherentes de la interacción Rhizobium-

leguminosa.  

Al analizar el CRA se observó que en el genotipo P. vulgaris de alguna manera las 

inoculaciones tuvieron un efecto negativo para esta variable, mientras que para Flor de 

Mayo, P. Acutifolius, P. filiformis, y Pinto Saltillo  el mejor tratamiento fue el inoculado 

solo con Rhizobium . Mientras que para la evaluación de biomasa total todas las especies y 

cultivares presentaron la misma tendencia, donde el mejor tratamiento fue el inoculado sólo 

con Rhizobium presentando resultados iguales estadísticamente a los obtenidos en el 

tratamiento fertilizado con N  lo cual muestra parte de los diferentes beneficios que 

proporciona la inoculación con Rhizobium como es que mejora la asimilación de otros 

nutrimentos por las leguminosas, mediante procesos como la solubilización de P y Fe; 

Rhizobium puede también participar en la promoción del crecimiento vegetal a través de la 

síntesis de compuestos como auxinas, citocininas y riboflabinas entre otros; control de 

patógenos, de manera indirecta mediante la competencia por nutrimentos en la zona de la 
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rizósfera y  directa por la producción compuestos bactericidas  que inhiban el desarrollo de 

patógenos y el incremento en la tolerancia al estrés (Arguelles, 2000). 

Los resultados obtenidos para el área foliar, bajo riego la respuesta de los 5 

genotipos bajo los diferentes tipos de inoculación, mostraron resultados variables, 

observándose que para P. filiformis y P. acutifolius las plantas coinoculadas presentaron un 

efecto negativo reduciendo el área foliar comparado con el área obtenida cuando estaban 

inoculados sólo con Rhizobium, por el contrario  el genotipo P. vulgaris y Flor de mayo 

presentaron en promedio una mayor área foliar en presencia de la coinoculación que 

cuando estaban con los inóculos individuales, por otro lado bajo la condición de estrés 

hídrico se encontró que para P. acutifolius y P. vulgaris la mayor área foliar se observó en 

la inoculación con Glomus solo y la coinoculación lo afectó negativamente, por otro lado, 

Pinto Saltillo presentó una mayor área foliar en presencia de la coinoculación. 

Respecto a los parámetros determinados para el nódulo,  en cuanto al número de 

nódulos en el genotipo Pinto Saltillo se obtuvo en la inoculación con Rhizobium 20  

nódulos en promedio y en la coinoculación con Glomus 50 de tal manera que en este último 

la nodulación aparentemente fue favorecida por la presencia de micorrizas mientras que 

para P. acutifolius, P. filiformis y el cv. Flor de mayo no presentó diferencias significativas. 

Para el genotipo P. vulgaris se presentó la mayor cantidad de nódulos en el  tratamiento 

inoculado sólo con Rhizobium  con un valor de 350 comparado con el coinoculado con 

Glomus con un valor de 100 nódulos, donde podemos ver que la presencia de micorrizas 

afecto negativamente esta variable. Del mismo modo para las variables de peso seco y 

fresco de nódulo no se observaron diferencias significativas por tratamiento pero si por 

condición, por lo que se estima que al parecer el estrés hídrico estimula de alguna manera 

una mayor producción de nódulos y estos generan una respuesta de resistencia  conforme se 

incrementa el nivel de estrés. 

El estudio para observar y determinar el porcentaje de colonización micorrícica no 

mostró resultados positivos, en las especies y cultivares manejados en este trabajo, 

encontrando para P. filiformis  bajo condiciones de sequía e inoculado sólo con Glomus se 

obtuvo un porcentaje de 50 que se considera el mínimo necesario para  una colonización 

micorrícica óptima (Hernández-Dorrego, 2000) y para el resto de las especies y cultivares 

se logró sólo de 10 a 45% bajo condiciones de sequía e inoculado solo con Glomus, en 
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todos los  casos la coinoculación con Rhizobium afecto negativamente el porcentaje de 

colonización micorrícica lo que coincide con lo reportado por Mosse (1973) que menciona 

que los hongos micorrícicos pueden interactuar con una amplia gama de organismos en la 

rizosfera. El resultado puede ser positivo, neutral o negativo en la asociación micorrícica o 

en un componente en particular de la rizósfera. 

Es probable que exudados de raíces micorrizadas sean distintas de las raíces no 

micorrizadas, debido al mejor estatus nutricional de la planta o por la acción directa del 

hongo a los exudados, y esto afecta los microorganismos de la rizosfera donde al parecer   

se cree que las micorrizas sean una condición necesaria para la nodulación efectiva de 

algunas leguminosas, ya que es conocido que una nodulación efectiva depende de un 

adecuado nivel de P y que la fijación extra de N requiere más P (Olah et al., 2005) 

Sin embargo, son necesarios más estudios para tratar de aclarar que es lo que sucede 

en otro sentido, es decir cómo es que Rhizobium afecta a que se lleve a cabo una eficiente 

colonización micorrícica como ocurrió en el presente  trabajo y el efecto negativo que tuvo 

a su vez la inoculación micorrícica para la nodulación en los genotipos estudiados y por 

ende en la producción de trealosa y su correspondiente efecto protector contra el estrés 

hídrico. 
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IX. CONCLUSIONES 

 

 

 

 La micorrización afectó de manera negativa diferentes parámetros de 

nodulación (peso seco,  número de nódulos y contenido de trealosa). 

 Independientemente del tipo de inoculación, el contenido de trealosa en todos 

los tejidos muestreados se incrementó bajo condiciones de estrés hídrico. 

 Los parámetros agronómicos evaluados bajo estrés hídrico se correlacionan 

positivamente con el contenido de trealosa en nódulos. 
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