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I. RESUMEN

La trealosa es un disacarido que se acumula en los nddulos de las leguminosas y que se
ha relacionado con la resistencia vegetal a la sequia. Se conoce que el disacarido es
sintetizado por los bacteroides y que se almacena luego en el citoplasma vegetal. Esta
acumulacion esta en funcion de la cepa de Rhizobium, la especie de leguminosa y las
condiciones ambientales, por otra parte existen pocos informes sobre la acumulacién de
trealosa en la simbiosis micorricica, donde a diferencia de Rhizobium aparentemente no
existe un flujo de carbohidratos del micro simbionte a la planta. Actualmente se desconoce
la dinamica de la trealosa en la asociacion Micorriza-Rhizobium-Leguminosa. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar el efecto de la coinoculacion micorriza-Rhizobium, en la
acumulacion de trealosa en nddulos 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 acumuld en los genotipos de frijol
previamente inoculados con Rhizobium y sometidos a estrés hidrico, destaco el genotipo
P.filiformis con una acumulacion de trealosa de 50 mg/g. de nddulo en riego comparado
con 90 mg/g en nodulo, en condiciones de estrés hidrico y Pinto Saltillo, un cultivar
caracterizado como tolerante a la sequia, la trealosa se acumuld en cantidades de
40 mg/ g. en riego y 60 mg/g en estrés hidrico. La trealosa en los nodulos fue menor
cuando se realizé la inoculacion mixta con Glomus. En P. filiformis solo se detecto 12
mg/g. en riego y 30 mg/g. en estrés hidrico. Mientras que en Pinto Saltillo se acumulo 22
mg/g. en riego y 35 mg/g. en estrés hidrico. No se observd acumulacion de trealosa en la
raiz en los tratamientos inoculados solo con Glomus. Analisis posteriores, permitieron
observar que en las plantas inoculadas con Rhizobium se detect6 trealosa en raiz, hojas y
semillas, y que los valores se incrementaron cuando las plantas se sometieron a sequia, en
ningln caso se detectd trealosa en tallo. Los resultados indican que la trealosa sintetizada
en los nodulos puede desplazarse a los demas 6rganos de la planta. Asi 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 simbidticos




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.




II. INTRODUCCION

Una de las principales caracteristicas de la mayoria de las leguminosas estriba en su
capacidad para asociarse con bacterias rizobiales lo cual da como resultado la formacion de
nddulos en su sistema radical, en cuyo interior se realiza la Fijacién Biologica de Nitrogeno
(FBN). Asi, las leguminosas en su asociacion con Rhizobium tienen una gran importancia
agricola y ecologica debido a que son responsables de una parte sustancial, quiza, de la
mayoria, del flujo global de nitrégeno atmosférico a formas "fijadas", tales como el
amonio, nitratos y compuestos organicos (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-afio” (Hussein et al., 1991). El frijol comln es capaz de
fijar de 10 a 90 kg'N-ha'-afio”, con un valor promedio bajo, comparado con otras
leguminosas, Ademas, estas cantidades son inadecuadas para obtener rendimientos de
semilla economicamente atractivos 1-2 ton-ha™ (Bliss, 1993).

Siendo el frijol, un cultivo de gran relevancia para los paises en desarrollo de
América Latina y Africa, la FAO a través de la Agencia Internacional de Energia Atomica
recomiendan en 1983 la realizacion de diferentes programas de investigaciéon con la
finalidad de mejorar las caracteristicas de FBN en frijol (Hardarson y Lie, 1984).

En este sentido, considerando que en México aproximadamente el 85% de la
produccion de frijol ocurre bajo condiciones de temporal, en donde es comUn que la planta
sufra de estrés por sequia en alguna etapa de su desarrollo, se podria considerar a este estrés
como la causa del bajo rendimiento en FBN.

Asi, en haba y en alfalfa se ha establecido que en plantas noduladas sometidas a un
estrés hidrico 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 sequia no afecta de manera importante a
la FBN (Djekoun y Planchon, 1991, Pefia-Cabriales y Castellanos, 1993).

Por lo tanto la conclusion, al menos en frijol, es que la baja FBN es debida a
caracteristicas particulares de las cepas de Rhizobium nativas del suelo. Se han establecido
experimentos de inoculacion 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 asociacion 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
lineas de investigacion importantes: 1) El estudio de la ecologia 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 encontré6 que en los nodulos de las leguminosas se
acumula un disacarido de glucosa llamado trealosa (a-D-glucopiranosil-(1-1)-a-D-
glucopirandsido)(Streeter, 1980, Kouchi y Yoneyama, 1986).

Desde los primeros reportes de este azlicar en la simbiosis Rhizobium-Leguminosa,
la trealosa llamoé inmediatamente la atencion, ya que su sintesis se ha relacionado con la
tolerancia a la desecacion en una amplia variedad de organismos como bacterias, levaduras,
hongos, nematodos, plantas inferiores, y en plantas vasculares superiores unicamente en las
plantas de la resurreccion 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 habian perdido la
capacidad de sintetizar trealosa, y que la funcion de ésta ha sido tomada por la sacarosa,
que es el azacar mas abundante en ellas

En el Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Unidad Irapuato del
CINVESTAV vy el Laboratorio de Ecologia Microbiana de la UMSNH, se han enfocado al
analisis de la funcion ecofisiologica de la produccion simbiodtica de trealosa en la
interaccion Rhizobium-frijol, demostrando que el contenido de trealosa en los nodulos se
incrementa como respuesta al estrés hidrico (Farias-Rodriguez et al., 1998).

Lo anterior pudiera explicar las observaciones de Pefia-Cabriales y Castellanos
(1993) sobre la baja sensibilidad de la FBN al déficit hidrico en frijol. Asi mismo, la
concentracion de trealosa en los nodulos se correlacion6 con un incremento en la tolerancia
a la sequia en plantas noduladas (Farias-Rodriguez et al., 1998, Jiménez-Zacarias et al.,
2004).

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

contenido de trealosa en los nodulos, es posible detectar la presencia de este azticar en las
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hojas sugiriendo una posible removilizacion de los nédulos de la raiz hacia los tejidos
aéreos de la planta.

Por lo anterior, es de vital importancia conocer los factores que en la naturaleza
determinan la dindmica de acumulacion de trealosa, para en un futuro esclarecer el papel de

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

I11.1. 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
caracteristica principal es que el fruto o semilla esta 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 comun), Phaseolus
coccineus L. (frijol ayocote), Phaseolus lunatus L. (frijol lima) y Phaseolus acutifolius
Gray (frijol tepari). El frijol comtn representa hasta 85% de la superficie sembrada en
Meéxico para produccion (Singh, 2001).es una de las mas sobresalientes, dado que las
plantas pueden obtener nitrégeno para su desarrollo a partir de nitrégeno molecular
mediante la Fijacion Bioldgica de Nitrégeno (FBN) la cual es posible por la estrecha
interaccion que este grupo de plantas establece con bacterias denominadas Rhizobia,
durante la cual en las raices de las leguminosas se forman 6rganos altamente especializados
llamados nddulos.

Se ha estimado que la FBN aporta de 139 a 175 M/ton/ N, de las cuales las
leguminosas aportan 70 M/ton afio™' (Zahran, 1999). El frijol comtin es capaz de fijar de 10
a 90 kg'N-ha-"-afio”, con un valor promedio bajo comparado con otras leguminosas.
Ademads, estas cantidades son inadecuadas para obtener rendimientos de semilla
econdmicamente atractivos, v. g. 1-2 ton ha™ (Bliss, 1993). Siendo el frijol un cultivo de
gran relevancia para los paises en desarrollo de América Latina y Africa, la FAO a través
de la Agencia Internacional de Energia Atomica recomendd en 1983 la realizacion de
diferentes programas de investigacion con la finalidad de mejorar las caracteristicas de

FBN en frijol (Hardarson y Lie, 1984).
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I11.2. ORIGEN Y DOMESTICACION DEL FRIJOL COMUN:
RAZAS Y CLASES COMERCIALES

Las variedades de frijol comun actualmente cultivadas son el resultado de un proceso de
domesticacion y evolucion (mutacion, seleccion, migracion y deriva genética), a partir de
una forma silvestre (Phaseolus vulgaris var. aborigineus) procedente del continente americano, desde
donde se extendid6 a todo el mundo, y en la cual se han ido produciendo cambios
morfologicos, fisiologicos y genéticos (como respuesta a las exigencias humanas o del medio
ambiente)(Briicher, 1988, Gepts y Debouck, 1991).

Hasta finales del siglo XIX se consider6 que el frijol comun tenia su centro de
origen en Asia, posteriormente, segin datos arqueologicos, botanicos, histéricos y
lingtiisticos, concluyeron que el frijol comin se origind en el area comprendida entre el
norte de México y el noreste de Argentina (Gepts y Debouck, 1991). Existen restos
arqueologicos principalmente de semillas, fragmentos de vaina e incluso plantas enteras hallados
en los Andes (Peru, Chile, Ecuador y Argentina), en Mesoamérica (México, América Central) y
sureste de Estados Unidos. En la actualidad los restos mas antiguos datan de 10,000-8,000
afios A.C. Procedentes de los Andes y de 6000 afios AC. Procedentes de Mesoamérica. Todos
estos restos son de plantas ya domesticadas y fenotipicamente similares a los cultivares de
la zona (Kaplan, 1981).

Existe una laguna en cuanto a datos arqueologicos en la transicion de formas silvestres
a cultivadas, aunque existen formas primitivas intermedias o de transicion coincidiendo
con la aplicacion de los métodos de mejora en la agricultura. Ademds de la informacion
obtenida por los datos arqueoldgicos, existen datos botanicos como son las caracteristicas
morfologicas, la distribucion geografica y las relaciones genéticas entre formas silvestres y
cultivadas que evidencian el origen americano del frijol comun (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 més de un
centro de domesticaciéon. Ambos grupos se pueden distinguir por marcadores morfoldgicos
y agrondmicos (tamafio de la semilla, forma de la bractéola y del foliolo, pilosidad del foliolo,
etc.), bioquimicos (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 bioquimicos y moleculares presentan dos ventajas frente a los morfologicos y
agrondmicos: son un fiel reflejo del genotipo y su variacion no se ve afectada por el ambiente.
Ademas son caracteres mas complejos y las variaciones observadas son, en su mayoria, inicas
(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 Per) 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 s6lo 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
Pert tiene una distribucion limitada a los valles andinos. Las clases comerciales de mayor
importancia econdmica 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 mas un tipo de grano. Asi el grano blanco se cultiva principalmente
en México, Venezuela o Cuba mientras que las variedades de grano negro son mas
apreciadas en Brasil. En cuanto a la raza Durango cabe destacar la variedad "Great Northern"
importante en Estados Unidos y Canadd, y exportada a Europa. Las variedades mas importantes
dentro de la raza Nueva Granada son "Cranberry" y la alubia blanca, cultivadas sobre todo en

Argentina y exportadas a Europa Espaia y Portugal).
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Tabla 1. Principales clases comerciales de frijol comun, region de produccion y area cultivada

(Singh, 1999)

RAZAS Y TIPOS DE FRIJOL REGION PRODUCTORA | AREA
(10° ha)

Raza Mesoamérica (semilla pequefia) Argentina, Brasil, Venezuela, Caribe, 3500

Mesoamérica y Norteamérica
-Negra 2000
- Carioca (rayas 6n claro) -Jalinho Brasil y Bolivia Brasil ,Centroamérica y China 500
(crema) - Mulatinho (marron claro) - Aftica, China y Norteamérica 500
Roja —Blanca 250
Raza Durango (semilla mediana) Valles altos de México Valles altos 800

de México Europa, Norteamérica, 250
- Bayo (crema) - Flor de Mayo (motas rosas) -

Oeste de Asia Valles altos de 700
Great Northern (blanca) - Ojo de cabra (rayas )

México Norteamérica 150
marrdn claro) -Rosa - Pinta (marrén claro con

Norteamérica 20
punteado marrdn oscuro) -Roja

800
Raza Nueva Granada (semilla grande) Argentina, Europa, Norte de Africa y Oeste de 250
- Alubia (blanca alargada) Asia. 150
- Azufrado - Calima (moteada roja) - Costa del Pacifico de México y Peru Africa, 1500
Manteca (crema) - Cranberry (crema Andes y Caribe Andes Africa, Asia, Europa, 100
punteado rojo) - Alubia roja oscura - Norteamérica y Sudamérica Africa, Andes y 800
Alubia roja clara - Radical (oval, Norteamérica Africa y Norteamérica Andes 500
300

redonda, roja)

16




MESOAMERICANO ANDINO

DURANGO

JALISCO PERU

MESOAMERICA NUEVA GRANADA

Figura 1. Razas de Phaseolus vulgaris L. (Singh et al., 1991c¢)
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I11.2.1. Importancia del frijol

Para México, el frijol es un producto estratégico debido a que junto con el maiz,
representa toda una tradicion productiva y de consumo, cumpliendo diversas funciones de
caracter alimentario y socioeconémico que le han permitido trascender hasta la actualidad.
Su presencia a lo largo de la historia de México, lo ha convertido no s6lo en un alimento
tradicional, sino también en un elemento de identidad cultural (Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera, 2006a).

El frijol se cultiva en practicamente todas las regiones del pais, bajo todas las
condiciones de suelo y clima. La superficie sembrada de frijol registr6 un promedio anual
en la década de 1996-2006, de 2.6 x '*° ha, el 14% de la superficie cultivada nacional
(Figura 2), con un rendimiento promedio de 1.242Ton-ha (Servicio de Informacion

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 region templada semiarida 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™ que representan el 74% de la produccion total

anual. La otra region se ubica en el Noroeste, con siembras en Otofio-Invierno bajo riego o
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humedad residual, con so6lo el 52% de la superficie con cultivo de temporal y rendimiento
de 1248 kg/ha™' (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, 2006b).

