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RESUMEN 

El proceso de domesticación de Phaseolus vulgaris ha generado cambios fenotípicos entre las 

variedades silvestres y domésticas. A pesar de las mejoras sobre la producción de los cultivares 

modernos, se han perdido cualidades aún conservadas en las variedades silvestres, como lo es la 

tolerancia al estrés abiótico, incluida la sequía. Debido a la limitada información encontrada sobre los 

efectos de la simbiosis en el fenotipo de resistencia al estrés hídrico en las líneas ancestrales del frijol, 

este trabajo tiene como objetivo evaluar el impacto de la simbiosis con Rhizobium tropici en la 

nodulación y desarrollo del frijol silvestre Mesoamericano en comparativa con el cultivar Negro 

Jamapa bajo estrés por sequía. Las plantas silvestres y domésticas se cultivaron en un invernadero 

bajo diferentes capacidades de campo (CC) y estados de inoculación (positivo y negativo) durante 

cinco semanas. Se obtuvo material biológico con el que se realizaron diversos análisis fenotípicos y 

bioquímicos. Nuestros resultados muestran que durante la simbiosis hay una reducción en la 

mortalidad de las plantas y una disminución en el daño a las membranas celulares ocasionado por la 

sequía en la variedad silvestre. También se observó un índice superior en los valores de la biomasa 

vegetal total de la línea Mesoamericana en comparativa con el cultivar moderno. Además, existe una 

disminución mínima en el número de nódulos presentes en el frijol silvestre, en contraste con el 

número de nódulos en el cultivar comercial, cuando se restringe la disponibilidad de agua hasta en un 

40 %. Con relación al fenotipo nodular, bajo las mismas condiciones, se aprecia que en el frijol 

mesoamericano la cantidad de nódulos primordiales y maduros aumenta, mientras que la cantidad de 

nódulos senescentes permanece estable. Con base en estas observaciones, concluimos que la simbiosis 

incrementa la tolerancia al estrés por sequía reduciendo su impacto negativo con mayor eficacia en la 

variedad silvestre Mesoamericana en comparación al cultivar comercial Negro Jamapa. 
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I. INTRODUCCIÓN 

1.1 Phaseolus vulgaris: el frijol común  

En México, el término frijol es utilizado comúnmente para referirse a las leguminosas de grano 

comestibles que forman parte de la familia Fabaceae (Kaplan, 2003) y que pertenecen al género 

Phaseolus y a la especie vulgaris. Dentro de este género se han encontrado alrededor de 75 taxas con 

caracteres genéticos y fenotípicos altamente variables y que han dado lugar al reconocimiento de tan 

sólo seis especies domesticadas, siendo el resto de vida silvestre. Entre las especies descritas en el 

género se ha considerado a “vulgaris” como la de mayor importancia agroeconómica debido a su alta 

producción en el mundo (Salcedo et al., 2006; Acosta-Diaz et al., 2015; Petry et al., 2015).  

Phaseolus vulgaris es una planta autógama de vida corta anual del tipo arbustiva y trepadora que 

alcanza desde los 40 cm de alto hasta los tres metros de altura en algunas variedades. Esta especie 

tiene hojas alternas, pecioladas, compuestas de tres folíolos ovados o rómbicos y de ápice agudo. 

Presenta pocas flores en pedúnculos axilares. El cáliz es un tubo en forma de campana que en la punta 

se divide en cinco lóbulos. La corola presenta una coloración casi blanca mezclada con tonos rosa-

púrpura con cinco pétalos desiguales. El fruto o vaina tiene forma semi linear y alargada y cuelga de 

las ramificaciones axilares. Puede llegar a tener una longitud de hasta 20 cm y en ocasiones está 

cubierto de tricomas. Sus semillas son muy variables y dependiendo de la especie pueden cambiar en 

el tamaño, número, color y forma  (IPGRI, 2001; Vibrans, 2021).  

Como cultivo, el frijol común es altamente susceptible a las temperaturas extremas, desarrollándose 

óptimamente entre los 10 °C y los 27 °C. Para tener un rendimiento óptimo, la semilla debe sembrarse 

en suelos arenosos de textura ligera y bien drenados. El pH adecuado del suelo puede fluctuar de los 

6.5 a 7.5, incluso se puede desarrollar en ambientes con una acidez desde 4.5 a 5.5, sin embargo, se 

recomienda evitar pH más básicos debido a su baja tolerancia a la alcalinidad del suelo. En cuanto al 

manejo del riego es esencial conservar controlado el nivel de humedad en el suelo en cada etapa del 

desarrollo de la planta, pues el frijol es muy sensible a la falta y exceso de agua (SAGARPA, 2017).  

1.1.1 Importancia del cultivo 

El frijol es la leguminosa de grano más relevante para el consumo humano en el mundo y 

representa la principal fuente de proteína para algunos países en desarrollo dentro de África y 

Latinoamérica. Las formas de consumo principales se basan en sus granos maduros y secos, los frijoles 

con cáscara (semillas en madurez fisiológica) y las vainas inmaduras. La producción anual de frijoles 
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secos en años anteriores alcanzó aproximadamente los 20 millones de toneladas y teniendo un 

rendimiento promedio de 700 kg/ha, aunque en ciertos países como son India, Brasil, China, Estados 

Unidos y México, considerados los mayores productores, se tuvo un rendimiento de hasta 3000 kg/ha. 

Además, la producción de vaina fresca fue de 16 millones de toneladas para su consumo y para el 

frijol verde se tuvo una producción estimada de 4.5 millones de toneladas (de Ron & Santalla, 2013) 

Cuando se consumen como granos, los frijoles constituyen una fuente importante de proteína (22 % 

del peso de la semilla) que complementa la dieta de muchos grupos sociales, principalmente en zonas 

marginadas. El frijol es considerado uno de los cultivos más importantes para el desarrollo del sector 

agroalimentario gracias a su alto contenido nutricional en proteínas, vitaminas, minerales y fibra (FAO, 

2018; CIAD, 2020). Aunque su composición nutrimental puede variar según el cultivar de frijol y la 

forma en la que se consume, en general es un alimento rico en aminoácidos y libre de ácidos grasos 

insaturados que en combinación con otros cereales puede asemejar a las proteínas animales y asegurar 

una dieta balanceada (Hnatuszko-Konka et al., 2014).  

1.1.2 Centro de origen y domesticación  

La domesticación es un evento evolutivo artificial que se ha manejado por el hombre para 

producir organismos con características específicas en pro de su beneficio (Casas et al., 2007). La 

selección humana de plantas y animales domesticados sirvió para sentar las bases de la Teoría de la 

evolución de Darwin y ha sido utilizada como el principal ejemplo ilustrativo de los efectos radicales 

que la selección puede ocasionar en la morfología, la arquitectura y el comportamiento de los 

organismos (Brǿnnvik & von Wettberg, 2019). Las investigaciones enfocadas al estudio de la 

domesticación son de gran relevancia para el desarrollo científico y agrícola, las plantas son 

organismos modelo para el entendimiento de la evolución, por lo que no sorprende que la 

domesticación de cultivos sea un tema de interés actual (Fuller, 2007; Denham et al., 2020). Dada la 

naturaleza sésil de las plantas, estas se enfrentan directamente a las amenazas bióticas y abióticas que 

les rodean y deben ser capaces de adaptarse a las condiciones locales que experimentan. Además de 

estás adaptaciones naturales, algunas plantas se han desempeñado como indispensables para la 

subsistencia del hombre que, bajo fuertes presiones selectivas, las ha modificado considerablemente 

en rasgos de importancia agrícola (Flood & Hancock, 2017). Entonces, la domesticación es un proceso 

dinámico y continúo impulsado por el ser humano para remover o mejorar ciertos caracteres del 

fenotipo de los progenitores ancestrales, generando diferencias genotípicas entre una línea 

domesticada y su antecesor silvestre(Chacón et al., 2005; Parker & Gepts, 2021). Son estas diferencias 



   

 

9 

las que conforman el síndrome de domesticación, cuyo principal efecto es la disminución en la 

variabilidad genética de los cultivos. La reducción en el tamaño de una población, y por lo tanto de la 

variabilidad genética de la misma a través de un efecto de cuello de botella, fija características 

específicas que, por medio de selección artificial, a pesar de ser favorables a nivel agrícola tienen un  

impacto significativo en la ecología de los organismos ya que se pueden observar efectos como la 

pérdida de dispersión, la disminución en la latencia o dormancia y la reducción de mecanismos de 

protección química y mecánica contra depredadores (Pickersgill, 2007; Bitocchi et al., 2013; 

González et al., 2014; Schmutz et al., 2014) 

Debido a su importancia económica, el género Phaseolus ha sido objeto de múltiples estudios 

agronómicos, moleculares, genéticos y sistemáticos entre los que se ha destacado la descripción de 

las diferentes especies, subespecies y variedades tanto silvestres como domésticas. Dentro del género 

se encuentran aproximadamente 70 especies, de las cuales seis han sido domesticadas: Phaseolus 

vulgaris L. (frijol común), P. lunatus L. (frijol lima), P. coccineus L. (frijol escarlata), P. acutifolius 

A. (frijol gris), P. polyanthus (frijol anual) y P. novoleonense (Bitocchi et al., 2017; Baez-González 

et al., 2019). 