En este contexto, la produccion del frijol depende de manera predominante de los
volumenes que se puedan obtener bajo cultivo de temporal, en donde una de las principales
limitantes para la produccion en estas regiones, es la escasa y variable distribucion de las
lluvias en el ciclo del cultivo. Ademas, los efectos de la sequia son acentuados por el tipo
de suelos predominantes, que son poco profundos, con bajo contenido de materia organica,
Ny P, generando una baja capacidad de retencion de humedad. De acuerdo al Servicio de
informacion y Estadistica Agroalimentaria y Pesquera (Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera, 2006a), la productividad del frijol depende basicamente de las
condiciones climatoldgicas prevalecientes; en particular de los niveles de precipitacion
pluvial (Acosta-Gallegos, 2006).

Se ha reportado que un factor crucial para la obtencion de altos rendimientos en
diversos cultivos es la utilizacion 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 relacion con el microsimbionte asi como las condiciones hidricas del sitio de

siembra y la temperatura imperante.

I11.3. DIVERSIDAD GENETICA EN LAS ESPECIES DE
Phaseolus EN RELACION CON EL FRIJOL COMUN.

El frijol comin pertenece al género Phaseolus y recibe el nombre cientifico de

Phaseolus vulgaris (Linné, 1753). Su enclave taxonomico 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
comun 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 ultima especie surgid por un
proceso de domesticacion a partir de un ancestro silvestre diferente (Schmit y Debouck,
1991). El cruzamiento entre P. vulgaris y las especies del acervo secundario se realiza
facilmente sin rescate de embriones, aunque el cruce utilizando P. coccineus como parental
femenino es mas dificil (Bannerot, 1979). El acervo genético terciario incluye a P.
acutifolius y P. parvifolius, y podian ser ancestros en la evolucion del frijol comin
(Debouck, 1999). P. acutifolius es resistente a la sequia, a temperaturas altas y a
bacteriosis, caracteristicas importantes para su utilizacion en programas de mejoramiento
de frijol. Los cruces con P. vulgaris son mas dificiles y necesitan de rescate de embriones.
La especie mas 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 interespecificos es
facilitar la incorporacion 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 comun (Singh y Mufioz, 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 Africa,
donde causa grandes pérdidas. También son importantes las poblaciones silvestres por
ser resistentes a los gorgojos, extendidos mundialmente. Asimismo, se debe considerar la
introduccion de genes de resistencia a determinadas condiciones ambientales adversas,
como puede ser la tolerancia a la sequia y resistencia a temperaturas elevadas (Parsons y
Howe, 1984) que presenta P. acutifolius, siendo una caracteristica importante para
introducir el cultivo de frijol comun en zonas que de otro modo seria imposible acceder.

Actualmente, se tiende al desarrollo de variedades uniformes y mas 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
dafiarian 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 investigacion agricola
aplicada, la mejora de las variedades no seria posible. Por ello, es importante la proteccion
y eficaz utilizacion de los recursos fitogenéticos, siendo necesaria su recoleccion,
conservacion en bancos de germoplasma, evaluacion, documentaciéon e intercambio y
estudios de las diferentes capacidades por genotipo asi 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).

I11.4. SIMBIOSIS Rhizobium /LEGUMINOSA

Hace mas de cien afios Hellrieger y Wilferth publicaron el descubrimiento de la
fijacién simbidtica de N, en leguminosas y desde entonces, debido a factores como la
creciente demanda de N en la agricultura, se incrementaron las expectativas de la ingenieria
genética para mejorar el desempefio de esta simbiosis (Quispel, 1988).

La fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN), es un proceso clave en la bidsfera, 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 raices (o en el tallo) de las leguminosas la formacion de estructuras especializadas,
los nodulos, 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 fijacion de por lo menos
35 millones de toneladas de nitrogeno anualmente, lo cual es altamente importante en paises de
América Tropical, en donde la deficiencia de nitrégeno es uno de los mayores factores
limitantes en la produccion 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 nddulos radiculares posee
caracteristicas similares a la enzima de las bacterias fijadoras de nitrogeno en vida libre,
incluyendo la sensibilidad al O, y la capacidad de reducir acetileno y N,. La nitrogenasa es

una proteina de gran tamafio que consiste de dos componentes, la proteina homodimérica
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que contiene Fe y es codificada por los genes nifH, y la proteina tetramérica que contiene
Fe y Mo, codificada por los genes nifD y nifK (Allaway et al., 2000).

Al ser la simbiosis un fenémeno tan complejo, la nodulacion de las leguminosas se
ve influida por un gran nimero de factores, tanto por los ambientales como genéticos.
También son importantes el nimero de nodulos, su tamafio y momento de aparicion

El aspecto de la especificidad en la relacion Rhizobium-leguminosa ha promovido el
estudio para identificar las sefiales implicadas. La primera sefial implicada en la interaccion
la provee la planta. Los rizobios son capaces de notar la presencia de la raiz de la
leguminosa por medio de moléculas de bajo peso molecular (flavonoides, isoflavonoides y
betainas) excretadas por la raiz. Este proceso tiene especificidad hasta cierto punto ya que
las leguminosas excretan flavonoides especificos para atraer a rizobios especificos. En
repuesta a la sefial de la planta los rizobios responden sintetizando otras sefales especificas,
los factores Nod, dirigidos hacia la planta hospedadora. Los genes de la bacteria implicados
en la sintesis de los factores Nod son los genes nod (nodulacion). Estos genes, a excepcion
de nodD, no se expresan si no se encuentra la sefial inductora adecuada de la planta
(Allaway et al., 2000).

Durante el proceso de simbiosis la planta también expresa proteinas especificas del
nddulo, las nodulinas. Entre ellas, la leghemoglobina tiene la funcion de aportar O, a los
bacteroides y de controlar los niveles O,. La leghemoglobina se localiza en el citosol de las
células de la planta infectada por bacteroides y es la que da el tipico color rosado de los
nddulos funcionales, mientras que el interior de estos nodulos 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 fijacion varia a lo
largo del ciclo. Es muy baja en los estadios vegetativos ya que en ese periodo son mas
importantes los aportes de N desde el suelo. No obstante, es la etapa critica para la
formacion de nodulos, la mayor tasa de fijacion bioldgica en soya se produce a partir del
comienzo de las etapas reproductivas (fin de floracién y comienzo de llenado de granos) y
que coincide con el momento de mayor demanda de nitrégeno por parte de la planta. Luego
de la etapa reproductiva la tasa de fijacién disminuye hasta hacerse totalmente nula antes
de la madurez fisioldgica. Este fenomeno ocurre porque la planta destina gran cantidad de

hidratos de C, (fuente de energia para el rizobio) hacia los granos, desactivando asi 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
patégenos (Fuhrmann y Wollum, 1989, Hynes y Zhao, 2000), sintesis de reguladores de

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

I11.5. MECANISMOS DE LAS PLANTAS A FACTORES
ADVERSOS

Los factores abidticos adversos revisten gran importancia en el proceso productivo
de las plantas, puesto que en muchos casos son determinantes para la obtencion de buenas
cosechas, por ello su estudio, identificaciéon de sus mecanismos y mejoramiento para
obtener resistencia son fundamentales.

Las condiciones climaticas de un habitat han sido siempre un filtro selectivo,
forzando ajustes en la biodiversidad del ecosistema y favoreciendo a las especies con
caracteristicas mas adecuadas a los cambios del habitat. Entre los factores adversos
abidticos mas nocivos que afectan los cultivos, esta la sequia, las heladas, la salinidad de
los suelos y las inundaciones. La sequia, es una de las limitantes mas importantes para la
sobrevivencia, sin embargo, algunas plantas han desarrollado mecanismos de defensa,
morfologicos, anatomicos, fisiologicos, fenologicos y bioquimicos que les permiten
enfrentar con relativo éxito esta adversidad. Durante la sequia, la planta sufre la
deshidratacion de sus células y tejidos, asi como de un incremento en la temperatura y no
existe un mecanismo universal de adaptacion de las plantas a la sequia. Las plantas
resistentes a la sequia 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 evolucion, bajo la influencia de las condiciones ambientales y la seleccion
natural (Henckel, 1964).

Como la sequia al igual que la salinidad, causa un desajuste osmotico se han
estudiado diversos metabolitos compatibles que permiten su reajuste. Aminoacidos como la
prolina, que se acumulan en leguminosas como soya (Glicine max) y frijol (Phaseolus

vulgaris), encontrandose una correlacion directa entre la acumulacion del aminoacido y
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tolerancia a sequia. Asimismo, se han estudiado otros compuestos organicos como inositol,
pinitol, que se acumulan en leguminosas tropicales en respuesta a la sequia, regulando la
presion osmotica para mantener el estado hidrico.

El estrés hidrico en la planta es el resultado de la reduccion en el potencial hidrico
del suelo, el cual usualmente ocurre progresivamente y la fluctuacion en la velocidad de
evaporacion, la cual ocurre con cambios diarios en radiacion neta y humedad. El
mantenimiento de la turgencia ha sido observado como una respuesta a cambios en el
potencial hidrico (Ingram y Bartels, 1996).

Existe una acumulacion de solutos durante la reduccion del potencial hidrico, cuyas
concentraciones varian de acuerdo a la especie y el tejido de la planta y tienen un papel
importante en la osmoregulacion. Los principales constituyentes son los azucares y los
aminoacidos (Morgan y Morgan, 1984). Se ha demostrado que ciertos azlcares tienen un
papel central .en la proteccion contra las sequias. La importancia de azicares solubles en la
tolerancia a este tipo de estrés en las plantas, ha sido sugerida por estudios en los cuales la
presencia de azucares particulares se correlaciona con el incremento de la tolerancia a la

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

III.6. TREALOSA

Durante varios afios los esfuerzos de investigacion 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 deshidratacion (Crowe et al., 2001).

In vitro, la trealosa es un protector efectivo contra el estrés y reduce el dafio por
congelamiento de células de plantas criopreservadas (Bhandal et al., 1985, Miiller et al.,
1995). En vista del bien documentado potencial de la trealosa para proteger las proteinas 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, aun cuando

son sujetas a cambios severos de las condiciones externas o a una completa desecacion. La
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sacarosa, que se cree reemplaza a la trealosa en las plantas superiores, se requiere en
cantidades mucho mas grandes para tener un efecto similar.

En plantas transgénicas de tabaco, a las cuales se les insert6 el gen de la trealosa-6-
fosfato sintasa, se observé una acumulacion de trealosa (0.17 mg/g™") en las hojas, dicha
acumulacion se vio relacionada con un cambio dramadtico en la resistencia de las plantas a
la sequia. Las bajas concentraciones del azticar condujeron a postular que esta actiia dentro
de un mecanismo de transduccion de sefiales hasta ahora no identificado, pero que

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

I11.6.1. Propiedades quimicas de la trealosa

La trealosa es un azucar con propiedades muy particulares constituido por dos
subunidades de glucosa, unidas mediante un enlace a-1:1 (Figura 3). Tiene un bajo punto
higroscopico, 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, asi como en elevadas temperaturas. Tiene ademds, una alta temperatura de
transicién, que en combinacidon con su bajo punto higroscopico la hacen un excelente
compuesto para la proteccion de proteinas y membranas. Adicionalmente, este azlcar
participa en la formacion del estado vitreo en organismos anhidrobiodticos, proceso
necesario para la estabilizacion de macromoléculas (Crowe et al., 1998, Crowe et al.,

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

(a—D-glucopiranosil-(1:1)-a-D-glucopiranésido)

I11.6.2. Trealosa en la naturaleza

La biosintesis de trealosa ha sido estudiada en detalle en S. cerevisiae y E. coli.
Comprende la formacion de la trealosa-6-fosfato a partir de UDP-glucosa y glucosa-6-
fosfato, reaccion 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 utilizacion de maltoheptosa como sustrato
La reaccion es catalizada por la maltoologosil y la trealosa sintasa (MTS) y la maltoologosil
trealosa hidrolasa (MTH). La MTS catalizada por una transglucosilacion intramolecular la
formacion de uniones glicosidicas a-a (1-1). La MTH hidroliza el producto de la reaccion
de la MTSasa en la unién a(1-4)entre el grupo maltoologosil y la trealosa, liberarando asi el
disacarido (De Smet et al., 2000, Maruta et al., 1996).

La hidrolisis 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 fosforilacion y seguida de la hidrolisis por accion de la enzima
trealosa-6-fosfato hidrolasa. En plantas, hongos, animales y bacterias la hidrélisis se realiza

por la enzima trehalasa (a-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 nddulos de las
leguminosas, por lo general como el carbohidrato principal (Streeter y Bhagwat, 1999). En
este rubro la asociacion de las leguminosas con Rhizobium puede jugar un papel critico en la
adaptacion y se ha observado que la simbiosis se realiza con cepas de Rhizobium resistentes a

las condiciones adversas presentes en el habitat.

I11.6.3. 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 sequia 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 periodos en condiciones de deshidratacion casi completa (Crowe et al.,
1984b).

En S. cerevisiae se demostrd que la sobrevivencia a condiciones de deshidratacion
se correlaciona con la concentracion de trealosa sintetizada por las células (Eleutherio et
al., 1993). Por ejemplo, las cepas 1412-4 D y 311 tienen diferente capacidad de sintesis y
acumulacion de trealosa, siendo de 40 mg/g' de células y 75 mgg' de células,
respectivamente. La sobrevivencia después de la deshidratacién fue de un 40% para la cepa
1412-4D y 90% para la cepa 311. Mediante la sobreexpresion 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 mas trealosa, mostrando una mayor
sobrevivencia (con diferencias de 2 4 3 unidades logaritmicas). Se demostrd que la sintesis
de trealosa, y no la sintesis de la enzima trealosa-6-fosfato sintasa, es el principal
mecanismo de resistencia a diversos tipos de estrés, como el osmético, la temperatura y la
deshidratacion.

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 creia originalmente que este tipo de
arqueobacterias usaban iones inorganicos, por ejemplo: el K, como solutos para balancear
la presion osmotica externa, pero al estudiar la estrategia de estas arqueobacterias para
sobrevivir al este estrés osmotico, se encontrd que el principal soluto era un compuesto
organico, el cual resultd ser la 2-sulfotrealosa, cuyas concentraciones se incrementan al
aumentar las concentraciones de NaCl externas. La sulfotrealosa es el primer (quizas el

unico) osmolito organico detectado en arqueobacterias halofilicas alcalifilicas.

I11.6.4. Trealosa en las plantas

En plantas la trealosa es comun 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 periodos de sequia y revive cuando el
agua es nuevamente disponible. Durante la sequia extrema, los niveles de trealosa alcanzan
el 20% del peso seco en las hojas, posiblemente protegiendo las estructuras celulares y sus
componentes de la desnaturalizacion (Goddijn y Smeekens, 1998).

Se ha demostrado claramente que el papel de la trealosa en estas plantas
cryptobioticas es la tolerancia al estrés, en particular a la sequia (Goddijn y van Dun, 1999).
La ausencia general de trealosa en las semillas y polen resistentes a la desecacion ha
sugerido que las plantas superiores han perdido la capacidad para producir trealosa (Crowe
etal., 1992).

La presencia de trealosa en angiospermas ha sido cuestionada, ya que sé6lo se ha
detectado en hojas de plantas tolerantes a la desecacion tales como Myrothamus
flabellifolius y Sporobolus stapjianu. Llamadas plantas de la resurreccion (Goddijn y
Smeekens, 1998, Miiller et al., 1995). En las hojas de M. flabellifolius se ha encontrado que
representa hasta el 19% de los azlicares después de 4 dias de deshidratacion (Bianchi et al.,

1993).
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I11.6.5. Sintesis de trealosa en sistemas simbioticos

a) Actinorrizas

Frankia, es un actinomyceto que puede formar nodulos 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. Econdmica y ecologicamente las
especies mas importantes son Alnus y Casuarina (Mellor y Rosendahl, 1994). Frankia
almacena carbohidratos en forma de glucdogeno y trealosa. La cantidad de trealosa se
relaciona inversamente con la FBN. Se cree que esto se debe principalmente a una
disminucién en la sintesis de trealosa mas que a su hidrdlisis. Los nédulos actinorricicos
contienen grandes cantidades de sacarosa, que junto con la fructosa son capaces de
mantener la fijacion de nitrégeno.

El conocimiento de la trealosa y la trealasa en los nddulos es escaso (Mellor et al.,
1992). En otros estudios, se demostré que la concentracion intracelular de trealosa en
Frankia se incrementé de 0 hasta 612 ngpg” de proteina, cuando se sometié a esta a
diferentes condiciones osmoticas. Ademas, la concentracion de trealosa interna se relaciond
de manera directa con la habilidad de sobrevivir a la desecacion, asumiendo que esta puede

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

b) Micorrizas

La micorriza es una asociacion mutualista que se establece entre la raiz de la planta
superior y ciertos hongos del suelo. Se trata de una simbiosis practicamente universal, ya
que el 95% de las especies vegetales la establecen de forma natural en habitats muy
diversos. El mutualismo supone una relacion 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 fotosintesis. Azcon-Aguilar et al. (1999) indican que el hongo coloniza biotroficamente
la corteza de la raiz, sin causar dafio a la planta, llegando a ser fisioldgica y

morfologicamente, parte integrante de dicho 6rgano.
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Los Hongos Micorricico 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 mineralizacion de materia organica es lo suficientemente rapida
para evitar su acumulacion y son abundantes bajo cualquier rango de fertilidad del suelo,
aunque el grado de colonizacidon micorricica aumenta cuando la fertilidad declina (Wilcox,
1996). Las hifas penetran las células epidérmicas de raices jovenes detrds de la region
meristematica. La penetracion de pelos radiculares es comin 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 infeccion, el hongo forma arbusculos dentro de las
células corticales

La infeccién primaria involucra interacciones en la rizdsfera entre el hongo,
huésped, suelo, clima y otros microorganismos. Sumado a las dificultades de observacion
estan la opacidad del suelo, la mezcla de poblaciones de HMA, y los cambios estacionales
en la disponibilidad de indculo.

Una vez alcanzada la superficie de la raiz, el hongo percibe un elevado estimulo
quimico, suficiente para provocar un cambio local en su patron de crecimiento original que
es ramificado con muchas dominancias apicales a uno nuevo, un patron irregularmente
septado con un reducido espacio inter hifal (Giovannetti et al., 1993, Harris, 2008).

Estos cambios facilitan la busqueda de lugares adecuados para la adhesion y
formacion del apresorio. El apresorio es reconocible por su forma globosa y la infeccion
hifal parte de ¢l. Este es capaz de penetrar entre las células epidémicas o a través de los
pelos radicales (Calvet et al., 2001, Hernandez-Dorrego, 2000).

Cuando la infeccion interna estd bien establecida, las hifas del hongo exploran un
volumen de suelo inaccesible a la raiz a través del micelio externo, aumentando la
superficie de absorcion y, por lo tanto, la captacion de nutrimentos y de agua (Calvet et al.,
1999).

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

interface la cual posee rasgos citologicos 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 via del apoplasto previa captacion por cada uno de
los socios, el flujo en masa desde los arbusculos al citoplasma es bidireccional y la planta
aumenta su capacidad fotosintética para compensar el carbono "perdido" en el hongo, un
autotrofo en muchas asociaciones simbiodticas libera hidratos de C al heterotrofo que los
almacena, en forma de polisacaridos o azucares complejos que el autdtrofo no puede
metabolizar. Estos hidratos de C complejos son trealosa y manitol (Mosse, 1973).

El papel de la simbiosis es fundamental en la captacion de nutrimentos minerales de
lenta difusion en los suelos, como los fosfatos solubles, el Zn y el Cu y se traduce en
crecimiento y desarrollo de la planta hospedera. Asi, se acepta que uno de los principales
beneficios de los hongos HMA es el de aumentar la absorcion 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 captacion de agua también puede ser aumentada por los hongos micorricicos. De
esta forma, los hongos micorricicos incrementan la eficiencia de fertilizacion (Menge et al.,
1997).

Los hongos micorricicos pueden interactuar con una amplia gama de organismos en
la rizosfera. El resultado puede ser positivo, neutral o negativo en la asociacién micorricica
0 en un componente en particular de la rizosfera, mencionan que los microorganismos
asociados con raices no micorrizadas pueden ser cualitativa y cuantitativamente diferentes
de los encontrados en raices micorrizadas (micorrizosfera).

Es probable que los exudados de raices micorrizadas sean distintas de las raices no
micorrizadas, debido al mejor estatus nutricional de la planta o por la accion directa del
hongo a los exudados, y esto afecta los microorganismos de la rizosfera y que las
micorrizas parecen ser una condicion necesaria para la nodulacion efectiva de algunas
leguminosas. Es conocido que una nodulacion efectiva depende de un adecuado nivel de P,
ya que la fijacion extra de N requiere mas P (Mosse, 1973).

Por otro lado, Herndndez-Dorrego (2000) indica que los hongos formadores de
micorrizas arbusculares producen un efecto positivo sobre las caracteristicas edaficas. Una
planta micorrizada que crece en suelos arenosos es capaz de agregar mas particulas de suelo

en sus raices por unidad de masa que una planta no micorrizada.
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La formacion de agregados del suelo puede ser un factor importante para disminuir
la erosion .ya que se ha comprobado la importancia de las micorrizas en la vida de la
planta, ayudandole a superar situaciones de estrés sobre todo en suelos degradados por
procesos erosivos, incendios forestales, laboreo excesivo, contaminacidén, sequia,
salinizacion, deficiencia de nutrimentos, etc.

Una importante cualidad de las leguminosas es su capacidad para fijar N
atmosférico y asociarse con bacterias del género Rhizobium, razon por la cual se les incluye
en rotacion con cultivos de cereales y otras no leguminosas como recuperadoras de
fertilidad. Ademas de esta cualidad, las leguminosas también se asocian en forma
simbidtica con las micorrizas; son asociaciones simbidticas entre hongos Zygomycetes y
raices de las leguminosas. Permiten a éstas una mayor absorcion de P, agua y otros
nutrimentos, ademas el hongo libera hormonas de crecimiento, colabora en la formacion de
agregados del suelo, etc.

Se ha propuesto que la concentracion de trealosa en raices es proporcional al grado
de micorrizacion (Niederer et al., 1989). En las raices de soya infectadas con Glomus
mosseae, una micorriza vesiculo-arbuscular, se incrementaron significativamente los
niveles de trealosa, asi como la actividad de trealasa. En estos casos, la trealosa de origen
fungal puede entrar a los tejidos de la planta debido a la intima relacion de la
endosimbiosis, en donde el contacto célula-célula es maés estrecho que en las
ectomicorrizas, por lo cual las micorrizas vesiculo 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 raices se increment6 a partir del dia 10, alcanzando 32 mg/ g 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 raices sin inocular no se detecto
trealosa (Schubert et al., 1992).

En las micorrizas, el metabolismo de carbohidratos y su flujo entre el huésped y el
hongo han recibido considerable atencion. Aunque el movimiento de C ha sido demostrado,
se conoce poco de la naturaleza de las moléculas que son intercambiadas. El concepto mas
simple de transporte bidireccional involucra Pi y carbohidratos solubles, con la adicién de

N organico 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
simultaneo de otros iones.

La distribucion de ATPasas en las membranas plasmaticas de las células de la raiz y
los arbusculos, 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 detectd y su concentracion fue de 1.42 mg'g”’ de peso fresco, lo que representd el
94% del total de los carbohidratos. Asimismo, en raices de otras plantas micorrizadas, el

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

¢) 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 nodulos de los miembros de Papilionaceae
y Caeslpinaceae tienen trealosa, no se han analizado miembros de Mimosoideae (Farias-
Rodriguez, 1998).

En los nodulos, la trealosa parece no ser una fuente de energia importante para la
FBN, ya que hasta el 80% de la trealosa se recupera en la fraccion citosolica vegetal
Ademas, la gran variacion en la acumulacion de trealosa por las diferentes cepas parece
argumentar en contra del uso de este disacarido en el metabolismo energético del nddulo.

Aunque el papel de la trealosa en la simbiosis Rhizobium/leguminosa aun no es muy
claro, basdndose 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 hidrico (Burleigh y

Dawson, 1994, Farias-Rodriguez et al., 1998), la osmoregulacion (Breedveld et al., 1991).
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I11.6.6. Mecanismo de accion de la trealosa

Entre los diferentes tipos de estrés que pueden afrontar los organismos, la
deshidratacion es el mas comun y el mejor entendido. Los principios fisicos del mecanismo
del dafio por una extrema deshidratacion 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 caracteristicas comunes. Una de estas
caracteristicas es la acumulacion de azucares sobresaliendo la trealosa (De Araujo, 1996).

La trealosa en un disacarido encontrado en altas concentraciones (>20% del peso
seco) en muchos organismos que naturalmente sobreviven a la deshidratacion. Tales
organismos incluyen, por ejemplo, levaduras, plantas de la resurreccion, quistes de algunos
crustaceos, muchas bacterias, y algunos animales microscopicos (Crowe y Crowe, 2000).
La acumulacion de grandes cantidades de trealosa por las células anhidrobidticas se ha
relacionado directamente con esta tolerancia.

El mecanismo por el cual la trealosa media la tolerancia a la desecacion no ha sido
completamente determinado, pero parece involucrar efectos sobre proteinas y membranas
(Guo et al., 2000). La "hip6tesis del reemplazo de agua", es la mas aceptada para explicar
el mecanismo de accion 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 dafio causado durante la deshidratacion. En las
membranas, la trealosa reemplaza a las moléculas de agua alrededor de las cabezas polares
de los fosfolipidos en el estado de desecacion.

Los ocho grupos hidroxilo de la trealosa son capaces de formar puentes de
hidrégeno con los grupos carbonil o fosfato de los lipidos, de tal manera, se cree que este
azlcar ocupa un espacio entre las moléculas de lipidos (Crowe et al., 1984b, Crowe y
Crowe, 1992, Mazzobre et al., 1997, Potts, 1994). La trealosa puede disminuir la
temperatura de la fase de transicion de la membrana, de tal manera que permanece en un
estado cristalino liquido.

Se supone que esto previene el rompimiento de la membrana durante la
rehidratacion, por lo tanto preservando la viabilidad de las células. Adicionalmente, la

trealosa tiene una alta temperatura de transicién vitrea, el cual se define cuando la
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viscosidad del citosol alcanza un punto en el cual se evita la difusion del agua, y la solucién
asume las propiedades mecanicas de un plastico solido.

Los beneficios de la formacion de este estado para un organismo que enfrenta
condiciones de deshidratacion son muchos. Dicho estado excluye las reacciones quimicas
que requieren difusion. Lo anterior asegura la estabilidad de la célula durante el periodo de
latencia, previene el colapso de las células, permiten la continuidad de los puentes de
hidrégeno en la interfase entre el citosol vitreo y la membrana hidrofilica de las células
(Williams y Leopold, 1989, Koster y Leopold, 1988, Mazzobre et al., 1997).