Para todos los cultivares actuales de P. vulgaris se reconocen dos grandes eventos de domesticación 

que corresponden a diferentes acervos genéticos provenientes de las regiones Mesoamericana y 

Andina del continente, teniendo un ancestro común originario de Ecuador y el norte de Perú (Kaplan, 

1981). Gracias a estos eventos, a las actividades y el manejo agronómico, así como al contexto 

ecológico y a una amplia distribución del género se dio lugar a nuevas divisiones en siete razas 

(Durango, Guatemala, Jalisco y Mesoamérica originadas en Mesoamérica, Nueva Granada y Perú 

provenientes de los Andes) (Singh et al., 1991; Beebe et al., 2001; Chacón et al., 2005) que se 

caracterizan por una gran diversidad fenotípica y genotípica pero que aun así comparten una 

adaptación agroecológica similar y algunas características agronómicas como el hábito de crecimiento 

y el tipo de semilla. A pesar de los esfuerzos por identificar y agrupar las diferentes variedades aún 

existen fenotipos intermedios que no pueden clasificarse correctamente en ninguna de las seis razas o 

dentro de los dos acervos genéticos. Por eso se ha considerado que el intercambio de germoplasma, 

el flujo de genes y los programas de cruzamiento entre y dentro de los dos acervos genéticos han dado 

lugar a la introgresión o hibridación de ambos centros de origen en diversas ocasiones (Blair et al., 

2007; Bitocchi et al., 2012) 
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1.2 La simbiosis 

La asociación simbiótica entre las raíces de las fabáceas y las bacterias rizobiales que habitan 

el suelo promueve el desarrollo de órganos especializados denominados nódulos, cuya función 

principal es la de fijar el nitrógeno atmosférico al suelo en forma molecularmente metabolizable. Los 

productos de este proceso (amidas en fabáceas de clima templado y ureidos en fabáceas tropicales) se 

exportan de los nódulos al resto de la planta incorporándose a su proceso de desarrollo (Roy et al., 

2020).  

Además de las ventajas nutricionales que las plantas obtienen de la fijación de nitrógeno (N), también 

se incrementa el contenido de N del suelo de manera general, teniendo grandes implicaciones en la 

incorporación de prácticas agrícolas sustentables. En el caso de las bacterias, estas reciben energía y 

esqueletos de carbono en forma de ácidos dicarboxílicos durante el proceso de fijación. Se considera 

que las bacterias y las células vegetales mantienen el intercambio de aminoácidos, como el suministro 

de glutamato de las plantas a las bacterias, permitiéndoles a las segundas limitar la asimilación de 

amonio y la producción de aspartato y alanina para beneficio de la planta. Esta dinámica permite que 

el amonio se transporte de las bacterias a la planta, favoreciendo el beneficio mutuo de la simbiosis 

(Lodwig et al., 2003). Al sistema que envuelve la membrana vegetal, incluyendo a las bacterias 

diferenciadas en bacteroides, se les denomina simbiosoma (Oldroyd et al., 2011). El intercambio de 

nutrientes se produce posterior a la formación de estas estructuras y por medio de reguladores 

moleculares como SYMRKs, componentes del poro nuclear, canales de cationes y quinasas de tipo 

receptor (Mark Sutton et al., 1994; Gherbi et al., 2008; Laffont et al., 2018). 

La fijación biológica del nitrógeno atmosférico se conoce como diazotrofía, la cual es un proceso 

evolutivamente muy antiguo, originándose probablemente en el Eon arqueano, cuando la atmósfera 

terrestre presentaba condiciones anoxigénicas, existiendo exclusivamente en organismos procariontes, 

específicamente en Euryarchaeota y en seis de los más de 50 phyla de Bacteria. Algunas de estas 

bacterias coevolucionaron con las angiospermas estableciendo las bases moleculares de la relación 

simbiótica mutualista. En el caso de las bacterias rizobiales el nitrógeno es fijado dentro de órganos 

específicos (los nódulos) que se desarrollan en la raíz o raramente en el tallo de las fabáceas. La 

organogénesis nodular da inicio con los factores de nodulación codificados en el genoma bacteriano 

dentro de plásmidos de gran tamaño, dichos genes son mucho más recientes que los anotados para la 
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fijación de nitrógeno, asociándose su origen con la aparición de sus hospederos específicos, las 

fabáceas (Lloret & Martínez-Romero, 2005). 

A causa de la naturaleza sésil de las plantas, el contacto inicial de la interacción lo lleva a cabo la 

bacteria al aproximarse a la raíz del posible hospedero. Lorenz Hiltner demostró, a inicios del siglo 

XX, que un compuesto obtenido de un filtrado de nódulo inducía la deformación de los pelos 

radiculares libres de bacterias en Pisum sativum (Waksman & Starkey, 1924). La inducción de la 

formación de los nódulos se da por oligómeros de N-acetil-D-glucosamina N-acilados (factores NOD) 

producidos por las bacterias rizobiales (Lerouge et al., 1990). El arreglo químico de estos compuestos 

fue descrito por primera vez en Rhizobium meliloti (actualmente Sinorhizobium meliloti). Los factores 

NOD están conformados por una estructura básica sintetizada por los genes nodABC diferenciándose 

por modificaciones en los extremos reductor y no reductor (metilaciones, acetilaciones, sulfataciones 

y glicosilaciones). El intercambio metabólico entre el nódulo y el resto de los órganos vegetales se da 

a través de haces vasculares que están localizados dentro del parénquima del nódulo y que se conectan 

al sistema vascular radicular. El proceso de nodulación da inicio con el intercambio de señales 

bioquímicas de ambos participantes de la interacción, manteniéndose durante la vida útil del nódulo 

(Stougaard, 2000), este proceso es controlado de manera específica por la planta a partir de la 

estructura de los factores NOD. Se ha observado que mutantes no nodulantes no responden a los 

factores NOD bacterianos (Mitra et al., 2004). Particularmente la exposición al etileno y la aplicación 

de ácido abscísico (ABA) inhibe el número de nódulos (Penmetsa & Cook, 1997), debido a que ABA 

previene la formación del sistema radicular lateral (Signora et al., 2001) y el etileno inhibe las 

respuestas tempranas de la planta (Oldroyd, 2001). 

La liberación de los factores Nod se da en respuesta a moléculas flavonoides, estaquidrina y ácido 

aldónico de origen vegetal en el suelo (Stougaard, 2000). Cuando la penetración es producida por la 

unión de las bacterias rizobiales a los pelos radiculares, la invasión del tejido cortical se genera por 

una estructura denominada “hilo de infección”, la cual es acompañada por el inicio de la actividad del 

meristemo cortical y periciclo de la raíz. Los factores NOD modifican el equilibrio hormonal de la 

planta estimulando la división celular y promoviendo el desarrollo del simbiosoma (Ferguson & 

Mathesius, 2003), implicando la liberación de las bacterias en las células corticales individuales por 

endocitosis y provocando la aparición del “peribacteroide”.  El intercambio de señales bioquímicas 

permite la regulación metabólica bacteriana gracias al control del uso de dicarboxilato mediante la 

modulación del suministro de aminoácidos (Lodwig et al., 2003), lo que asegura la supervivencia de 

las bacterias dentro del ambiente interno de la planta. Al momento de la interacción la planta reduce 
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las defensas endógenas inherentes de modo que la interacción se vuelva exitosa permitiendo el 

crecimiento bacteriano cerca del citoplasma de la célula vegetal (Colebatch et al., 2004). La planta 

otorga un entorno de reducción de oxígeno para las bacterias lo que controla la expresión de genes 

específicos para la fijación de N, así como la función de los citocromos, proteínas membranales que 

participan en el transporte de electrones (Long, 2001). 

1.3 La sequía 

El desafío de generar alimentos para una población en continuo crecimiento es cada vez más 

urgente, para el año 2050 será necesario aumentar al menos un 87 % la producción en los cultivos, 

especialmente de cereales y leguminosas (Kromdijk & Long, 2016). Este reto se vuelve aún más 

complicado de superar debido a las limitaciones abióticas que enfrentan las plantas, las cuales se 

potencializan por el cambio climático; factores como la sequía, las bajas temperaturas y la salinidad, 

entre otras, amenazan la productividad y reducen drásticamente el rendimiento de un cultivo (Pareek 

et al., 2010).  

La sequía puede ser definida de diversas formas, a grandes rasgos, se puede considerar a este 

fenómeno como la ausencia clara y prolongada de precipitación que conduce a la escasez de agua para 

alguna actividad y llega a causar un desequilibrio hidrológico grave (IPCC, 2007). Específicamente 

en agricultura, se le denomina sequía al déficit de agua o humedad en el primer metro de suelo donde 

se desarrolla el sistema radical de la planta (Trenberth et al., 2014). Las predicciones de los escenarios 

climáticos futuros muestran una mayor variabilidad y baja predictibilidad de la dinámica hídrica del 

planeta ocasionando un aumento en la frecuencia, duración e intensidad de las sequías, volviendo a 

este fenómeno aún más extremo (Staudinger et al., 2016).  

1.3.1 La sequía en los cultivos 

Los factores ambientales que causan estrés en las plantas amenazan fuertemente el desarrollo 

de un cultivo, lo que genera grandes pérdidas de productividad y rendimiento alrededor del mundo 

(Staudinger et al., 2016). El estrés hídrico se caracteriza por deteriorar el estado físico de la planta, 

donde se afecta tanto la parte aérea como radical. Se sabe que la proliferación de raíces se reduce, 

impactando negativamente en la eficiencia del uso del agua y la nutrición vegetal. En cuanto a la parte 

aérea, el tamaño de las hojas y la extensión del tallo se ven reducidos (Defez et al., 2017), la presencia 

de senescencia en las hojas se adelanta (Gregersen et al., 2013; Thomas & Ougham, 2014) y el 

contenido de clorofila disminuye (Vurukonda et al., 2016) además, la asimilación de CO2 por las hojas 
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se dificulta debido al cierre estomático, al daño que sufre la membrana celular y a la alteración del 

funcionamiento de las enzimas involucradas en este proceso (Flexas & Medrano, 2002). De igual 

forma, la escasez de agua en el suelo influye positiva o negativamente en las relaciones ecológicas de 

las plantas, afectando su interacción con microorganismos del suelo(Ramegowda & Senthil-Kumar, 

2015). 

En este sentido las plantas necesitan equilibrar continuamente los procesos entre su desarrollo y la 

defensa o las respuestas adaptativas determinadas por la severidad, la duración y el momento en el 

que se produce algún tipo de estrés (Skalak et al., 2021). Por esta razón, han desarrollado diversos 

mecanismos evolutivos que les permiten percibir señales específicas de estrés e iniciar una respuesta 

adaptativa o de resistencia que les permite sobrevivir en condiciones ambientales adversas. La 

exposición a estrés biótico o abiótico da inicio a un proceso de señalización que involucra una red 

reguladora de interacciones donde existen intercambios frecuentes entre vías individuales y las 

moléculas o cofactores de señalización (Tuteja & Sopory, 2008; Zhu, 2016). 

La respuesta al estrés por sequía en las plantas implica la intervención de varios reguladores, 

fitohormonas como el ácido abscísico (ABA) y los jasmonatos son de gran importancia para este 

proceso (Zhou et al., 2019). Se sabe que las respuestas adaptativas se desencadenan principalmente 

por el ABA, dentro de las respuestas a corto plazo se encuentra el cierre de estomático, también se 

han observado respuestas a largo plazo que permiten mantener el crecimiento de las raíces, 

optimizando la absorción de agua (Sah et al., 2016). Otra fitohormona de gran importancia para la 

adaptación de las plantas al estrés hídrico es la auxina indol-3-ácido acético (IAA). Algunos estudios 

han demostrado que la presencia de altos niveles de IAA se relaciona con la tolerancia a la sequía 

gracias a la reducción de los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la senescencia foliar 

retrasada (Ke et al., 2015). Otras moléculas señalizadoras que participan en la respuesta a estrés 

hídrico pueden ser el Ca2+, ROS, NO2, la sistemina y los inositoles fosfatos (Lata et al., 2018).  

Dentro del sector agrícola la cuantificación del daño ocasionado por los déficits de agua se basa en el 

rendimiento del cultivo de interés, sin embargo, este tipo de estrés abiótico no solo limita la 

productividad de las plantas, sino que también afecta su desarrollo y los procesos fisiológicos y 

bioquímicos que llevan a cabo. Parte de los efectos perjudiciales de la sequía son causados por la 

interrupción en el estado hídrico de la planta (Verslues et al., 2006). Por lo tanto, la cuantificación de 

iones liberados, el contenido de clorofila, agua y azúcares, la producción de biomasa total y otras 

variables son fundamentales para entender los daños relacionados con el estrés hídrico observándose 
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fácilmente a través de características como el marchitamiento, el crecimiento celular, la turgencia y la 

fotosíntesis (Ahanger et al., 2021). Para determinar el nivel o la gravedad de la sequía se suele tomar 

como indicador la capacidad de campo (CC), que hace referencia a la cantidad de humedad presente 

en el suelo al alcanzar su punto de saturación y después de que se ha drenado el exceso de agua 

contenida en los macroporos por acción gravitacional (Rai et al., 2017).   
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II. ANTECEDENTES 

La aplicación de inóculos bacterianos como biofertilizantes es una estrategia valiosa para la 

producción agrícola ya que permite aumentar la efectividad de la fitorremediación de los suelos. 

Además, se sabe que la inoculación de plantas con bacterias no patógenas puede proporcionar 

protección contra el estrés biótico, y algunas bacterias colonizadoras de raíces aumentan la tolerancia 

contra el estrés abiótico, como la sequía, la salinidad y la toxicidad de los metales (Dimkpa et al., 

2009). Específicamente, algunas investigaciones recientes han proporcionado evidencia de que el uso 

de rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR, por sus siglas en inglés, Plant Growth-Promoting 

Rhizobacteria) mejoran la tolerancia de las plantas a la sequía al estimular la formación de raíces 

laterales y aumentar el crecimiento de los brotes (Rolli et al., 2015) gracias a la estimulación causada 

por compuestos orgánicos de origen bacteriano, como los lipoquitooligosacáridos, la acetoína y el 

disulfuro de dimetilo (Wintermans et al., 2016).  

Los efectos de la simbiosis con bacterias endófitas de raíz bajo condiciones de estrés abiótico han sido 

estudiados en diversos cultivos. Algunos estudios demuestran que los efectos de respuesta al estrés 

por salinidad y heladas han sido mitigados en plantas de Medicago truncatula bajo inoculación con 

Sinorhizobium spp y otros simbiontes, mejorando significativamente la actividad de las raíces y la 

producción de biomasa vegetal (Staudinger et al., 2016; Irshad et al., 2021). También se ha observado 

que en Medicago sativa la sobreproducción de IAA rizobiano dentro de los nódulos de la raíz afectó 

positivamente su respuesta al estrés por sequía (Defez et al., 2017). Otros trabajos han demostrado 

que el tratamiento con Bradirhizobium japonicum o Rhizobium spp. en conjunto con otros simbiontes 

de la rizosfera como el hongo de micorriza arbuscular (AMF), tuvo un impacto positivo al mitigar los 

efectos del estrés hídrico en Glycine max. Además, se observaron mejoras en el contenido relativo de 

agua, la fuga de electrolitos de la hoja, el crecimiento, el rendimiento y el tamaño de semilla, tanto en 

condiciones de sequía como de riego adecuado en comparación con las plantas no inoculadas (Igiehon 

et al., 2021; Sheteiwy et al., 2021). Un estudio menciona que para el caso del frijol (Phaseolus 

vulgaris) bajo estrés hídrico la coinoculación con Rhizobium tropici y dos cepas de Paenibacillus 

polymyxa resulta en un aumento de la altura de la planta, el peso seco de los brotes y el número de 

nódulos (Figueiredo et al., 2008). A pesar de su importancia agrícola, poco se ha descrito de este 

fenómeno en el cultivo de frijol común, además la información y evidencia encontradas se limita 

mayormente a los cultivares, reduciéndose aún más cuando se trata de las variedades silvestres. En 

este contexto, hemos generado una serie de preguntas biológicas para poder entender ¿Cómo la 
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variedad silvestre Mesoamericana (MA) combate el estrés por sequía con y sin Rhizobium tropici 

(Rt)? ¿Qué efectos adversos tendrá sobre el crecimiento y desarrollo del cultivar moderno Negro 

Jamapa (NJ) bajo estrés hídrico? ¿Cuál línea tiene una mejor tolerancia a la sequía bajo simbiosis? 

Por estas razones, durante el desarrollo de este proyecto se pretendió abordar el estudio de los efectos 

de la colonización con Rt bajo estrés por sequía en plantas silvestres y domésticas, para la 

identificación y comparación de sus características fenotípicas, fisiológicas y bioquímicas. 

III. JUSTIFICACIÓN 

El aumento de la población humana exige un mayor rendimiento de los cultivos para lograr 

alcanzar un estado de seguridad alimentaria, sin embargo, actualmente la producción de cultivos se 

ve afectada negativamente por factores abióticos como la sequía, la salinidad y las altas temperaturas 

ocasionadas por la crisis climática. Además, la reducción en la variabilidad genética de las líneas 

domésticas de P. vulgaris provoca mayor susceptibilidad a las condiciones adversas. La tolerancia al 

estrés por sequía en las plantas es una estrategia adaptativa que les permite hacer frente a los efectos 

negativos de las condiciones ambientales adversas. Los organismos simbióticos de raíz son bien 

reconocidos por la promoción del crecimiento de las plantas y la producción de compuestos naturales 

que la benefician. La propiedad de los simbiontes, como Rhizobium, para promover la tolerancia al 

estrés en las plantas es una herramienta de gran potencial agrícola que permitiría aumentar el 

rendimiento de los cultivos. Con este trabajo se espera promover la aplicación de inoculaciones como 

método para el desarrollo de plantas tolerantes al estrés, además de que la información aquí generada 

de lugar a futuros programas de mejoramiento genético a través de la introgresión de mecanismos 

naturales de respuesta a estrés que se mantienen en las líneas ancestrales hasta nuestros días. 

IV. HIPÓTESIS 

En la naturaleza, las variedades silvestres muestran características de resistencia a diferentes 

tipos de estrés, tanto biótico como abiótico, mismas que se reducen u omiten en la totalidad de especies 

domésticas, incluyendo al frijol. Estudios previos han demostrado que el centro de origen de todos los 

cultivares modernos de Phaseolus vulgaris está en Mesoamérica. Desde la aparición de la especie 

hasta la actualidad, las líneas ancestrales mesoamericanas permanecen genéticamente conservadas en 

los bosques del centro de México. Dentro del estrés abiótico, la sequía es de gran preocupación ya 

que provoca grandes pérdidas en el rendimiento de los cultivos. A pesar de esto, se ha observado que 

las relaciones simbióticas de las plantas con los microorganismos de la rizosfera pueden reducir el 
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impacto de la sequía en los cultivos. Por lo tanto, planteamos como hipótesis que la combinación de 

estudios sobre simbiosis y sequía permitirá obtener datos sobre el comportamiento de la variedad 

silvestre y el cultivar doméstico del frijol expuestos a condiciones de baja disponibilidad hídrica. 