La sequia incide directamente en la fusion y en la fase de transicion lipidica. Se ha
demostrado que la trealosa inhibe la fusién entre vesiculas, pero que dicha inhibicion
aparentemente no es suficiente para preservarlas. Por esta razon, se ha propuesto que la
estabilizacion observada puede ser explicada si se analizan las fases de transicion. Cuando
las membranas fosfolipidicas estan 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 transiciéon. Bajo estas
condiciones, los lipidos se encuentran en una fase de gel, permitiendo que las membranas
se dafien al momento de la rehidratacion, ya que ocurre separacion 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 transicion, permitiendo asi que los lipidos se
mantengan en un estado cristalino en ausencia de agua (Crowe et al., 1992, Leslie et al.,
1995, Potts, 1994).

Con respecto a las proteinas, se ha demostrado que la trealosa inhibe su
desnaturalizacion mediante la exclusion del agua de la superficie de la proteina cuando las
células estan deshidratadas, probablemente reemplazando las moléculas de agua que
contribuyen al mantenimiento de un plegado adecuado en la estructura de la proteina,
interactuando mediante puentes de hidrogeno de sus grupos OH y los residuos polares en
las proteinas manteniendo la estructura terciaria de estas y evitando por lo tanto su

desnaturalizacion.
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Asi, la trealosa preserva las membranas y proteinas en un estado fisico similar a las
condiciones cuando estdn completamente hidratadas, sugiriendo que los grupos hidroxilos
de la trealosa pueden interactuar fisicamente con los residuos polares de estos componentes

celulares (Crowe y Crowe, 2000).

I11.6.7. La trealosa en la tolerancia al estrés hidrico en las plantas de
frijol

La produccion de frijol en México se da principalmente bajo condiciones de
temporal, donde se tienen altas posibilidades de que el cultivo se encuentre bajo sequia.
Adicionalmente, el frijol es una planta C-3 lo cual la ubica como altamente sensible a la
sequia. Sin embargo, diferentes estudios en México sugieren que esta planta posee un
mecanismo de tolerancia a la sequia (Farias-Rodriguez, 1998).

El frijol en México se cultiva desde hace 6000 a 7000 afios y la evolucion de esta
especie probablemente ha sido paralela a la de su correspondiente microsimbionte, por lo
cual existe gran diversidad de cepas nativas de Rhizobium. Ademas, el frijol se cultiva
practicamente en todo el pais y la poblacion de cepas nativas es alta en todos los suelos de
México, especialmente en las regiones productoras de frijol, donde las poblaciones de
rizobios nativos ascienden hasta 10° células ' suelo, con predominio de cepas inefectivas
(Castellanos et al., 1995).

Adicionalmente, estudios en donde se propuso la seleccion de cepas de alta
competitividad, indican que solamente en cuatro de cada diez experimentos la inoculacion
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 explicacion a lo anterior es que la
cooperacion metabdlica entre los simbiontes pueda ir mas alla de la FBN (Long, 1989,
Quispel, 1988).

Asi, la indicacion de que la nodulacion y la acumulacion de trealosa en las
leguminosas puede tener un papel en la tolerancia a la sequia, proviene de las
observaciones de plantas sin inocular de varios cultivares de frijol, las cuales exhiben una
pobre tolerancia a la sequia. Sin embargo, los cultivares Canario y F38, al ser nodulados

con cepas nativas, mostraron altas concentraciones de trealosa (0.5 y 3.1 mgg”" nodulo
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respectivamente). Las concentraciones de trealosa en los nddulos se incrementaron bajo
condiciones de sequia (3.4 y 10.4 mg'g" nédulo) y estos cultivares mostraron una excelente
resistencia a la sequia. Contrariamente, en los nddulos del cultivar Flor de Mayo Bajio la
acumulacion de trealosa bajo riego fue de 0.9 mg'g”' nédulo, estos niveles no aumentaron
significativamente en la sequia (1.6 mgg"' noédulo) mostrando una alta sensibilidad al
estrés. Esta es la mejor prueba hasta ahora, que la produccion simbidtica de trealosa puede
beneficiar a la planta hospedera incrementando su tolerancia al estrés (Farias-Rodriguez,
1998).

Resulta de especial interés para nuestro pais el género Phaseolus dada la
importancia de este cultivo para un amplio sector de nuestra sociedad donde se ha
encontrado que pardmetros como el peso seco no son afectados por el agobio hidrico (50 y
30% de capacidad de campo), aunque algunos otros como el nimero de nodulos y la
actividad nitrogenasa si son afectados (Ramos et al., 1999).

Ademas se ha puntualizado, que algunas especies de Rhizobium son efectivas en
virtud de su alta capacidad competitiva y de movilidad en suelos aridos.

Estos resultados sugieren que la nodulacion, crecimiento y FBN en varias
leguminosas de importancia agricola 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 informacion de la produccion
de trealosa en variedades de frijol silvestre y aun no se han explorado la influencia de
hongos micorricico 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 aridas 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 hidrico .
Lo anterior podria derivar en una tolerancia mayor en su conjunto, que en cada uno de los

factores involucrados de manera individualizada. Por ello planteamos la siguiente hipdtesis.
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IV. HIPOTESIS

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

tolerancia hidrica, son afectados por la coinoculacion con micorrizas

38



V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la coinoculacion Rhizobium — Glomus en el contenido de
trealosa en dos variedades cultivadas y 3 especies silvestres de frijol bajo dos regimenes de

riego.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar el efecto de la coinoculacion Rhizobium — Glomus sobre la acumulacion de
trealosa en nodulos de genotipos de frijol.

2. Determinar el efecto del estrés hidrico sobre la acumulacién de trealosa en plantas de
frijol inoculadas con Rhizobium y Glomus,bajo dos regimenes de humedad.

3. Correlacionar el efecto de la acumulacion de trealosa sobre diferentes pardmetros

agronomicos, en frijol sometido a estrés hidrico.

39



VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. MATERIAL BIOLOGICO

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 Microbiologia Ambiental
del Departamento de Biotecnologia y Bioquimica del CINVESTAV Unidad Irapuato, los
cuales fueron colocadas en cajas de Petri conteniendo extracto de levadura manitol
(ELMA) ¢ L' K,HPO, 0.5, MgSO,4-7H,0 0.2, NaCl 0.1, extracto de levadura 1, manitol
10, agar bacterioldgico 18 (pH 7). Las placas se incubaron a 30 °C por 48 h.

Se realiz6 un cultivo “stock” de cada una de los aislados mediante la inoculacion del
rhizobio en 200 mL de medio 20-E liquido g L KH,PO,4 0.068, K,HPO,4 0.087,
MgSO4-7H,0 0.37, CaCl-2H,0 0.074, KNO3 0.506, FeSO4-7H,0 0.007, EDTANa, 0.009,
Manitol 1.82, Extracto de levadura 2, glicerol 3.6 mL), incubandose a 30°C por 48 h y una
agitacion orbital constante de 100 rpm. Una vez en fase logaritmica (~10” células) se
tomaran alicuotas de 1 mL para preparar series de 20 tubos (1.5 mL) de cada una de las

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

b) Micorrizas
El in6culo de esporas de Glomus intraradicces fueron donados por el Dr. Javier A.

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

Suelo-Microorganismo del Instituto de [IQB de la UMSNH.

VI.2. PREPARACION DE INOCULANTES

Los indoculos de Rhizobium utilizados se prepararon partiendo del “stock”
preparado previamente., primeramente se generd un preindculo (activacion de la bacteria)

tomando una alicuota de 50 pL del stock correspondiente, esta se inoculd en un tubo de
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ensaye con 10 mL de medio ELMA. Se incub6 a 30 °C por 48 h y en agitacion de 100 rpm.
Para la inoculacion de las plantas se adiciond 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 agitacion de 100 rpm. Transcurrida la incubacion se realizé un analisis
microscopico y de morfologia colonial para comprobar que las caracteristicas 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 elimind el
sobrenadante y la pastilla celular se resuspendio en 10 mL de “Buffer” de fosfatos estéril, el
in6culo se centrifugd y resuspendi6 de manera similar otras dos veces. Finalmente las
semillas y las plantas fueron inoculadas con esta suspension de bacterias (~10°  células

mL™).

VI.3. SEMILLAS Y DESINFECCION

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, Agricolas 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 Sofia Bayuelo Jiménez del
Instituto de Investigaciones Agricolas 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 DESINFECCION

Como sustrato se utilizo arena y suelo franco arcilloso en una proporcion 3:1 la
arena fue previamente lavada y se esterilizd al igual que el suelo por medio de calor
himedo durante intervalos de 1 h por tres repeticiones (120 °C/15 Ib) con intervalos de
aireacion seguido de una permanencia en la estufa con calor seco a 120 °C por 24 h.

Los recipientes utilizados fueron macetas de plastico 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 INOCULACION 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
germinacion de por lo menos 1 semilla por maceta. Al momento de la siembra, se efectuo la
inoculacién con un cultivo liquido (PY) de Rhizobium utilizando para ello 1 mL"'/semilla a
una densidad de 10° ufc/mL™. En los tratamientos inoculados con micorrizas se realizé
adicionando 1.0 mL de una suspension con esporas de Glomus intraradicces en el
momento de la siembra antes de cubrir la semilla con el sustrato, realizandose una segunda
inoculacién a la emergencia del epicotilo.

Se realiz6 un tratamiento sin indculo al cual se le adicion6 al sustrato previamente
esterilizado Urea como fuente de N de acuerdo a la dosis recomendada para la fertilizacion
nitrogenada del cultivo de frijol en una proporcion 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 retencion del sustrato, de acuerdo a una prueba
determinada previamente y cuyo promedio fue de aproximadamente 40 mL de agua/100g
de sustrato cada tercer dia.

Se les retird totalmente el riego a partir del inicio de la etapa R7 (floracion), en cada
uno de los genotipos estudiado y sometidos a estrés hidrico regando unicamente los

tratamientos de riego.

VI.7. DETERMINACION DE LA ACUMULACION DE
TREALOSA

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la nodulacion sobre la
acumulacion de trealosa en nddulos, raiz, tallo, hoja y semilla, para lo cual se realiz6 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 solucion de hipoclorito de sodio (10 %) por
5 min, lavadas repetidamente con agua estéril. Posteriormente, las semillas fueron
inoculadas sumergiéndolas 1 h en un solucion de Rhizobium en fase estacionaria (~10°
células mL") 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 pléstico 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 solucién de hipoclorito de sodio 30 %, y enjuagadas con agua destilada
estéril. La arena lavada y tamizada fue colocada en autoclave y esterilizada por calor
hiimedo a 120 °C por 1 h, por tres dias 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 dia con agua corriente y 1 semana antes del muestreo inicial con
solucion nutritiva Jensen. Para los tratamientos inoculados con Rhizobium se utilizo
solucion Jensen libre de N, mientras que para los controles se utilizd solucion Jensen
adicionada con KNO; 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
plantulas con 10 mL de solucion 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 nodulacion, asi como de los controles.

Al inicio de la fase R7 (inicio de floracion) se realiz6 la primera colecta de planta
completa y se dejaron de regar los tratamientos que se sometieron a sequia y se tomaron
muestras cada 8 dias de planta completa para determinar las variables fisiologicas y

agronomicas.
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VI.8. EXTRACCION DE AZUCARES SOLUBLES

La extraccion de aztcares totales solubles se realizo en los diferentes tejidos de las

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

Nodulos

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 nddulos
fueron molidos adicionando 500 pL de etanol 80 %. Posteriormente, se adicioné 1 mL de
etanol y se homogeniz6. Lo viales con la muestra fueron incubados a 95 °C por 30 minutos,
y centrifugados a 15000 rpm por 15 min. Se recuper6 el sobrenadante y a la pastilla se le
adicion6 1.5 mL de etanol 80 % y se repitid el proceso otras dos veces. Al final, las tres
fracciones se combinaron y fueron evaporadas a sequedad mediante rotavapor. Los s6lidos
resultantes fueron recuperados en 1 mL de etanol 80 % y almacenados a 4 °C hasta ser

procesados.

Raiz, Tallo, Hoja:

La extraccion de azicares solubles en estos tejidos se realizd de manera similar. Al
ser colectada la planta se separ6 en partes y se pesoO 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 gy se procedio a realizar la extraccion de azlcares
(3 repeticiones). La muestra (1 g) de tejido fue colocada en tubos de ensaye de 50 mL,
adicionandoles 20 mL de etanol al 80 %. Se incubaron a 95 °C por 30 min y se
centrifugaron 15 min a 15000 rpm. Se recuper?6 el sobrenadante y a la pastilla se le adiciono
20 mL de etanol 80 % y se repitio la extraccion otras dos veces. Al final el extracto se

evapor6 en rotavapor y los solidos se recuperaron en 1 mL de etanol 80 %.