Con el desarrollo de este proyecto se pretende comprender cómo la simbiosis con Rhizobium minimiza 

los efectos de la sequía en el fenotipo del frijol silvestre mesoamericano y el cultivar Negro Jamapa, 

además de comparar las respuestas fisiológicas que se desencadenan durante la simbiosis para 

combatir el estrés hídrico entre ambas variedades. Cabe resaltar que esta área de investigación no se 

ha desarrollado adecuadamente hasta el momento. El presente proyecto podría vislumbrar los 

mecanismos conservados del frijol silvestre mesoamericano que le permiten adaptarse más fácilmente 

a la sequía, brindándole una alta tolerancia a los efectos de estos fenómenos, además de mantener una 

mejor eficiencia simbiótica con Rhizobium tropici. 

V. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

Evaluar las características cualitativas y cuantitativas de las respuestas morfológicas y 

fisiológicas de plantas de Phaseolus vulgaris de la variedad silvestre Mesoamericana (MA) en 

comparativa con el cultivar Negro Jamapa (NJ) bajo exposición simultánea a estrés por sequía y 

simbiosis con Rhizobium tropici (Rt). 

5.2 Objetivos específicos 

1. Establecer en P. vulgaris silvestre y cultivar los grupos experimentales correspondientes a 

diferentes capacidades de campo y condiciones de inoculación con Rt. 

2. Analizar el impacto por el estrés hídrico en el crecimiento y desarrollo de MA y NJ. 

3. Analizar el fenotipo aéreo y radicular de MA y NJ bajo la exposición a diferentes condiciones de 

estrés hídrico y simbiosis con Rt. 

4. Analizar el fenotipo nodular de MA y NJ expuestas a estrés hídrico. 

5. Llevar a cabo análisis fisiológicos en MA y NJ expuestas a diferentes condiciones de estrés por 

sequía y simbiosis con Rt. 

6. Cuantificar el contenido de azúcares totales en P. vulgaris silvestre y cultivar, expuestos a estrés 

hídrico y simbiosis con Rt. 

7. Comparar las diferencias fenotípicas y las respuestas fisiológicas al estrés hídrico en la variedad 

doméstica y silvestre bajo diferentes condiciones de inoculación.  
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS  

6.1 Diseño experimental 

Para llevar a cabo este proyecto se cultivaron plantas de frijol de la variedad silvestre 

Mesoamericana y del cultivar Negro Jamapa. Ambas fueron germinadas directamente en macetas, 

manteniendo su capacidad de campo (CC) al 100 % durante dos semanas. Una vez transcurrido este 

periodo las plantas se expusieron a dos estados de inoculación, positiva o negativa con Rhizobium 

tropici (Rt). Algunas plantas con inoculación positiva (+ Rt) se mantuvieron a la misma capacidad de 

campo mientras que otras se mantuvieron a distintos porcentajes (80 %, 60 %, 40 %, 20 %) de CC. El 

total de plantas se expuso a diferentes capacidades de campo en grupos proporcionales 

respectivamente. Las plantas con inoculación negativa (– Rt) también fueron expuestas a los mismos 

niveles de porcentaje en la CC. Los cambios en la CC se lograron añadiendo sólo la cantidad de agua 

requerida que se calculó midiendo la pérdida de peso en la maceta al 100 % de CC después de varios 

días. Después de cinco semanas a partir de la inoculación, se realizaron diversas medidas cuantitativas 

y cualitativas del fenotipo de las plantas. El experimento se diseñó en bloques, separando las plantas 

inoculadas de las no inoculadas para evitar contaminación. En la primera replicación biológica se 

realizaron seis replicaciones técnicas por tratamiento y se tuvo un total de 120 individuos. La segunda 

repetición biológica se hizo con tres repeticiones técnicas para el 100 %, 80 % y 60 % CC. 

6.2 Esterilización de semillas 

Se procedió a esterilizar 180 semillas; de las cuales 90 pertenecían a MA y 90 NJ. En base al 

protocolo de Nanjareddy et al. (2017) se realizaron los siguientes pasos dentro de una campana de 

flujo laminar y para cada 20 semillas: 

1. Sumergir las semillas en 50 ml de etanol a una concentración de 96 % durante 1 minuto y 

después desechar cuidadosamente el etanol. 

2. Añadir 50 ml de una solución de hipoclorito de sodio a una concentración de 20 % durante 

10 min y mezclar continuamente.  

3. Descartar el cloro y lavar las semillas con exceso de agua estéril 3 veces.  

Para la siembra se utilizaron 60 semillas de cada variedad, que mantuvieron la testa íntegra después 

de la esterilización. 
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6.3 Condiciones de crecimiento 

El experimento se realizó en un invernadero dentro de las instalaciones de la ENES UNAM 

León en la ciudad de León, Guanajuato con coordenadas 21°02'44.4"N 101°40'17.3"W. Las plantas 

crecieron bajo condiciones de temperatura máxima y mínima diurna/nocturna durante los meses de 

septiembre y octubre de 29 °C /11°C ±1 °C con un fotoperiodo de 12 horas. En este estudio se 

utilizaron semillas de Phaseolus vulgaris L. cv Negro Jamapa y la variedad silvestre mesoamericana 

provenientes del Instituto de Biotecnología de la UNAM recolectadas en 2019. Las semillas se 

esterilizaron utilizando el protocolo de Nanjareddy et al. (2017) previamente descrito y se crecieron 

en condiciones de invernadero en macetas individuales (10.5 cm de altura, 11.5 cm de diámetro) con 

8 agujeros de 1 cm de diámetro en el fondo. Cada recipiente se llenó con cantidades iguales de sustrato 

estéril (peat moss:vermiculita 3:1 v/v). Después de anotar el peso inicial de la maceta con la mezcla 

completamente seca (peso seco, PS), se agregó agua hasta sobresaturar el sustrato. Las macetas se 

dejaron reposar durante 24 h para drenar el exceso de agua y estabilizar el potencial hídrico del sustrato 

y se volvieron a pesar (peso saturado, PST). Las semillas fueron sembradas directamente en la maceta 

y se crecieron en condiciones de invernadero (Choudhary & Senthil-Kumar, 2020). Las macetas 

fueron regadas alternadamente con agua y solución nutritiva B & D (Broughton & Dilworth, 1971) 

adicionada con KNO3 0.2 mM tres veces por semana durante las dos primeras semanas después de la 

siembra (sds). Al finalizar las 2 semanas se iniciaron los tratamientos de inoculación y estrés por 

sequía durante 5 semanas. Los niveles de porcentaje de capacidad de campo (CC) se mantuvieron 

agregando sólo la cantidad requerida de agua para riego que se calcula a partir de la pérdida de peso 

en el suelo a 100 % CC después de pasar los días. 

6.4 Preparación del inóculo 

Para la inducción de los nódulos de raíz, se utilizó la bacteria Rhizobium tropici cepa CIAT899 

etiquetada con proteína de fluorescencia roja (RFP, por sus siglas en inglés, Red Fluorescent Protein). 

Siguiendo el protocolo adaptado de Nanjareddy et al. (2017) las bacterias fueron cultivadas en medio 

Peptone-Yeast (PY) adicionado con cloruro de calcio 1 M, ácido nalidíxico 20 mg/ml, rifampicina 10 

mg/ml y kanamicina 50 mg/ml y se incubó a 28 °C en agitación constante a 300 rpm durante 48 h. 

Después del periodo de incubación se limpió el cultivo eliminando el medio PY mediante 

centrifugación a temperatura ambiente y 3000 rpm por 5 min. Se desechó el sobrenadante y se 

resuspendió la pastilla de células en agua estéril. Este proceso se repitió dos veces más y al finalizar 

la limpieza se añadió más agua estéril para una última resuspensión. 
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6.5 Inoculación e imposición de sequía 

La inoculación se realizó en plantas con una edad de 2 semanas después de la siembra (sds), 

añadiendo directamente en el sustrato más cercano al tallo 2 ml de inóculo por maceta. El estrés por 

sequía se impuso al suspender el riego en las macetas. Para las macetas inoculadas que debían 

permanecer al 100 % CC el riego se retuvo y se reanudó con B & D (Broughton & Dilworth) después 

de 48 h. La exposición al estrés hídrico se inició con la suspensión del riego en las macetas hasta 

alcanzar una capacidad de campo de 80 %, 60 %, 40 % y 20 %. El nivel de humedad del sustrato 

(expresado como la capacidad de campo [CC]) se controló mediante el análisis gravimétrico 

(Ramegowda et al., 2013). La CC a la que se encontraban las macetas después de 48 h desde la 

inoculación se calculó con el peso fresco (PF) de la maceta, usando la fórmula % CC = [(PF-PS) / 

(PST-PS)] X 100 (Choudhary & Senthil-Kumar, 2020). A partir de esta fórmula, se mantuvo la CC 

deseada al agregar la cantidad en gr de agua o solución necesaria hasta alcanzar el peso fresco 

correspondiente al porcentaje de CC. El riego se realizó de esta forma durante 5 semanas más para 

continuar con el estrés hídrico. 

6.6 Evaluación del impacto del estrés y la simbiosis en las plantas 

Para determinar el impacto de la sequía y la simbiosis con Rt en las plantas se realizaron 

diversas mediciones: el peso apical fresco, longitud internodal, largo del pecíolo, número de trifolios, 

contenido relativo de agua en la hoja (LWRC,por sus siglas en inglés, Leaf Water Relative Content), 

área foliar, contenido de clorofila, fuga de iones, largo total de raíz, peso de raíz fresco, densidad 

relativa de raíces laterales, número de nódulos primordiales, maduros, senescentes y el peso total de 

nódulos. 

6.7 Parámetros del tallo 

Para determinar el peso fresco apical en gramos el tallo se cortó en secciones, incluyendo las 

hojas, para después pesar en la balanza analítica (Denver Instrumental 210 g). La longitud internodal 

de las plantas se calculó utilizando una regla graduada de 30 cm y se midió la distancia entre el tercer 

y cuarto nodo a partir del inicio del tallo de cada planta.  