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

analizados. Se elimind la cuticula 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 pesd 1g en tubos de ensaye a los cuales se
les adicion6 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 recuper6 el
sobrenadante y la pastilla se reextrajo de manera similar otras dos veces. Las fracciones
colectadas se evaporaron en rotavapor hasta sequedad. Los solidos se resuspendieron en 1

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

VI.9. CUANTIFICACION DE TREALOSA

El analisis de trealosa se realizd6 mediante la técnica de extraccion para azicares
totales solubles, mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC,
HP6850; MS, HP5873), para lo cual los extractos fueron derivatizados para obtener la
forma aldonitrilo-peracetilada de los azicares de acuerdo a Macias et al. (2000). La
derivatizacion se realizd en campana de extraccion de la siguiente manera: A partir del
extracto etanolico obtenido de la fase anterior, se transfirio 100 plLde cada una de las
muestras a rectiviales de 2 mL (Alltech.). Se adicionaron 25 ug de perseitol (estandar
interno) y se evaporé a sequedad a 65°C y flujo de N», los s6lidos fueron resuspendidos en
I mL de diclorometano y evaporados a sequedad, nuevamente bajos las mismas
condiciones, €ste proceso se realizd un total de tres veces. Posteriormente ,a la muestra se le
adicion6 una solucion de piridina/cloruro de hidoxilamina (3 mL x 53 mg v/w) preparada al
momento del andlisis. La muestra fue sonicada por 30 minutos, después se agito en vortex y
se incubo 1 h a 85°C (agitandose nuevamente a los 30 min). Trascurrido este tiempo se dejo
enfriar y se adiciondé 1 mL de anhidro acético y 500 puL de piridina y se incubd 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 agitd en
vortex y se dejo reposar hasta la separacion de las fases acuosa y organica. Posteriormente,
se elimind la fase acuosa y a la muestra se le adicioné 1 mL de agua desionizada y se agitd
nuevamente (este proceso de lavado se realizd en total 10 veces). Al eliminarse la ultima
fase acuosa, la fase organica 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 evaporo a sequedad y las muestras fueron almacenadas
hasta su analisis. Adicionalmente, el estandar de trealosa fue derivatizado de la misma
manera con la finalidad de obtener el espectro de masas y tiempo de retencion especifico
de cada compuesto. Para el analisis por GC-MS, los azucares derivatizados fueron
resuspendidos en 100 uL de cloroformo grado espectrofotométrico. Las condiciones de

corrida fueron las siguientes:

Inyeccion. 1 pL con split 2:1.
Inyector: 300 °C.

Columna: HP-5MS.

Gas acarreador: Helio.

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

Horno: 300°C
/ 270°C 5 min
6°C min’
150°C 1
Corrida (38 min) Postcorrida

Detector: 300°C.

La identificacion de trealosa se realizd mediante la comparacion con los espectros
de masas de los estandares. La cuantificacion se realizd en base al area bajo la curva

obtenida a partir de los cromatogramas.
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VI.10. DETERMINACION DE PARAMETROS
AGRONOMICOS

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

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

Biomasa

A cada planta se le determin6 peso fresco y peso seco de cada uno de los o6rganos,
raiz, tallo, hoja y nddulos en una balanza analitica (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 (Cardenas-Navarro et al., 1998).

Contenido relativo de agua en hojas (CRA)

El CRA se desarroll6 de acuerdo al método descrito por Turner, (1986) tomando
con un sacabocados 3 muestras de hoja de 2 mm de didmetro por planta. Los discos fueron
pesados en fresco y colocados en agua destilada estéril durante 4 hs. Una vez transcurrido
ese tiempo, se midid peso turgente en fresco y fueron secados en un horno a una
temperatura de 75 °C durante 4 hs. Posteriormente, se determin6 el peso seco de los discos
en una balanza analitica. La determinacion de CRA se efectué por medio de la siguiente

relacién matematica 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 Turgido
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VI1.11. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE
MICORRIZACION EN RAICES

Las raices fueron lavadas con agua y cortadas en segmentos de 0.5 a 1 cm. Y se
procedio a la determinacion del porcentaje de colonizacidn micorricica, el cual se evalud
mediante el clareo (KOH 10 %), acidificacion (HCI) y tincidn de raices con azul de Tripano
de acuerdo a la técnica descrita por Phillips y Hayman (1970), en combinacién con la
técnica de interseccion de segmentos colonizados descrita por McGonigle et al. (1990), la
cual permite evaluar el porcentaje de colonizacion correspondiente a cada una de las

estructuras formadas durante la simbiosis: arblsculos, hifas y vesiculas.

VI.12. PREPARACION DE MUESTRAS PARA MICROSCOPiIA
ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Para la observacion de muestras en microscopia electronica de barrido se utilizo la
técnica de fijacion con glutaraldehido y deshidratacion alcohodlica a diferentes
concentraciones, para posteriormente aplicarle un bafio metalico de cobre, oro 6 plata y ser
entonces las muestras observadas y analizadas en el microscopio electronico de barrido Jeol

6400 perteneciente al Instituto de Investigaciones Metaltrgicas de la UMSNH.

V1.13. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental fue un Disefio 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 Acumulacion de trealosa,

area foliar, biomasa, contenido relativo de Agua (CRA) y % de micorrizacion (Tabla 2 y 3).
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Tabla 2. Disefio experimental

GENOTIPOS TRATAMIENTOS FACTORES | REPETICIONES | MACETAS
Rhizobium 3 6
Glomus intraradicces | Riego 3 6
Phaseolus vulgaris. Rhizobium/Glomus 3 6
Fertilizado (N) Sequia 3 6
Testigo 3 6
Rhizobium 3 6
Glomus intraradicces | Riego 3 6
Phaseolus vulgaris cv. | Rhizobium/Glomus 3 6
Flor de mayo Fertilizado (N) Sequia 3 6
Testigo- 3 6
Rhizobium 3 6
Glomus intraradicces | Riego 3 6
Phaseolus acutifolius. Rhizobium/Glomus 3 6
Fertilizado (N) Sequia 3 6
Testigo 3 6
Rhizobium 3 6
Glomus intraradicces | Riego 3 6
Phaseolus vulgaris cv. | Rhizobium/Glomus 3 6
Pinto saltillo Fertilizado Sequia 3 6
Testigo 3 6
Rhizobium 3 6
Glomus intraradicces | Riego 3 6
Phaseolus filiformis. Rhizobium/Glomus 3 6
Fertilizado (N) Sequia 3 6
Testigo 3 6

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

GENOTIPOS TRATAMIENTO | FACTORES | Muestreo | No. de
(Dias) Macetas

Phaseolus vulgaris. 0 3
Phaseolus vulgaris cv. Flor de mayo Riego 8 3
Phaseolus acutifolius. Rhizobium 16 3
Phaseolus vulgaris cv. Pinto saltillo 0 3
Phaseolus filiformis. Sequia 8 3

16 3
Phaseolus vulgaris. 0 3
Phaseolus vulgaris cv. Flor de mayo | Glomus Riego 8 3
Phaseolus acutifolius. intraradicces 16 3
Phaseolus vulgaris cv. Pinto saltillo 0 3
Phaseolus filiformis. Sequia 8 3

16 3
Phaseolus vulgaris. 0 3
Phaseolus vulgaris cv. Flor de mayo Riego 8 3
Phaseolus acutifolius. Rhizobium/Glomus 16 3
Phaseolus vulgaris cv. Pinto saltillo 0 3
Phaseolus filiformis. Sequia 8 3

16 3
Phaseolus vulgaris. 0 3
Phaseolus vulgaris cv. Flor de mayo Riego 8 3
Phaseolus acutifolius. Fertilizado (N) 16 3
Phaseolus vulgaris cv. Pinto saltillo 0 3
Phaseolus filiformis. Sequia 8 3

16 3
Phaseolus vulgaris. 0 3
Phaseolus vulgaris cv. Flor de mayo Riego 8 3
Phaseolus acutifolius. Testigo 16 3
Phaseolus vulgaris cv. Pinto saltillo 0 3
Phaseolus filiformis. Sequia 8 3

16 3

Disefio Nivel de Estudio Repeticiones por Genotipo Total de plantas
DCA 5X3 90 450
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VI.14. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico fue realizado mediante el programa STATISTICA data
analysis software system (version 7.0, StatSoft Inc. Tulsa.) Evaluados mediante un disefio
completamente al azar de significancia (p< 0.1, 0.05, y 0.01). Usando un anélisis factorial

de varianza (ANOVA) y pruebas de comparacion de medias (Tukey).
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VII. RESULTADOS

VII.1. ACUMULACION DE TREALOSA EN PLANTAS DE
FRIJOL SOMETIDAS A ESTRES HIDRICO

VIIL.1.1. Trealosa en nodulos

VII.1.1.1. Phaseolus vulgaris P1325687

En este genotipo, se pudo observar que a los 8 dias del estrés por sequia la
acumulacion de trealosa increment6 de 4.5 g hasta 7.2 g, llegando a los 9.3 g a los 16
dias de tratamiento (Figura 4). En las plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus, la
concentracion de trealosa también incrementé a los 8 y 16 dias, desde 2.4 hasta 3.0 g, en

comparacion a las plantas control.
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10 Tratamientos

B Rhizobium inoculados
(con estreés)

B Rhizobium inoculada
(control)

B Rhizobium + Glomus
coinoculadas (con estres)

mg. Trealosa / g. p. s. de nédulo

Rhizobium + Glomus
(control)

Tiempo (Dias bajo estrés)

Figura 4. Acumulacion de trealosa en nddulos de P. vulgaris P1325687 inoculado y coinoculado
con G.intraradiccses y Rhizobium. A las plantas sometidas a sequia se les suspendié la aplicacion
de agua y se cuantifico trealosa en los nodulos a los 8 y 16 dias. Letras diferentes indican
diferencias significativas (Tukey p<0.05).

VIL.1.1.2. Phaseolus vulgaris Flor de Mayo M38

Bajo estrés hidrico los niveles de trealosa en los nodulos de plantas inoculadas con
Rhizobium se incrementaron de 2.8 g a 3.1 mg a los 16 dias de tratamiento, comparado
con el control donde los niveles de trealosa se mantuvieron constantes, en promedio 2 g
(Figura 5). Por otra parte, en los tratamiento coinoculados con Rhizobium y Glomus, en
condiciones de sequia, no se observo incremento en las concentraciones de trealosa ya que
los valores se mantuvieron constantes (en promedio 1 g') y similares estadisticamente al

control.
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Tratamientos

B Rhizobium (con estreés)

B Rhizobium (control)

B Rhizobium + Glomus
(con estreés)

mg. Trealosa / g. p. s. de nddulo

Rhizobium + Glomus
(control)

Tiempo (Dias bajo estrés)

Figura 5. Acumulacion de trealosa en nddulos de P. vulgaris cv. Flor de Mayo M38 inoculado y
coinoculado con G.intraradiccses y Rhizobium. A las plantas sometidas a sequia se les suspendio la
aplicacion de agua y se cuantifico trealosa en los nddulos a los 8 y 16 dias. Letras diferentes indican
diferencias significativas (Tukey p< 0.05).

VIL.1.1.3. Phaseolus acutifolius P40142

Para P.acutifolius se obtuvieron valores iniciales de 2.3 g trealosa, en el
tratamiento inoculado solo con Rhizobium y en condiciones de estrés (Figura 6). Sin
embargo, a los 8 dias de estrés se observaron incrementos hasta de 4 g de trealosa y una
disminucioén de 2.3 g'1 a los 16 dias. El tratamiento coinoculado con Rhizobium y Glomus,
bajo estrés, presentd niveles iniciales de trealosa de 0.8 g, observandose después un
incremento significativo de 2.5 g a los 8 dias. Estos niveles se mantuvieron igual a los 16
dias de tratamiento. Por otra parte, en los tratamientos control coinoculados, las diferencias
observadas en las concentraciones de trealosa, en los nodulos, no fueron estadisticamente

significativas.
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Tratamientos

4.5

B Rhizobium (con estreés)

B Rhizobium (control)

B Rhizobium + Glomus
(con estres)

mg. Trealosa / g. p. s. de nédulo

Rhizobium + Glomus
(control)

Tiempo (Dias bajo estrés)

Figura 6. Acumulacion de trealosa en nodulos de P. acutifolius P40142 inoculado y coinoculado
con G.intraradiccses y Rhizobium. A las plantas sometidas a sequia se les suspendio la aplicacion
de agua y se cuantifico trealosa en los nodulos a los 8 y 16 dias. 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 nodulos de P. vulgaris cv. Pinto Saltillo en
plantas inoculado y coinoculadas con Rhizobium y Glomus se increment6 conforme
transcurrid el tiempo, como respuesta al estrés hidrico. (Figura 7). Concentraciones de
trealosa de 4.2 mg se elevaron a 6 g a los 8 dias y hasta 7 g”' a los 16 dias del tratamiento.
En los nédulos de las plantas coinoculadas, con Rhizobium y Glomus, se observaron
valores de trealosa que fluctuaron desde 2 g, al inicio del tratamiento, hasta 5 g a los 8
dias y 6.5 g de trealosa a los 16 dias en los nodulos de las plantas sometidas a estrés

hidrico.
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Figura 7. Acumulacion de trealosa en nodulos de P. vulgaris cv. Pinto Saltillo inoculado y
coinoculado con G.intraradiccses y Rhizobium. A las plantas sometidas a sequia se les suspendio la
aplicacion de agua y se cuantifico trealosa en los nodulos a los 8 y 16 dias. Letras diferentes
indican diferencias significativas (Tukey p< 0.05).

VII.1.1.5. Phaseolus filiformis p1535309

En P. filiformis los valores de trealosa en nddulo de las plantas sometidas a estrés
hidrico e inoculado con Rizobium variaron de 4.2 g' a 5.7 g' a los 8 dias, llegando hasta
7.3 g de trealosa a los 16 dias de experimentacion. (Figura 8). En el tratamiento sin estrés
(control) inoculado con Rhizobium las concentraciones de trealosa se mantuvieron sin
cambio, con valores de 4 g' a 5 g"'. Por otra parte, En el tratamiento coinoculado con
Rhizobium y Glomus, bajo estrés hidrico, las concentraciones de trealosa se incrementaron
de 0.8 g’ a2.6 g’ alos 8 dias, llegando a 7.2 g a los 16 dias, mientras que en el

tratamiento control no se observaron diferencias significativas en el transcurso del ensayo.
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Figura 8. Acumulacion de trealosa en nodulos de P. filiformis p1535309 inoculado y coinoculado
con G.intraradiccses y Rhizobium. A las plantas sometidas a sequia se les suspendié la aplicacion
de agua y se cuantifico trealosa en los nodulos a los 8 y 16 dias. Letras diferentes indican
diferencias significativas (Tukey p< 0.05).