6.8 Análisis de la hoja 

Para determinar el largo del pecíolo se utilizó una regla graduada de 30 cm y se midió el 

pecíolo de 3 hojas a partir del segundo trifolio desde la base y se promediaron los datos. El número 

de trifolios se contó de manera manual para cada planta.  
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6.8.1 Contenido relativo de agua en la hoja 

Para calcular el porcentaje de LRWC y siguiendo el protocolo descrito en Sinha et al., 2019 

se cortó el tercer trifolio a partir de la base de cada planta y se pesó en la balanza analítica (Denver 

Instrument 210 g) para obtener el peso fresco (PF) de la hoja. Después se sumergieron en agua 

estéril desionizada durante 5 h a temperatura ambiente para determinar el peso turgente (PT) de la 

hoja. Luego, las muestras se secaron en un horno-incubadora Ecocell (MMM Group-Accesolab) a 

60 °C durante 2 días y se volvieron a pesar para medir el peso seco (PS). Se utilizó la siguiente 

fórmula: % LRWC-=[(PF-PS) / (PT-PS)]x100. 

6.8.2 Área foliar 

El cálculo del área foliar se obtuvo utilizando el software de análisis de imágenes digitales-

ImageJ 1.4.1 (descargado de NIH) y una fotografía digitalizada de cada hoja. Para la fotografía se 

colocó el tercer trifolio desde la base (antes del procedimiento de LRWC) en un fondo blanco y luz 

directa. Siguiendo el protocolo de Glozer. (2007) se ajustó la imagen hasta obtener hojas de color 

rojo, a partir de esto se calculó el área con ayuda de la herramienta ROI. 

6.8.3 Contenido de clorofila 

El contenido de clorofila se midió con un cuantificador portátil no destructivo (Modelo CCM-

200, Opti Sciences) durante 4 semanas, a partir de la segunda semana post inoculación. Las 

mediciones se realizaron de forma continua en el mismo trifolio, utilizado el segundo trifolio a 

partir de la base para cada planta, y se iniciaron a la misma hora del día en cada semana. Se 

consideró un punto por foliolo y se calculó el promedio de los tres foliolos para determinar el 

contenido de clorofila de cada trifolio. 

6.8.4 Fuga de iones 

La sequía afecta la integridad de la membrana celular, lo que resulta en una mayor fuga de 

electrolitos, cuya estimación puede ser un parámetro valioso para evaluar la extensión del daño a 

las plantas bajo tratamientos de estrés único y combinado con simbiosis. Para la fuga de iones se 

midió la conductividad de diversas muestras con un conductímetro (SevenCompact, Mettler-

Toledo) durante 4 semanas. La medición se realizó en el segundo trifolio desde la base y se cortó 

1 disco de 5 mm de diámetro por hoja por planta, teniendo un total de 6 discos por CC. Los discos 

agrupados se colocaron en un tubo con agua desionizada. Las muestras se lavaron dejando en 

reposo cada tubo por 30 min para remover los electrolitos adheridos a la superficie de la hoja y 
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liberados durante el corte del disco. Una vez finalizado este tiempo se reemplazó el agua 

desionizada anterior por agua nueva. Después del lavado, las muestras se mantuvieron en agua por 

6 hrs más (Hatsugai & Katagiri, 2018) y se procedió a medir introduciendo el electrodo 

previamente lavado con agua desionizada en los tubos de muestra, evitando que los discos entren 

en contacto con el electrodo. 

6.9 Parámetros de raíz 

Las raíces se extrajeron y limpiaron manualmente en agua hasta remover el sustrato visible. 

Para la determinación de la longitud y el peso fresco, se utilizó una regla graduada de 30 cm y una 

balanza analítica. Se consideró como largo de raíz a la longitud en cm desde el inicio de la raíz 

principal hasta el ápice radical. El peso fresco se calculó después de la limpieza de la raíz, secando 

superficialmente con una toalla de papel el exceso de agua proveniente del lavado. La densidad de las 

raíces laterales se calculó al contar manualmente las raíces laterales totales presentes en una longitud 

de 5 cm a partir del inicio de la raíz principal y dividiendo este resultado entre 5 cm.  

6.9.1 Cuantificación del fenotipo nodular 

Los nódulos fueron retirados manualmente de la raíz y lavados cuidadosamente con agua 

para remover el sustrato presente. El número de nódulos de raíz tempranos o primordiales, maduros 

y senescentes se calculó en función del color visible de cada nódulo en la zona de fijación del 

nitrógeno. Se contaron como tempranos los nódulos que presentaron un color blanco. Los nódulos 

maduros fueron considerados aquellos con una coloración rosada o rojiza, asociada con la presencia 

de la proteína funcional leghemoglobina. Se contabilizó como nódulos senescentes los que 

presentaron un color verde o marrón, que se asocia con la degradación del hemegrupo (Nanjareddy 

et al., 2014). La suma de estos valores se utilizó para determinar el número de nódulos totales. El 

peso total de los nódulos se calculó colocando todos los nódulos en una caja Petri previamente 

tarada y se registró su peso utilizando una balanza analítica (Denver Instrumental 210 g). 

6.10 Análisis bioquímicos 

6.10.1 Cuantificación de azúcares totales solubles en el tejido 

Para analizar el contenido de azúcares totales en el tejido de las plantas se extrajeron los 

azúcares del tejido según Chow & Landhäusser (2004) utilizando el método de etanol caliente. El 

tallo y las hojas de cada planta se recolectaron y secaron en un horno-incubadora Ecocell (MMM 

Group-Accesolab) a 68 °C durante 3 días. Con ayuda de un mortero y pistilo, se molieron las 
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muestras secas hasta obtener un polvo fino. Para cada muestra se separaron 3 submuestras 

colocando 50 mg de polvo en tubos de centrífuga de 15 ml y se extrajeron tres veces. La extracción 

se llevó a cabo añadiendo 5 ml de etanol al 80 % (v:v) al tubo. Todos los tubos se taparon con 

canicas de vidrio y se pusieron a hervir en un mini baño de agua Hot Tub (Boekel Scientific) a 

95 °C durante 10 min cada una. Después de cada extracción, los tubos se centrifugaron a 2500 rpm 

durante 5 min y los sobrenadantes de las tres extracciones se combinaron para el análisis de azúcar. 

Una vez obtenidos los extractos del tejido en etanol se utilizó el método colorimétrico de ácido 

sulfúrico-UV propuesto por Albalasmeh (2013), el cual es una variación del método fenol-ácido 

sulfúrico de Dubois et al. (1956) para la determinación de la concentración de carbohidratos en 

soluciones acuosas. En un tubo de centrífuga de 15 ml se colocó una alícuota de 1 ml del extracto 

acuoso que se mezcló rápidamente con 3 ml de ácido sulfúrico concentrado. La mezcla se agitó en 

un vortex durante 30 s. Debido a la adición del ácido sulfúrico la temperatura de las soluciones 

aumentó rápidamente dentro de 10 a 15 s por lo que las muestras se enfriaron en hielo durante 2 

min para llevarlas a temperatura ambiente. Finalmente, se midió la absorción de luz UV a 315 nm 

utilizando un espectrofotómetro UV (Velab). Se tomó como solución blanco una alícuota de 1 ml 

de etanol y 3 ml de ácido sulfúrico y se preparó siguiendo el mismo procedimiento que el de las 

muestras. 

6.10.2 Curva estándar de azúcares para referencia 

Para elaborar la curva de referencia con la que se cuantificó el contenido de azúcares totales 

en el tejido (Figura A 1), se adaptó el protocolo propuesto por Chow & Landhäusser (2004). Se 

elaboraron 4 soluciones de azúcar a una concentración de 100 mg/L utilizando glucosa, sacarosa, 

xilosa y una mezcla 1:1:1 de cada azúcar para cada solución. Todas las muestras se diluyeron 5 

veces a 80 mg/L, 65 mg/L, 50 mg/L, 35 mg/L y 20 mg/L. A partir de estas soluciones se tomó 1 

ml de solución y se siguió el protocolo ácido sulfúrico-UV de Albalasmeh (2013) previamente 

descrito. En esta ocasión la solución blanco se preparó con el mismo método, pero sustituyendo la 

mezcla de azúcar con agua.  