VIIL.1.2. Acumulacion de trealosa en raiz

La trealosa solamente se detectd en las raices noduladas, previamente inoculadas
con Rhizobium bajo condiciones de riego normal y agobio hidrico (Tabla 4). No se detecto
trealosa en las raices inoculadas solo con Glomus, fertilizado y testigo ni en la
coinoculacion con Rhizobium y Glomus

En condiciones de estrés hidrico, la concentracion de trealosa/g.p.s en la raiz de
P.vulgaris fue de 30 pg al inicio del muestreo, 46 pg a los 8 dias y 55 pg a los 16 dias.

Para P.acutifolius el contenido de trealosa fue de 18ug al inicio del muestreo, 30 pg

a los 8 dias y 40 ng a los 16 dias.
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Para P. filiformis la acumulacion de trealosa fue de 35 al inicio del muestreo, 44
ug a los 8 dias y un maximo de acumulacioén de 58 pg de trealosa a los 16 dias de estrés
hidrico

Para el cv. Flor de mayo el contenido de trealosa fue de 10 pg al inicio del
muestreo y se incremento a 15 pg a los 8 dias manteniéndose asi hasta los 16 dias no
mostrando diferencia significativa entre los tres muestreos, de manera similar en el cv.
Pinto Saltillo, se detectd una acumulacion de trealosa de 21 pg al inicio, 28 pg a los 8 dias
y de 32 ug de trealosa a los 16 dias, no encontrandose diferencia significativa entre los tres
muestreos.

Las concentraciones de trealosa fueron mayores en condiciones de sequia 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 raices de genotipos de frijol previamente inoculado con
Rhizobium, bajo estrés hidrico

GENOTIPO 0 dias 8 dias 16 dias
P. vulgaris C 22 a 22 a 23 a
S 30a 46 b 55b
P. acutifolius C 19a 20a 20a
S 18 a 30b 40b
P. filiformis C 33a 36 a 33a
S 35a 44 a 58 b
P.vulgariscv. Florde C 9a 10a 10a
Mayo S 10a 15a 15a
P.vulgaris cv. Pinto C 20 a 20 a 19a
Saltillo
S 21a 25a 32a

C= CONTROL S=SEQUIA

Los valores son en pg 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 andlisis de trealosa en tallo, en todos los genotipos de los diferentes

tratamientos y bajo las dos condiciones, no se encontrd trealosa en ningiin genotipo.

VII.1.4. Trealosa en hojas

No se observaron diferencias significativas en los tratamientos y unicamente se
detecto trealosa en los tratamientos inoculados con Rhizobium y coinoculado con
Rhizobium y Glomus (Tabla 5). Encontrando una mayor cantidad de azucar en los

tratamientos inoculados solo con Rhizobium y en condicion de sequia.
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Tabla 5. Contenido de trealosa en hojas de plantas de frijol inoculadas con Rhizobium y Glomus
bajo dos regimenes de riego

GENOTIPO INOCULADO COINOCULADO
(Rhizobium) (Rhizobium y Glomus)
P. vulgaris C 6a Ja
S 9a S5a
P. acutifolius C 7a 4a
S 9a S5a
P. filiformis C 7a 6a
S 9a 7a
P. vulgaris cv. Flor de C S5a 3a
Mayo S 6a S5a
P. vulgaris cv. Pinto Saltillo C S5a 4a
S 9a 6a

C=CONTROL  S=SEQUIA

Los valores son en pg 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

VIIL.1.5. Acumulacion de trealosa en semilla

Los resultados del experimento mostraron que Unicamente en las semillas
provenientes de las plantas inoculadas con Rhizobium (noduladas) y en las coinoculadas
Rhizobium-Glomus (nodulado-micorrizado) se acumul6 trealosa. (Tabla 6). Siendo mayor
la acumulacion de trealosa en las semillas de plantas previamente inoculadas con
Rhizobium y bajo la condicién de sequia que la concentracion de trealosa detectada en
semillas de plantas previamente coinoculadas con Rhizobium y Glomus.

En P. vulgaris, el contenido de trealosa maximo fue de 45 ug en las semillas de
plantas inoculadas solo con Rhizobium y bajo sequia, mientras que las coinoculadas
presentaron una acumulacion de trealosa de 22 pg

Las semillas de plantas de P. acutifolius inoculadas con Rhizobium y bajo estrés
mostraron una mayor acumulacion de trealosa (36 pg) que las semillas provenientes de

plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (19 ng)
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Para P.filiformis se present6 la mayor acumulacion de trealosa en semillas de
plantas que fueron crecidas bajo condiciones de estrés hidrico, con valores de 50 pg en los
tratamientos previamente inoculacion con Rhizobium, en comparacion a lo observado en
los tratamientos previamente coinoculados con Rhizobium y Glomus, donde se

cuantificaron concentraciones de trealosa de 34 pg.

En las semillas de P. vulgaris cv. Flor de Mayo no se observo diferencia
significativa en el contenido de trealosa. Sin embargo, se observd como tendencia una
mayor concentracion 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 concentracion de trealosa (45 pg) que
las semillas de plantas que fueron coinoculadas con Rhizobium y Glomus, donde se

observaron valores de 25 pg.
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Tabla 6. Acumulacion de trealosa en semillas de genotipos de frijol inoculados con Rhizobium y
coinoculados con Rhizobium y Glomus de plantas sometidas a estrés hidrico

INOCULADO COINOCULADO
(Rhizobium) (Rhizobium y Glomus)
P. vulgaris C 22 a 17a
S 45b 22a
P. acutifolius C 23 a 15a
S 36b 19a
P. filiformis C 22 a 18a
S 50b 34a
P. vulgaris cv. Flor de Mayo C 15a 10a
S 10b 4a
P. vulgaris cv. Pinto Saltillo Cc 26b 13a
S 45 b 25a

C=CONTROL S=SEQUIA

Los valores son en pg 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)

VIL.2. AREA FOLIAR DE FRIJOL SOMETIDO A DIFERENTES
TRATAMIENTOS DE INOCULACION Y ESTRES HIDRICO

En P. vulgaris el tratamiento micorrizado presentd la mayor area foliar en
condiciones de estrés (66 cm?), lo cual fue similar a lo observado en los tratamientos
fertilizados. (Tabla 7). Para P. vulgaris cv FM38 la mayor area foliar (155 cm?) fue
observada en las plantas inoculadas con Rhizobium. Este valor coincidio con el presentado
en las plantas fertilizadas (Control 1).

En P. acutifolius ,los tratamientos micorrizados y bajo estrés hidrico mostraron mas
area foliar (210 cm?) junto con el tratamiento inoculado con Rhizobium (100 c¢m ?). En
relacion a P. vulgaris cv. Pinto Saltillo se obtuvo el valor de (149 cm?) en el tratamiento
sometido a sequia y que fue previamente coinoculado, cuyo valor fue mayor que los

controles y aquellos inoculados con Rhizobium (115 cm?).
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Para P. filiformis fue interesante observar que el valor mas alto se presentd en el
tratamiento inoculado con Rhizobium, alcanzando valores de 38 c¢cm’. En este caso el

tratamiento micorrizado y el coinoculado fueron similares al control fertilizado. (20 cm?)

Tabla 7. Area foliar (cm?) de plantas de frijol inoculadas con Rhizobium y coinoculadas
con Rhizobium y Glomus sometidas a estrés hidrico.

Genotipos NODULADO MICORRIZADO NODULADO CONTROL 1 CONTROL 2
Rhizobium Glomus Y MICORRIZADO
Rhizobium-Glomus
P. vulgaris C 65a 91b 110 ¢ 132¢ 81b
S 40a 66b 53a 66b 35a
cv.Flor de c 160 a 162a 210b 274 ¢ 210 b
Mayo
155b 90 a 106 a 152b 105a
P. acutifolius 180 b 55a 160 b 310¢ 305 ¢
S 100 a 210b 94 a 100 a 76 a
Pinto Saltillo 152a 185a 180a 250 b 120 a
115b 100 a 149 b 86a 65a
P. filiformis 34a 24a 32a 81b 28a
38¢c 15b 18b 20b 58a
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 inoculo ni fertilizante.
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VIL.3. BIOMASA DE GENOTIPOS DE FRIJOL SOMETIDO A
SEQUIA Y BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS DE
INOCULACION

Los valores obtenidos para la biomasa total mostraron diferencias en relacion al
tratamiento y al genotipo (Tabla 8). Para P. vulgaris se observd que el tratamiento con
mayor biomasa en condiciones de sequia, fue el inoculado con Rhizobium con valores de
1.2 g, Este valor fue estadisticamente igual al fertilizado, mientras que el tratamiento
coinoculado fue el mas bajo (0.45 g'') similar al testigo 0.35 g y al micorrizado 0.65 g

Para P. acutifolius, en condiciones de sequia, el tratamiento con Rhizobium fue el
mejor con valores de 1.45 g estadisticamente igual a la biomasa obtenida en el tratamiento
fertilizado

Para P. Filiformis la mayor biomasa en condiciones de sequia fue en el tratamiento
inoculado solo con Rhizobium con valores de 0.52 g, estadisticamente mayor que el resto
de los tratamientos.

En Flor de Mayo el tratamiento con Rhizobium dio valores de 1.85 g
estadisticamente igual al valor obtenido para el tratamiento fertilizado que fue de 1.75 g™
En condiciones de sequia.

Para el cultivar Pinto Saltillo el tratamiento fertilizado fue el mayor con un valor de
2.9 ¢!, mientras que de los tratamientos inoculados en Rhizobium y Glomus, por separado
se encontraron valores significativamente similares 1.8 g para Glomus y 2 g, para

Rhizobium y el tratamiento coinoculado presento la menor biomasa (1 g™).
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Tabla 8.Biomasa total al término de 16 dias de estrés por sequia bajo los diferentes tratamientos(g™)

GENOTIPOS NODULADO NODULADOY  MICORRIZADO  FERTILIZADO TESTIGO
Rhizobium MICORRIZADO Glomus Control 1 Control 2
Rhizobium-
Glomus
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.wulgariscv. C 2.4b 1.5a 2.0a 2.9b 1.4a
Flordemayo ¢ 1.85b 1.15 1.31b 1.75b 0.9a
P. vulgaris . C 2.7¢ 1.45b 2.1c 3.4c 0.5a
g\;itIi)lilr(l)to S 2.0b 1.0a 1.8b 2.9¢ 0.9a

C=CONTROL  S=SEQUIA
Valores con diferente letra en la misma hilera son significativamente diferentes (Tuckey, p < 0.05).
CONTROL 1, Tratamiento fertilizado (urea)

CONTROL 2: tratamientos sin indculo ni fertilizante.
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VIL.4. CONTENIDO RELATIVO DE AGUA (CRA) EN HOJAS
DE FRIJOL SOMETIDO A DIFERENTES TRATAMIENTOS DE
INOCULACION

VIIL.4.1. Phaseolus vulgaris P132568

En las plantas inoculadas el genotipo P. vulgaris P132568 inoculado solo con
Rhizobium y luego sometidas a sequia, se observd que a los 8 dias el contenido relativo de
agua en hoja fue de 80 %, (Figura 9). Este valor disminuy6 a los 16 dias hasta 45 %.

En el caso de las plantas inoculadas s6lo con Glomus, disminuy6 a 63 % a los 8 dias
y a22 % alos 16 dias. Con la mezcla de Glomus y Rhizobium el contenido relativo de agua
en las hojas mostré un comportamiento similar a los 8 y a los 16 dias. Sin embargo, en los
tratamientos coinoculados se observaron valores de 30 % al término de los 16 dias, 8 %

mayor que los que se presentaron en las plantas inoculadas solo con Glomus.
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Figura 9. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de P. vulgaris P132568.
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VI1.4.2. Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo M38

Para P. vulgaris cv. Flor de Mayo en las plantas inoculadas con Rhizobium y luego
sometidas a sequia, a los 8 dias se observé que el contenido de agua en hoja disminuy6 a 70
% y 40 % a los 16 dias de tratamiento (Figura 10). En las plantas coinoculadas y sometidas
a sequia el contenido de agua disminuyo a 42 % a los 8 dias y 24 % a los 16 dias, el CRA
en las plantas inoculadas solo con Glomus se observo una disminucion de 50 % a los 8 dias

y de un 33 % a los 16 dias, valores estadisticamente similares al tratamiento fertilizado.
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Figura 10. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de P. vulgaris cv. Flor de Mayo M38.
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VI1.4.3. Phaseolus acutifolius G40142

En relacion a las plantas de P. acutifolius inoculadas con Rhizobium y luego
sometidas a sequia, se observo a los 8 dias una disminucion a 58 % en el CRA y de 42 % a
los 16 dias de tratamiento. (Figura 11). El tratamiento inoculado s6lo con Glomus presento
un comportamiento similar al tratamiento fertilizado, disminuyendo a 48 % a los 8 dias y
34 % a los 16 dias y las plantas coinoculadas y sometidas a sequia el contenido de agua en

hoja disminuyo a 42 % a los 8 dias y 25 % a los 16 dias.
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Figura 11. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de P. acutifolius G40142.
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VI1.4.4. Phaseolus vulgaris cv. Pinto Saltillo

En relacion a las plantas de P. vulgaris cv. Pinto Saltillo inoculadas con Rhizobium
y luego sometidas a sequia, se observo a los 8 dias una disminucion a 52 % en el CRA y de
38 % a los 16 dias de tratamiento (Figura 12). Las plantas inoculadas so6lo con Glomus
mostraron una tendencia de comportamiento similar a las plantas fertilizadas alcanzando
valores de 46 % a los 8 dias y 35 % a los 16 dias. Las plantas coinoculadas presentaron una
disminucion de 42 % a los 8 dias y 24 % a los 16 dias, 11 % menos que las plantas
inoculadas solo con Glomus y 14 % menos en comparacion con las plantas inoculadas solo

con Rhizobium.
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Figura 12. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de P. vulgaris cv. Pinto Saltillo
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VIL.4.5. Phaseolus filiformis P1535309

Para P. filiformis el CRA en el tratamiento inoculado Ginicamente con Rhizobium
disminuyo6 a los 8 dias a 63% y a los 16 dias 45%. (Figura 13). Las plantas inoculadas solo
con Glomus y las fertilizadas presentaron tendencias similares con una disminucion de 48
% a los 8 dias y 28 % a los 16 dias, Mientras que el coinoculado y sometido a sequia

disminuyo a 45 % a los 8 dias y 22 % a los 16 dias de tratamiento, 23 % menos que el

tratamiento inoculado solo con Rhizobium.