6.10.3 Determinación de los porcentajes del contenido de azúcares totales solubles 

Se utilizó la ecuación de la pendiente resultante de la curva estándar (Figura A 1): 

y=0.0129x-0.0002 donde “y” es la absorbancia y “x” la concentración de azúcar (mg/L). Se despejó 

“x” obteniendo la fórmula x=(y+0.0002) / 0.0129. 
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6.11 Análisis estadísticos 

Para la determinación de la significancia entre las respuestas se utilizaron análisis de varianza 

de múltiples variables (MANOVA) (Steel y Torrie, 1960) utilizando un software de análisis 

estadístico (SAS, Institute Inc., 2013). Las medias de los tratamientos se separaron mediante la prueba 

HDS de Tukey (P < 0,05).  
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VII. RESULTADOS 

7.1 Análisis de la simbiosis en la mortalidad de plantas por sequía 

Dentro de los principales efectos visibles ocasionados por la limitación de agua, se evaluó la 

resistencia al estrés hídrico en cada variedad. Considerando una planta muerta aquella que visualmente 

llegó a un punto de marchitez del cual no se puede recuperar, deteniendo su crecimiento y presentando 

falta de turgencia, senescencia y absición. En primer lugar, se observó que las plantas no inoculadas 

de NJ (NJ – Rt) a una capacidad de campo del 20 % tuvieron una mortalidad del 66 %, siendo que 

cuatro de los seis individuos murieron por marchitez, la cual se presentó a partir de los 20 días de la 

imposición de la sequía (Figura 1A). Cuando se redujo el agua hasta el 40 % CC, el porcentaje de 

plantas muertas fue del 16 % (Figura 2 A). Bajo las mismas condiciones la mortalidad de las plantas 

de MA no inoculadas (MA – Rt) sólo se presentó al 20 % CC y fue del 16 % teniendo la muerte de un 

individuo de seis como se puede ver en la Figura 3 A respectivamente. Mientras que para el 40 % CC 

únicamente se presentaron signos leves de marchitez. Al finalizar el experimento no se observó 

mortalidad para los porcentajes restantes de CC en ambas variedades. En segundo lugar, se apreció 

que gracias a la inoculación con Rt en las plantas NJ (NJ + Rt) al 20 % CC la mortalidad por sequía 

se redujo hasta un 50 % ya que solamente se registró la muerte de dos individuos (Figura 1 B). Para 

las plantas de esta misma línea al 40 % CC + Rt se tuvo una reducción del 100 % en la mortalidad, 

pues no se contabilizó ninguna muerte, sin embargo, se observaron signos de marchitez leve (Figura 

2 B). De igual forma las plantas en simbiosis con Rt de MA (MA + Rt) bajo una disponibilidad de 

agua del 20 % presentaron un porcentaje de mortalidad de 0, dado que todos los individuos 

sobrevivieron (Figura 3 B). Los signos de marchitez estuvieron ausentes en el caso de las plantas en 

simbiosis con Rt al 40 % CC. Las plantas inoculadas pertenecientes a las CC restantes no mostraron 

diferencias en cuanto a la mortalidad en comparación con las no inoculadas.  

En comparativa, las plantas sin simbiosis de NJ tuvieron porcentaje de mortalidad más alto que las 

plantas de MA. Bajo condiciones de estrés hídrico severo (20 % CC) NJ superó con un 50 % la 

mortalidad de MA, mientras que a un 40 % CC la mortalidad fue mayor con un 100 % en NJ debido 

a que MA tuvo 0 % de mortalidad. Para el caso del tratamiento de sequía + Rt se observó una tendencia 

similar a la anterior, debido a que la mortalidad entre las plantas de NJ y MA difiere en un 100 % a 

una CC del 20 % siendo superior en NJ. En general, se observó que MA tuvo un porcentaje de 

mortalidad menor a NJ en todos los casos anteriores (Tabla 1).  
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Tabla 1. Porcentaje de mortalidad en las plantas de P. vulgaris de NJ y MA bajo diferentes condiciones 

de capacidad de campo (CC) e inoculación.  

 

 

 

Figura 1. Plantas de P. vulgaris cultivar Negro Jamapa bajo diferentes condiciones de inoculación y 

CC. A) El grupo experimental NJ – Rt bajo condiciones de 20 % de CC mostró una mortalidad del 

66.66 % de las plantas cultivadas [enmarcadas en color rojo] B) La mortalidad en NJ + Rt al 20 % de 

CC a la quinta semana del tratamiento con estrés hídrico presentó una mortalidad del 33.33 % 

[enmarcadas en rojo] 
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Figura 2. Plantas de P. vulgaris cultivar Negro Jamapa bajo diferentes condiciones de inoculación y 

CC. A) El grupo experimental NJ – Rt bajo condiciones de CC al 40 % presentó una mortalidad del 

16.6 % de las plantas cultivadas a la quinta semana del tratamiento con estrés hídrico [enmarcados en 

rojo]. B) NJ + Rt al 40 % de CC en la quinta semana del tratamiento con sequía no mostró mortalidad. 
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Figura 3. Plantas de P. vulgaris silvestre mesoamericano bajo diferentes condiciones de inoculación y 

CC. A) El grupo experimental MA – Rt mostró mortalidad del 16.6 % de las plantas cultivadas 

[enmarcadas en rojo] después de 5 semanas de exposición a condiciones del 20 % de CC.  B)  El grupo 

MA + Rt al 20 % CC en la 5ta semana del tratamiento con sequía no mostró mortalidad a diferencia del 

grupo con diferentes condiciones de inoculación.  

 

7.2 Análisis de la simbiosis en la producción de biomasa apical bajo estrés hídrico 

En cuanto a la producción de biomasa apical se observó que las plantas de NJ - Rt en 

condiciones de 100 % CC tuvieron un peso fresco apical promedio de 5.7 g, al cambiar la CC a 80 % 

este valor se redujo más de la mitad en un 65 %, presentando un peso promedio apenas superior a los 

2 g. A partir de esta CC, el peso fresco apical se reduce en el 60 %, 40 % y 20 % CC, alcanzando un 
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peso mínimo de 0.94 g bajo esta última condición. En el caso de las plantas pertenecientes a MA – Rt 

y bajo una CC del 100 % se registró un peso apical fresco promedio de 6.14 g, valor que disminuye 

hasta 4.02 g al alcanzar un 80 % CC cambiando en un 35 %. Al bajar la CC a 60 % el peso promedio 

se redujo casi un 50 % en comparación con el peso apical al 80% CC y un valor de 2.64 g, para el 

resto de los porcentajes de CC (40 % y 20 %) el peso apical disminuye gradualmente hasta poco 

menos de 1 g. Para las plantas del cultivar NJ + Rt se apreció un incremento del 300% en el peso 

apical fresco promedio, registrando un peso de 15.3 g. Esto sólo sucedió bajo el 100 % CC, ya que el 

resto de los porcentajes mantiene un valor por debajo de los 5 g. De igual forma, el peso apical 

promedio en MA + Rt se triplico bajo una CC del 100 %, obteniendo un valor de 16.5 g. La 

disminución del peso entre el 100 % y 80 % CC es menor ya que al reducirse la CC el peso promedio 

de las plantas únicamente disminuyó un 41% mientras que del 100 % CC con el resto de los 

porcentajes el peso apical se reduce hasta un 80% (Figura 4). 

El incremento de la biomasa en las plantas de ambas variedades bajo la ausencia de estrés y un estrés 

leve (100 % y 80 % CC) durante la inoculación con Rt destaca sobre aquellas no inoculadas 

especialmente, ya que su peso aumentó casi el triple al 100 % CC. Sin embargo, al cambiar la CC de 

100 % a 80 % el peso fresco apical promedio en NJ se redujo drásticamente hasta un 75 %, mientras 

que en estas mismas condiciones el valor de la disminución para las plantas de MA fue de un 50 % 

(Figura 4). 
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Figura 4. Promedio del peso apical fresco (g) de los grupos experimentales: NJ – Rt, NJ + Rt, MA – Rt 

y MA + Rt señalados en diferentes colores bajo diferentes condiciones de CC (20 %, 40 %, 60 %, 80 % 

y 100 %).  

7.3 Análisis de la simbiosis en la longitud internodal bajo estrés hídrico 

Las observaciones sobre la longitud internodal mostraron que dentro del tratamiento NJ – Rt, no 

se presentaron cambios notables con la reducción de la CC. De manera contraria se apreció una 

disminución en la longitud internodal para las plantas pertenecientes a los grupos 40 % MA – Rt y 

20 % MA – Rt en comparación con el valor de 100 % MA - Rt. También se registró que las plantas 

de NJ + Rt, redujeron su longitud en comparación con NJ – Rt, sin embargo, los valores fueron 

constantes entre las CC. Para el tratamiento MA + Rt se obtuvo un incremento del 20 % en la longitud 

internodal sobre el tratamiento de MA – Rt (Figura A 2). 

En comparativa, la longitud de las plantas de MA para ambos estados de inoculación tuvo valores 

promedio superiores en al menos un 50 % a los de NJ, además, la disminución de la CC a hasta un 

60 % generó reducciones descartables en la longitud del internodo para MA. En general la longitud 

internodal es significativamente (p<0.001) mayor con la inoculación en MA en comparación con la 

inoculación en NJ (Figura A 2).  
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7.4 Análisis de la simbiosis en la producción de trifolios bajo estrés hídrico  

Para este parámetro se observó que las plantas NA – Rt generaron un número de trifolios promedio 

que se mantuvo constante entre las CC. El número de trifolios promedio para MA – Rt fue mayor que 

el de la línea doméstica, superándola por el doble en el 100 %, 80 % y 40 % de CC, mientras que para 

el 20 % y 60 % CC sólo rebasó a NJ – Rt en un tercio de su valor. Además, se registró que el promedio 

de trifolios se incrementó para NJ + Rt y MA + Rt en comparación con los valores de las plantas no 

tratadas con Rt en ambas variedades. Sin embargo, el número de trifolios producidos por 100 % NJ + 

Rt se redujo significativamente (<0.001) a la mitad al bajar la CC a 80 % y a partir de este porcentaje 

este valor se mantuvo muy similar. Mientras que en MA el promedio de trifolios tuvo una disminución 

no significativa entre 100 %, 80 % y 60 % CC (Figura A 3).  

Por otro lado, el aumento en la producción de trifolios en NJ + Rt fue significativamente (<0.001) 

menor que el registrado para MA + Rt, específicamente en las CC de 80 % y 60 % donde la 

superioridad que tiene MA es de un 33 % por sobre NJ (Figura A 3). 

7.5 Análisis de la simbiosis en la integridad membranal bajo estrés hídrico 

Para determinar la integridad de la membrana se cuantificó la fuga de iones intracelulares. El 

porcentaje de iones liberados de las muestras de NJ – Rt aumentó un 50 % al paso de las semanas, 

empezando aproximadamente con un 20 % de iones libres y terminando en un 70 % de iones fugados. 

Se registró una variación notable entre el 100 % de CC y el resto de los porcentajes, elevándose un 

cuarto el porcentaje de iones fugados en las CC más bajas (Figura 5 A). Del mismo modo las plantas 

del grupo MA – Rt tuvieron un incremento en el porcentaje de iones fugados conforme avanzó el 

tiempo, pero en promedio sólo llegó a un 60 % de iones liberados a excepción de 40 % MA – Rt, que 

registró un valor de 85 %. También se observó que los niveles de iones fugados fueron similares entre 

100 %, 80 % y 60 % de CC, permaneciendo por debajo del 60 % de iones libres (Figura 5 C). El 

grupo de muestras pertenecientes a NJ + Rt presentaron una disminución de 8 % en los iones liberados 

durante la tercera semana, en las semanas siguientes los valores volvieron a incrementarse de manera 

similar al grupo NJ – Rt, teniendo una diferencia de aproximadamente 20 % entre ambos tratamientos, 

siendo menor el porcentaje de iones fugados en las plantas con inoculación. Además, los valores 

observados para las CC debajo de 100 % fueron 50 % más altos que 100 % CC (Figura 5 B). De igual 

forma el tratamiento MA + Rt mostró una disminución en los iones liberados durante la tercera semana, 

pero el incremento en las semanas subsecuentes fue 50 % menor en comparación a MA – Rt, llegando 

a fugarse máximo un 45 % de iones intracelulares. Los valores obtenidos para cada CC se mantuvieron 
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cercanos, exceptuando el grupo 40 % CC, ya que el porcentaje de iones fugados se incrementa un 5 % 

más que el resto (Figura 5 D).  

En comparación, el porcentaje de fuga de iones se reduce mínimamente de NJ – Rt a NJ + Rt. Mientras 

que el grupo MA + Rt presentó una reducción drástica de hasta por debajo del 50 % sobre MA – Rt. 

En general, los niveles de iones liberados para NJ son mayores que en MA. Los tratamientos de - Rt 

fueron los que se vieron más afectados negativamente, en particular en CC del 40 %, que mostró una 

fuga de electrolitos superior al resto de CC (Figura 5).  

 

Figura 5. Promedio del porcentaje de iones liberados durante cuatro semanas y a diferentes CC 

(indicadas en distintos colores) para los grupos experimentales: A) NJ – Rt B) NJ + Rt C) MA – Rt y. 

D) MA + Rt  

7.6 Análisis de la simbiosis en el largo del pecíolo bajo estrés hídrico  

Los datos recolectados para el largo del pecíolo indicaron que la diferencia entre la línea de 

frijol analizada fue la variable que determinó los cambios entres los valores. En ese sentido, se observó 

que entre cada CC para NJ – Rt el promedio del largo del pecíolo fue constante, reduciéndose sin 

significancia estadistica en cada nivel de sequía. También se observó un comportamiento similar para 

MA – Rt, sin embargo, el largo del pecíolo disminuyó significativamente (<0.0001) a partir de 40 % 

CC. El grupo de NJ + Rt mostró una drástica disminución en el largo del pecíolo con la reducción de 
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la CC desde el 80 %, sin embargo, en comparativa con NJ – Rt el promedio de longitud aumentó 

aproximadamente un 50 % con la inoculación. De manera contraria, la disminución en los valores 

para MA + Rt al modificar la CC no tuvo significancia al cambiar de 100 % a 80 % y 60 % CC. En 

comparativa con MA – Rt, la longitud del pecíolo para MA + Rt aumentó levemente, pero sin 

significancia (Figura A 4). 

En general, el aumento en el promedio del largo del pecíolo en NJ + Rt fue significativamente 

(<0.0001) mayor que el registrado para MA + Rt, sin embargo, el elevar los niveles de sequía al 

cambiar la CC redujo con significancia estadística los valores en NJ lo que no sucedió para MA 

(Figura A 4). 

7.7 Análisis de la simbiosis en el LRWC bajo estrés hídrico  

En las plantas del grupo NJ – Rt se observó que no tuvieron una variación estadística 

significativa en su contenido de agua entre los diversos niveles de sequía. De igual forma, los valores 

se mantuvieron constantes en las plantas del grupo MA – Rt al exponerse a diferentes porcentajes de 

CC. Mientras que para el tratamiento NJ + Rt se registró una disminución del 23 % en el porcentaje 

de LRWC en comparación con NJ – Rt en todas las CC. Además, este cambio en el contenido de agua 

de la hoja se redujo al pasar de la CC máxima a niveles inferiores, siendo la reducción más alta de 

20 % en el caso de 20 % CC. Los valores obtenidos para el tratamiento MA + Rt fueron levemente 

superiores en un 7 %, 14 % y 3 % a los de MA – Rt pero únicamente para 100 %, 80 % y 60 % de CC 

respectivamente. En la sequía alta y severa (40 % y 20 % CC) el grupo MA – Rt (Figura A 5) tuvo 

un mayor LRWC. 

En general, las plantas de MA + Rt presentaron un contenido de agua promedio mayor que el resto de 

los grupos para 100 %, 80 % y 60 % CC, pero para 40 % y 20 % el grupo MA – Rt fue superior en el 

porcentaje de LRWC. Sin embargo, las diferencias entre los niveles de estrés no tuvieron significancia 

estadística entre los efectos de cada variable aplicada (Figura A 5). 

7.8 Análisis de la simbiosis en el área foliar bajo estrés hídrico   

El registró de datos indica que el área foliar para el grupo 100 % NJ – Rt fue de 36 cm2, valor 

que permaneció casi constante en 80 % NJ – Rt. Al reducir la CC a 60 %, 40 % y 20 % se identificó 

una disminución de 18 %, 29 % y 62 % respectivamente en el promedio del área foliar en comparación 

con el valor superior en la CC, la reducción en el área foliar solo fue significativamente (<0.0001) 

mayor en 40 % y 20 % de CC. De igual manera, para 100 % MA – Rt se obtuvieron hojas con un área 
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promedio de 52 cm2. Este valor se redujo sin significancia estadística de forma similar en un 15 % 

entre cada CC. La inoculación con Rt aumentó el área foliar en NJ, alcanzando 71 cm2 para NJ + Rt a 

100 % CC. Sin embargo, la disminución en la CC perjudicó el tamaño de la hoja, reduciendo con 

significancia (p<0.0001) su área un 43 % para 80 % NJ + Rt y que se mantuvo así para las demás CC. 

En el tratamiento de MA + Rt, también se observó un aumento en el promedio del área de la hoja, sin 

embargo, no hubo diferencia significativa entre el tamaño de las hojas de MA + Rt y MA – Rt. En 

conjunto, se observó que los valores entre las CC no cambiaron demasiado (Figura A 6). 

Las plantas de NJ y MA bajo inoculación en comparación con las no inoculadas no mostraron grandes 

diferencias en el tamaño de la hoja, a excepción del grupo al 100 % CC de NJ que incrementó su 

tamaño al doble. En general, el área foliar promedio de MA es significativamente superior a los 

valores obtenidos en NJ para cada CC (Figura A 6). 

7.9 Análisis de la simbiosis en el contenido de clorofila bajo estrés hídrico  

Al determinar el contenido de clorofila en las hojas se observó en el grupo NJ – Rt una 

disminución del 3 % en los valores a lo largo de 5 semanas para cada CC, a excepción de las muestras 

al 20 % CC, dónde la reducción en el contenido de clorofila través del tiempo fue del 36 %. Además, 

al disminuir la CC también el contenido de clorofila fue menor, siendo que las plantas al 100 % y 

60 % CC tuvieron mayor contenido de clorofila (Figura 6 A). Del mismo modo las plantas del grupo 

MA – Rt tuvieron una disminución del 11 % en los valores de clorofila en sus hojas, siendo más 

notable en este grupo a comparación de NJ – Rt. También se observó que los niveles de clorofila 

cambian drásticamente entre cada CC, siendo mayor para 100 % y 60 % CC (Figura 6 C). El grupo 

de muestras pertenecientes a NJ + Rt mostraron un aumento de casi el doble en el contenido de 

clorofila en comparación con el grupo NJ – Rt, ya que el nivel más bajo para cada tratamiento fue de 

15 contra 8 (Figura 6 B). La disminución entre las CC en NJ + Rt es menor, ya que los valores para 

100 %, 80 % y 60 % se mantuvieron constantes entre estas CC. Para el tratamiento MA + Rt se mostró 

una disminución del 28 % en el contenido de clorofila al pasar las semanas, incluso mayor al grupo 

MA – Rt. Además, los valores registrados para cada CC difieren al menos un 30 % entre ellos y a 

medida que se reduce la CC también lo hace el nivel de clorofila (Figura 6 D).  

En comparación, el nivel de clorofila disminuye a más del doble para el grupo MA + Rt que para el 

resto de los tratamientos. Mientras que el grupo NJ + Rt mantiene con mayor constancia y por más 

tiempo niveles más altos. Los tratamientos en las CC más bajas fueron los que se vieron más afectados 

negativamente, en particular 20 % CC para las plantas no inoculadas y 40 % CC para las inoculadas, 
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que mostraron una perdida en el contenido de clorofila superiores, en un 20 % y un 44 % 

respectivamente, en comparación al resto de las CC (Figura 6).   

 

Figura 6. Contenido de clorofila promedio durante 4 semanas por tratamiento en P. vulgaris bajo 

diferentes condiciones experimentales tanto de CC (indicadas en distintos colores) como de inoculación 

con Rt para los grupos experimentales A) NJ – Rt B) NJ + Rt C) MA – Rt y D) MA + Rt. 