100

90

80

70

60

50

(%) de agua

40

30

20

10

=== G l0MUs/sequia

=@= Rhizobium/sequia

et RNiz+Glomus/sequia

= Nitrgenado/sequia

e Tostigo/sequia

== Testigo/riego

8 16

Tiempo (Dias)

Figura 13. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de P. filiformis p1535309
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VII.5. PESO FRESCO DE NODULOS DE GENOTIPOS DE
FRIJOL BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS DE
INOCULACION

VIL.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 comparacion a lo observado en las
plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (Figura 14). Bajo condiciones de estrés, la
masa nodular disminuyé en las plantas inoculadas con Rhizobium de 0.6 a 0.4 g a los 16
dias.

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™
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Figura 14. Peso fresco de nédulos en Phaseolus vulgaris bajo dos regimenes de riego.
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VIL.5.2. Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo

Para Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo el peso fresco de nodulo, en condiciones
normales de humedad, la masa nodular fue mayor en las plantas inoculadas previamente
con Rhizobium mostrando una tendencia a aumentar en comparacion a lo observado en las
plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus, que al término de los 16 dias se observo
una tendencia a la estabilizacion (Figura 15). Bajo condiciones de estrés, la masa nodular
disminuy6 en las plantas inoculadas con Rhizobium de 0.35 g™ al inicio del experimento a
0.1 g alos 16 dias. Mientras que en las coinoculadas disminuyé de 0.15 g 2 0.05 g a los

16 dias.
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Figura 15. Peso fresco de nodulos en Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo bajo dos regimenes de
riego.
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VIL.5.3. Phaseolus acutifolius G40142

Para P. acutifolius el peso fresco de nddulo en el tratamiento inoculado con
Rhizobium bajo condiciones normales de humedad, la masa nodular fue mayor en las
plantas inoculadas previamente con Rhizobium en comparacion a lo observado en las
plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (Figura 16). Bajo condiciones de estrés, la
masa nodular disminuy6 en las plantas inoculadas con Rhizobium de 0.25 g" a 0.1g™ a los

16 dias. No se observaron diferencias significativas con el tratamiento coinoculado.
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Figura 16. Peso fresco de nodulos de Phaseolus acutifolius bajo dos regimenes de riego.
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VIL.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 comparacién a
lo observado en las plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (Figura 17). Bajo
condiciones de estrés, la masa nodular disminuy6 en las plantas inoculadas con Rhizobium
de 0.7 g a 0.1 g-1 a los 16 dias, 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 dias y 0.1 g-1

a los 16 dias.
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Figura 17. Peso fresco de nodulos de Phaseolus vulgaris c.v. Pinto Saltillo bajo dos regimenes de
riego.
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VIL.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 comparacion a lo observado en las
plantas coinoculadas con Rhizobium y Glomus (Figura 18). Bajo condiciones de estrés, la
masa nodular disminuy6 en las plantas inoculadas con Rhizobium de 0.7 g al inicio del
analisis experimental a 0.45 g™ a los 8 dias y 0.1 g a los 16 dias sin mostrar diferencias
significativas con el tratamiento coinoculado, con valores de 0.6 g' al inicio del

experimento, 0.4 g a los 8 dias y 0.1 g a los 16 dias.
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Figura 18. Peso fresco de noédulos de Phaseolus filiformis bajo dos regimenes de riego
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VIL.6. PESO SECO DE NODULO DE FRIJOL SOMETIDO A
DIFERENTES TRATAMIENTOS DE INOCULACION BAJO

ESTRES HIiDRICO

VIL.6.1. Phaseolus vulgaris P132568

En condiciones normales de humedad, el peso seco del nodulo fue mayor en las
plantas inoculadas previamente con Rhizobium en comparacién 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 nddulo para Phaseolus vulgaris inoculado solo con Rhizobium en
condiciones de sequia presenté una disminucion en peso de 0.16 g al inicio del muestreo,

0.14 g alos 8 dias y 0.1 g a los 16 dias. Para el tratamiento coinoculado se observé un

valor de 0.15 g al inicio del muestreo, 0.09 g a los 8 dias y 0.06 g a los 16 dias.
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Figura 19. Peso seco de nodulos en Phaseolus vulgaris bajo dos regimenes de riego.
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VIL.6.2. Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo

Para el cultivar Flor de Mayo inoculado s6lo con Rhizobium en condiciones
normales de humedad, el peso seco de nddulo fue mayor en las plantas inoculadas
previamente con Rhizobium en comparacion a lo observado en las plantas coinoculadas con
Rhizobium y Glomus (Figura 20). Bajo condiciones de estrés el peso seco de nodulos
disminuy6 de 0.15 g al inicio del muestreo a 0.1 g' a los 8 dias y 0.015 g a los 16 dias.
En el tratamiento coinoculado en sequia se observé al tiempo inicial un valor de 0.06 g,

0.11 g alos 8 dias y 0.025 g a los 16 dias.
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Figura 20. Peso seco de nédulo en Phaseolus vulgaris cv. Flor de Mayo bajo dos regimenes de
riego.

Letras iguales indican que no existe diferencia estadistica Tukey p< 0.05
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VIL.6.3. Phaseolus acutifolius P132568

En P. acutifolius bajo condiciones normales de humedad, el peso seco de nodulo fue
mayor en las plantas inoculadas previamente con Rhizobium en comparacién 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 estadisticamente iguales durante los 16 dias (0.18-0.26 g). En la coinoculacién

. , . -1 7
bajo sequia se obtuvieron valores menores a 0.1 g~ en el transcurso de los 16 dias.
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Figura 21. Peso seco de nodulos de Phaseolus acutifolius bajo dos regimenes de riego
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VIL.6.4. Phaseolus vulgaris cv. Pinto Saltillo

En Phaseolus vulgaris cv. Pinto Saltillo bajo condiciones normales de humedad, el
peso seco de nodulos fue mayor en las plantas inoculadas previamente con Rhizobium
(Figura 22), en comparacion 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 nédulos con respecto al tiempo, con valores de
0.15 g al inicio del experimento, 0.1 g™ a los 8 dias y 0.01 g al término de los 16 dias. El
peso seco de nodulos en el tratamiento coinoculado bajo sequia fue de 0.11 g al inicio del

muestreo ,0.05 g a los 8 dias y 0.01 g™ a los 16 dias.
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Figura 22. Peso seco de nodulos de Phaseolus vulgaris c.v. Pinto Saltillo

79



VIL.6.5. Phaseolus filiformis P1535309

En condiciones normales de humedad, el peso seco de nodulos en P. filiformis en
los tratamientos previamente inoculados con Rhizobium y coinoculado Rhizobium-Glomus,
no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con valores
de 0.25-0.3 g'. (Figura 23).

Bajo condiciones de estrés, el peso seco de noddulos en el tratamiento inoculado s6lo
con Rhizobium al inicio del experimento fue de 0.2 mg disminuyendo a 0.18 mg a los 8
dias y a 0.15 mg a los 16 dias. En el tratamiento coinoculado, los valores al inicio del
muestreo fueron de 0.2 mg y 0.17 mg a los 8 dias y de 0.12 mg a los 16 dias. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas en los dos tratamientos.
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Figura 23. Peso seco de nodulo de Phaseolus filiformis bajo dos regimenes de riego.
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VIL.7. NUMERO DE NODULOS EN FRIJOL SOMETIDO A
SEQUIA EN DIFERENTES TRATAMIENTOS DE
INOCULACION

Para la condicion de riego normal, P. vulgaris presentd 500 nddulos en el
tratamiento inoculado s6lo con Rhizobium siendo diferente estadisticamente con el nimero
de nddulos presentes en la coinoculacion, con un valor de 300 (Figura 24). En las otras
especies y cultivares estudiados no se encontraron diferencias significativas entre si bajo

esta condicion.
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Figura 24. Efecto de la inoculacion sobre el nimero de nodulos en diferentes cultivares y genotipos
de frijol bajo condiciones de riego normal.
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Bajo la condicion de sequia se encontré6 que aun cuando P. vulgaris presenta la
mayor cantidad de nddulos existen diferencias significativas en el tratamiento inoculado
s6lo 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 detect6 un incremento en el
numero de nodulos en el tratamiento inoculado s6lo con Rhizobium en comparacion con su
contraparte coinoculada con Glomus, aun cuando no es estadisticamente significativo es
visible.

En P. vulgaris cv. Pinto Saltillo se observdo un comportamiento diferente en
condiciones de riego, se cuantificaron 50 nodulos en el tratamiento inoculado solo con
Rhizobium y 24 en el coinoculado con Glomus. En la condicion de sequia se observo lo
contrario, 45 nodulos en el tratamiento coinoculado y 20 en el inoculado s6lo con

Rhizobium (Figura 25).
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Figura 25. Efecto de la inoculacion en el niimero de nddulos en diferentes cultivares y genotipos
de frijol sometidos a sequia.
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VIIL.8. COLONIZACION MICORRIZICA EN FRIJOL
MANTENIDO BAJO DOS CONDICIONES DE RIEGO

En la Figura 26 se presentan los resultados de porcentaje de colonizacion
micorricica, en P. vulgaris bajo riego se obtuvo un porcentaje de colonizacion promedio de
20 % en los dos tratamientos de inoculacion, micorrizado y micorrizado-nédulado y en
condiciones de sequia el tratamiento micorrizado presentd un porcentaje de colonizacion
de 45 % en contraste con el 20 % de colonizacion en el tratamiento coinoculado.

El genotipo Flor de Mayo no mostr6 diferencias significativas en el porcentaje de
colonizacién micorricica en los dos sistemas de inoculacion y bajo las condiciones de riego
y sequia.

Para P. acutifolius en condiciones de riego no se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de colonizacion micorricica en los dos sistemas de
inoculacidon pero en sequia si se encontraron diferencias estadisticas en los dos tipos de
inoculaciéon obteniéndose 37 % en el tratamiento inoculado solo con Glomus y 18 % en el
coinoculado.

En el genotipo Pinto Saltillo en riego, el tratamiento inoculado s6lo con Glomus se
observd un porcentaje de colonizacion de 27 % en comparacion con el 13 % en el
tratamiento coinoculado, en sequia el porcentaje de colonizaciéon en el tratamiento con
Glomus solo fue de 4 5%, 19 % mas que en riego y el tratamiento coinoculado fue de 25
%, 12 % mas que en riego.

En el genotipo P.filiformis se alcanzo6 un porcentaje de colonizacion micorricica de
22 % bajo la condicion de riego e inoculado con Glomus, el tratamiento coinoculado bajo
la misma condicion fue de 18 %. En la condicion de sequia e inoculado s6lo con Glomus el
porcentaje de colonizacion micorricica fue de 50% en el tratamiento inoculado s6lo con
Glomus, siendo el unico tratamiento y genotipo donde se alcanzé lo que se considera una
colonizacion optima, (Figura 27 y 28) en el tratamiento coinoculado con Rhizobium el

porcentaje de colonizacion fue de 3 %.
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Figura 266. Porcentaje de Colonizacion por Glomus intraradicces en diferentes cultivares y
genotipos de frijol mantenidos en dos regimenes de riego.

Figura 277. Fotomicrografia de la colonizacién por Glomus intraradicces en P. filiformis bajo
estrés hidrico 100X.

84



Figura 28. Fotomicrografia por MEB de la colonizacion por Glomus intraradicces en P. filiformis
bajo estrés hidrico 1000 X.
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VIII. DISCUSION

La trealosa es un disacarido ampliamente distribuido en la naturaleza, se presenta
principalmente en microorganismos (Elbein, 1974, Miiller et al., 1996). En plantas
superiores su presencia se atribuye a los microorganismos con los que se relaciona (Farias-
Rodriguez, 1998).

En la simbiosis entre Rhizobium y leguminosa, se sabe que la sintesis 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
esta relacionado con la resistencia a diversos tipos de estrés, entre los que destaca la sequia
(Crowe et al., 1984a, Farias-Rodriguez et al., 1998). En este sentido, se ha observado una
acumulacion de carbohidratos en las llamadas “Plantas de la resurreccion” (Miiller et al.,
1995) asi como en nddulos de soya (Miiller et al., 1992) y alfalfa (Irigoyen et al., 1992).

Hasta la fecha la mejor evidencia de que la trealosa presente en los nddulos de las
leguminosas puede actuar en la tolerancia a la sequia proviene de un estudio de diversos
cultivares de frijol (Farias-Rodriguez, 1998), en donde se demostr6 que las plantas no
noduladas y que por lo tanto no contenian trealosa, independientemente del cultivar, tenian
una pobre tolerancia al estrés hidrico. Por otra parte en cultivares nodulados sometidos a
condiciones de sequia se observd un incremento en la concentracion de trealosa y esto se
relaciond con una mayor tolerancia a la sequia, 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 fisiologicas al agobio hidrico de las leguminosas, destacando el estudio del frijol
comun el cual dadas sus caracteristicas de cultivo y distribucion presenta diferentes niveles
de agobio hidrico en algin momento de su desarrollo (Broughton et al., 2003).
Generalmente, se cataloga como una especie cuya respuesta a la sequia es ampliamente
variable dependiente del cultivar. Ademads, la produccion de frijol normalmente se ve
influida por la capacidad de diferentes genotipos para establecer relaciones simbidticas

exitosas.
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Los experimentos mostraron que en todos los genotipos de este trabajo se
incremento la acumulacion de trealosa en los nodulos de plantas bajo condiciones de estrés.
Destacando dentro de los cultivares P. vulgaris cv. Pinto saltillo inoculado solo con
Rhizobium que llegd a acumular 4.2 g al inicio de la etapa de estrés, 6.0 g™ a los 8 dias y
7.0 g' alos 16 dias. Del mismo modo Phaseolus vulgaris P1325687 inoculado sélo con
Rhizobium acumul6 4.5 g al inicio del estrés, 7.0 g’ a los 8 dias y 9.0 g a los 16 dias. Es
importante mencionar que este ultimo es un genotipo silvestre y que en el presente trabajo
el andlisis se realizd en etapa reproductiva. Coincide con trabajos previos en otras
leguminosas que mencionan que la tolerancia al estrés hidrico de las plantas noduladas,
depende en parte de la etapa fenologica. El efecto de agobio hidrico parece tener mayor
efecto en etapas mas avanzadas de desarrollo (Nielsen y Nam, 1999, Singh, 1995, Foster et
al., 1995) y coincide con una mayor concentracion de trealosa en los nddulos de los
genotipos analizados conforme transcurrio el tiempo de estrés.

Por otro lado en la simbiosis micorricica, el hongo y la membrana plasmatica
constituyen una interfase que posee rasgos citoldogicos 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 via del apoplasto previa captacion
por cada uno de los socios, el fluyjo en masa desde los arbusculos al citoplasma es
bidireccional. La planta aumenta su capacidad fotosintética para compensar el carbono
"perdido" en el hongo. (Mosse, 1973).

Un autétrofo en muchas asociaciones simbidticas libera hidratos de carbono al
heter6trofo que los almacena en forma de polisacéaridos o aztcares complejos. Los hidratos
de carbono complejos son trealosa y manitol, fue interesante observar en estos resultados
que la inoculacion con Glomus intraradicces bajo las condiciones manejadas en este trabajo
no se encontro trealosa en raiz, tallo, hoja y semilla para ningin genotipo. El papel de la
mencionada simbiosis es fundamental en la captacion de nutrimentos minerales de lenta
difusion 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).

Asi, se acepta que uno de los principales beneficios de los hongos micorricicos es el

de aumentar la absorcion 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 raiz mdas desarrollada y un mejor
aprovechamiento del agua y los nutrimentos, por la amplia exploracién que el hongo hace
en el suelo, la presencia de micorrizas disminuye la resistencia hidraulica, permite una
mayor tasa de transpiracion ain con potenciales hidricos muy bajos en el suelo y
proporciona mayor capacidad de recuperacion de estrés hidrico puntual. La captacion de
agua también puede ser aumentada por los hongos micorricicos. De esta forma, los hongos
micorricicos incrementan la eficiencia de fertilizacion (Menge et al., 1997).

Se ha puntualizado que la coinoculacion Rhizobium-micorriza coadyuva a una
mayor capacidad de retencion de agua en diferentes plantas (Bolandnazar et al., 2007, Khan
et al., 2003). Es probable que exudados de raices micorrizadas sean distintas de las raices
no micorrizadas, quizds debido al mejor estatus nutricional de la planta. La accion directa
del hongo en los exudados puede afectar los microorganismos de la rizosfera y asi las
micorrizas parecen ser una condicion necesaria para la nodulacion efectiva de algunas
leguminosas (Bécard et al., 1991, Lopez et al., 2007).

Es conocido que una nodulacion efectiva depende de un adecuado nivel de P, ya que
la fijacion extra de N requiere mas de este elemento (Mosse, 1973).

Con estos antecedentes, al analizar el contenido de trealosa en los genotipos
estudiados bajo las condiciones de estrés hidrico y riego normal se observd que después de
16 dias de agobio hidrico el contenidode trealosa en los nodulos tuvo un efecto selectivo y
fue dependiente del tipo de inoculacion 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 acumulacion de trealosa fue indistinta del
tipo de inodculo, sin embargo, para P. acutifolius el mejor tratamiento para sintesis de
trealosa en nodulo fue la coinoculacion Rhizobium-Glomus por lo anterior el frijol nodulado
presenta una variabilidad de respuesta al agobio hidrico y esta respuesta depende del
genotipo y su microsimbionte.

Respecto al contenido de trealosa en los diferentes 6rganos de la planta, se observo
que solamente se detectd trealosa en algunos de ellos, lo anterior dependiendo del

tratamiento, de tal forma que para raiz s6lo se encontr6 trealosa en el tratamiento inoculado
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s6lo con Rhizobium y aunque en concentracion mas baja [pg]. En los otros tratamientos no
se detecto trealosa. Cabe resaltar que todos los genotipos presentaron un incremento en
trealosa conforme transcurri6 la etapa de sequia, encontrandose una mayor produccion de
trealosa en las especies silvestres, mientras que de los cultivares Pinto saltillo sobresale en
produccion, y Flor de mayo permaneci6 sin diferencia significativa en las etapas de
muestreo. Esta concentracion de trealosa en raices inoculadas con Rhizobium coincide con
lo reportado por Altamirano-Hernandez et.al, (2007), el cual es un estudio con leguminosas
de una selva baja caducifolia donde menciona que al inicio de la sequia la concentracion de
trealosa en las raices de los arboles disminuyo, debido a que aparentemente el transporte de
trealosa hacia la parte aérea de la planta continta y se pierde al caer las hojas, después de
haber realizado su papel protector en estos tejidos la trealosa es utilizada como fuente de
energia para la formacion de la semilla. En los genotipos de frijol analizados la etapa de
llenado de vaina se acortd con respecto a los tiempos reportados en la literatura para cada
genotipo en cuanto a la duracion de las etapas fenoldgicas disminuyendo un promedio de
10 dias.

Del mismo modo el andlisis del contenido de trealosa en tallo, no se logré detectar
en ningun tratamiento ni genotipo lo cual resulta interesante dado que si se detectd en hoja,
Lo anterior nos induce a pensar que debe existir una ruta de transporte del noédulo a la raiz 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 encontr6 que nuevamente el
contenido de trealosa so6lo se detectd en los tratamientos inoculados con Rhizobium. Pero de
manera sobresaliente también se encontr6 en plantas coinoculadas con Rhizobium-Glomus,
los valores obtenidos no mostraron diferencias significativas entre si, tanto por tratamiento
como por condicion. En todos los genotipos se observé el mismo patron lo que nos induce a
pensar que la trealosa presente en hoja llega a ella de alguna manera a partir del nddulo.

Del mismo modo los resultados de trealosa en semillas mostraron que solo se
detect6 en los tratamientos inoculados con Rhizobium y Rhizobium-Glomus presentandose

el mismo patron de comportamiento que en la hoja, lo que ratifica lo mencionado por
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Altamirano-Hernandez et al., (2007) donde menciona que podria asumirse en primer
término que la trealosa detectada en semillas fue originalmente sintetizada en el nodulo.

En apoyo a la teoria del trasporte de trealosa, estan las observaciones realizadas en
leguminosas silvestres, donde se observd la presencia de trealosa en las raices a partir del
establecimiento de la nodulacion. Asi mismo, en las etapas de mayor produccion de este
carbohidrato en el nddulo se observo la mayor concentracion de trealosa en las raices
(Altamirano-Hernandez et al., 2004).

Se puede suponer que la particion de trealosa entre el nddulo y las semillas ocurre
durante la etapa de llenado de vaina, durante la cual, en muchas leguminosas, inicia la
senescencia del nddulo, y la trealosa se vuelve el carbohidrato mas abundante (Muller et
al., 2001). Jiménez-Zacarias et al., (2004) describen esta tendencia de los nodulos en la
acumulacion de altas concentraciones de trealosa durante la etapa de floracion, tanto en
condiciones de riego normal como bajo estrés hidrico. En el presente trabajo se observo que
la concentraciéon de trealosa en las semillas fue altamente variable dependiendo de la
especie o cultivar, pero este tipo de variacion ha sido también reportada en noddulos
(Jiménez-Zacarias et al., 2004, Farias-Rodriguez et al., 1998, Streeter, 1985, Miiller et al.,
1994). Por lo tanto, asumiendo que la trealosa es producida durante la simbiosis, esta
variacion podria corresponder a diversos factores inherentes de la interaccion Rhizobium-
leguminosa.

Al analizar el CRA se observo 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 evaluacion de biomasa total todas las especies y
cultivares presentaron la misma tendencia, donde el mejor tratamiento fue el inoculado sélo
con Rhizobium presentando resultados iguales estadisticamente a los obtenidos en el
tratamiento fertilizado con N lo cual muestra parte de los diferentes beneficios que
proporciona la inoculacion con Rhizobium como es que mejora la asimilacion de otros
nutrimentos por las leguminosas, mediante procesos como la solubilizacion de P y Fe;
Rhizobium puede también participar en la promocion del crecimiento vegetal a través de la
sintesis de compuestos como auxinas, citocininas y riboflabinas entre otros; control de

patdgenos, de manera indirecta mediante la competencia por nutrimentos en la zona de la
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rizosfera y directa por la produccion compuestos bactericidas que inhiban el desarrollo de
patogenos y el incremento en la tolerancia al estrés (Arguelles, 2000).

Los resultados obtenidos para el area foliar, bajo riego la respuesta de los 5
genotipos bajo los diferentes tipos de inoculacion, mostraron resultados variables,
observandose que para P. filiformis y P. acutifolius las plantas coinoculadas presentaron un
efecto negativo reduciendo el area foliar comparado con el area obtenida cuando estaban
inoculados solo con Rhizobium, por el contrario el genotipo P. vulgaris y Flor de mayo
presentaron en promedio una mayor area foliar en presencia de la coinoculacién que
cuando estaban con los inoculos individuales, por otro lado bajo la condicién de estrés
hidrico se encontrd que para P. acutifolius y P. vulgaris la mayor area foliar se observo en
la inoculacion con Glomus solo y la coinoculacion lo afectd negativamente, por otro lado,
Pinto Saltillo presenté una mayor area foliar en presencia de la coinoculacion.

Respecto a los parametros determinados para el nédulo, en cuanto al nimero de
nodulos en el genotipo Pinto Saltillo se obtuvo en la inoculaciéon con Rhizobium 20
nodulos en promedio y en la coinoculacion con Glomus 50 de tal manera que en este Gltimo
la nodulacién aparentemente fue favorecida por la presencia de micorrizas mientras que
para P. acutifolius, P. filiformis y el cv. Flor de mayo no presento6 diferencias significativas.
Para el genotipo P. vulgaris se present6 la mayor cantidad de nddulos en el tratamiento
inoculado s6lo con Rhizobium con un valor de 350 comparado con el coinoculado con
Glomus con un valor de 100 ndédulos, donde podemos ver que la presencia de micorrizas
afecto negativamente esta variable. Del mismo modo para las variables de peso seco y
fresco de nodulo no se observaron diferencias significativas por tratamiento pero si por
condicion, por lo que se estima que al parecer el estrés hidrico estimula de alguna manera
una mayor produccion de nodulos y estos generan una respuesta de resistencia conforme se
incrementa el nivel de estrés.

El estudio para observar y determinar el porcentaje de colonizacién micorricica no
mostrd resultados positivos, en las especies y cultivares manejados en este trabajo,
encontrando para P. filiformis bajo condiciones de sequia e inoculado s6lo con Glomus se
obtuvo un porcentaje de 50 que se considera el minimo necesario para una colonizacion
micorricica optima (Hernandez-Dorrego, 2000) y para el resto de las especies y cultivares

se logrd solo de 10 a 45% bajo condiciones de sequia e inoculado solo con Glomus, en
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todos los casos la coinoculacion con Rhizobium afecto negativamente el porcentaje de
colonizacién micorricica lo que coincide con lo reportado por Mosse (1973) que menciona
que los hongos micorricicos pueden interactuar con una amplia gama de organismos en la
rizosfera. El resultado puede ser positivo, neutral o negativo en la asociacién micorricica o
en un componente en particular de la rizosfera.

Es probable que exudados de raices micorrizadas sean distintas de las raices no
micorrizadas, debido al mejor estatus nutricional de la planta o por la accioén directa del
hongo a los exudados, y esto afecta los microorganismos de la rizosfera donde al parecer
se cree que las micorrizas sean una condicion necesaria para la nodulacion efectiva de
algunas leguminosas, ya que es conocido que una nodulacion efectiva depende de un
adecuado nivel de P y que la fijacion extra de N requiere mas P (Olah et al., 2005)

Sin embargo, son necesarios mas estudios para tratar de aclarar que es lo que sucede
en otro sentido, es decir como es que Rhizobium afecta a que se lleve a cabo una eficiente
colonizacidén micorricica como ocurrio6 en el presente trabajo y el efecto negativo que tuvo
a su vez la inoculacién micorricica para la nodulacion en los genotipos estudiados y por
ende en la produccion de trealosa y su correspondiente efecto protector contra el estrés

hidrico.
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IX. CONCLUSIONES

e La micorrizacion afectd6 de manera negativa diferentes parametros de

nodulacién (peso seco, numero de noédulos y contenido de trealosa).

e Independientemente del tipo de inoculacion, el contenido de trealosa en todos

los tejidos muestreados se increment6 bajo condiciones de estrés hidrico.

e Los parametros agronomicos evaluados bajo estrés hidrico se correlacionan

positivamente con el contenido de trealosa en nodulos.
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