 

7.10 Análisis de la simbiosis en la biomasa radicular 

El fenotipo radicular se determinó en base al peso fresco de la raíz, a su longitud y a la cantidad 

de raíces laterales que se tiene para cada variedad en los diferentes tratamientos. En la Figura 7 

podemos observar que el promedio del peso fresco de la raíz de NJ – Rt varía sin significancia 

estadística entre cada CC, donde el peso mayor se registró en el 100 % CC y fue de apenas 3.7 g. Las 

plantas de MA – Rt siguieron una tendencia similar a las del cultivar, ya que presentaron diferencias 

no significativas conforme se redujo la CC, y su valor promedio tan sólo alcanzó los 3.3 g.  

En la misma figura podemos observar que el peso promedio del cultivar NJ + Rt bajo una CC del 

100 % se incrementó significativamente (<0.0001), pues comparado con las plantas de NJ – Rt, su 

valor se duplicó alcanzando los 8 g. Sin embargo, este comportamiento fue exclusivo de la CC máxima 

y al 40 %, los porcentajes restantes sólo aumentaron su peso en un tercio. Al comparar los valores de 

cada CC entre sí, podemos observar que la disminución del peso al reducir la CC del 100 % al 80 % 
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fue del 50 %, obteniendo un valor de peso fresco promedio de 4 g. Los datos obtenidos para la variedad 

silvestre MA + Rt muestran que el peso de las plantas aumentó con significancia estadística a más del 

doble para todas las CC a excepción del 20 % que solamente se incrementó la mitad, en comparación 

con las plantas de la variedad silvestre MA – Rt. 

Al comparar el peso promedio de la raíz en las plantas de NJ + Rt contra las de MA + Rt podemos 

observar que el aumento de los valores para MA + Rt bajo 100 % y 80 % de CC fue significativamente 

superior a los valores que se registraron para NJ + Rt en un 30 % y 50 % respectivamente. Para el 

resto de los porcentajes de CC también se obtuvieron incrementos en el peso promedio que destacan 

en la variedad silvestre MA sobre el cultivar NJ, sin embargo, este crecimiento fue menor al 30 % y 

carece de significancia estadística (Figura 7). 

 

Figura 7. Promedio del peso fresco de raíz (g) de los grupos experimentales (identificados con 

diferentes colores): NJ – Rt, NJ + Rt, MA – Rt y MA + Rt bajo diferentes condiciones de CC (20 %, 

40 %, 60 %, 80 % y 100 %).  

7.11 Análisis de la simbiosis en la longitud de raíz bajo estrés hídrico  

La longitud de la raíz en 100 % NJ – Rt fue de 15 cm, valor que disminuyó significativamente 

(<0.0001) con los cambios en la CC, llegando a medir 7 cm en 20 % NJ – Rt. Se registró un 

comportamiento similar en MA – Rt, con valores de 16.5 cm y 8.2 cm a 100 % y 20 % CC. La 
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aplicación del inóculo generó un aumento significativo de un tercio en la longitud de la raíz de 100 % 

NJ + Rt y 80 % NJ + Rt en comparación con NJ – Rt. A pesar del incremento mencionado, a nivel 

general se presentó una disminución estadísticamente significativa de la longitud de raíz al cambiar 

la CC. Mientras que en el grupo de MA + Rt, se dio un incremento sobre MA – Rt del 50 % en el largo 

de la raíz. Con la reducción de la CC en MA + Rt también se mostró una disminución en los valores 

de longitud, que no tuvo significancia estadística entre 100 % y 80 % CC y con significancia a partir 

del 60 % CC (Figura A 7). 

La comparación entre NJ y MA muestra que los valores de la longitud de raíz fueron similares entre 

NJ – Rt y MA – Rt, pero fueron significativamente mayores para MA + Rt que para NJ + Rt. También 

se observó que los niveles más bajos de CC afectaron más gravemente al grupo NJ que al MA, 

produciendo raíces más cortas (Figura A 7). 

7.12 Análisis de la simbiosis en la densidad de raíces laterales bajo estrés hídrico 

El registro de la densidad de raíces laterales en el grupo NJ – Rt mostró una variación sin 

significancia estadística al modificar la CC a 60 %, 40 % y 20 %, teniendo un máximo de 1.16 raíces 

laterales promedio en 100 % CC. De manera similar se registró que en MA – Rt, se produjeron en 

promedio 1.66 raíces laterales bajo una CC de 100 %. El número de raíces laterales no tuvo una 

disminución significativa al bajar la CC a un porcentaje de 80. También se observó que en el grupo 

NJ + Rt, la reducción de la CC afectó negativamente en un 50 % el número de raíces, pero hubo un 

incremento significativo (<0.0001) en el número de raíces laterales en comparación con NJ – Rt. Este 

aumento se registró en igual medida para cada CC. Para el tratamiento MA + Rt se registró un número 

de raíces superiores a las producidas en MA – Rt, siendo casi 50 % más productivo. En cuanto a las 

variaciones con el cambio en la CC se observó que las raíces laterales tuvieron una disminución sin 

significancia al pasar de 100 % MA + Rt a 80 % MA + Rt (Figura A 8). 

La densidad de raíces laterales de MA – Rt fue significativamente mayor que en NJ – Rt en casi un 

40 %, si bien ocurrió un incremento en los valores de NJ + Rt estos apenas lograron ser similares a 

MA – Rt. En ese sentido, el grupo de MA + Rt fue superior ya que produjo más raíces laterales por 

cm que el resto, además de que mantuvo una mejor estabilidad en sus valores al reducirse la CC. 

También se observa que el número de raíces laterales no tiene diferencia estadística significativa entre 

el grupo MA + Rt al 60 % y 80 % de CC y el grupo NJ + Rt al 100 % CC (Figura A 8). 
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7.13 Análisis de la sequía en la nodulación 

Número de nódulos 

En referencia al fenotipo nodular se tuvieron las siguientes observaciones. En primer lugar, 

se observó que en NJ al 100 % CC se produjeron un promedio de 106 nódulos totales. Ligado a esto, 

la reducción en la CC afectó negativamente el número de nódulos disminuyendo su promedio en 

aproximadamente un 40 % para NJ a 80 % CC. A partir de 80 % CC la disminución se hizo más 

evidente, generando un poco más de 30 nódulos a CC de 20 %. En las raíces de MA a 100% CC se 

contabilizó una producción de 112 nódulos. Al modificar la CC en 80 % y 60 %, la diferencia entre 

estas CC y el 100 % CC es de 21 % y 30 % respectivamente y no presenta significancia estadística 

(Figura 8).  

A pesar de que el número de nódulos totales bajo 100 % CC fue muy similar entre NJ y MA, se 

registró que para el resto de los porcentajes el tratamiento en MA produjo entre 20 % y 30 % más 

nódulos que en NJ. Además, el efecto de la sequía se destacó con superioridad en NJ pues la 

variación del número de nódulos entre un porcentaje de CC y otro fue mayor que los cambios en 

MA (Figura 8). 

 

Figura 8. Promedio de nódulos totales en P. vulgaris  NJ y MA bajo condiciones de inoculación positiva 

(NJ + Rt y MA + Rt) expuestas a diferentes CC.  
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Nódulos primordiales, maduros y senescentes 

En segundo lugar, los nódulos totales se clasificaron en base a su coloración y se observó que 

el número de nódulos primordiales que se produjo en NJ a 100% CC fue de 29 y disminuyó al 

modificar la CC, teniendo casi la mitad de los nódulos primordiales en 80 % CC y reduciéndose aún 

más en 20 % CC con un promedio de sólo 5 nódulos. Mientras que en MA se cuantificó un promedio 

de 57 nódulos primordiales y, al disminuir la CC a 80 % y 60 %, la reducción del promedio de 

nódulos fue de tan sólo el 20 %, considerando que no existe una variación importante en el número 

de nódulos primordiales entre 100 % MA, 80 % MA y 60 % MA (Figura 9 A). En el caso de los 

nódulos maduros se observó un comportamiento similar a la producción de nódulos primordiales. 

Para 100 % NJ se obtuvo una producción promedio de 30, valor que disminuyó desde un 30 % hasta 

un 78 % en las CC menores. Al igual, MA produjo un mayor número de nódulos maduros en 100 % 

CC, alcanzando un conteo de 42 nódulos. La producción de nódulos maduros disminuyó un 15 % y 

un 24 % al pasar de 100 % CC a 80 % CC y 60 % CC respectivamente (Figura 9 B). La 

cuantificación de los nódulos senescentes en NJ indicó un aumento en el número de nódulos 

senescentes conforme se aumentaba la CC. Produciéndose un promedio de 47 nódulos senescentes 

en las plantas NJ al 100 % CC. De manera contraria, esta misma variable en MA fue disminuyendo 

con el aumento de la CC, bajando de 17 nódulos en MA al 20 % CC a 13 nódulos senescentes en 

MA al 100 % CC (Figura 9 C). 

La producción de nódulos primordiales en las raíces de MA fue superior en un 50 % que la de NJ 

para 100 % CC y, en un 100 % para 80 % y 60 % (Figura 9 A). También se pudo observar que la 

producción de nódulos maduros incrementó en aproximadamente un 33 % en MA sobre NJ. En 

general, modificar la CC impactó negativamente en la producción de nódulos primordiales y 

maduros en mayor medida en NJ que en MA, ya que la línea silvestre fue más constante en su 

producción hasta el 60 % CC (Figura 9 B). Mientras que, en la producción de nódulos senescentes, 

el cambio de CC provocó una disminución en los valores para MA y un aumento en NJ, resultando 

en una menor producción de nódulos senescentes en MA en comparativa con NJ (Figura 9 C). 
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Figura 9. Número promedio de nódulos primordiales, maduros y senescentes bajo diferentes 

porcentajes de CC para P. vulgaris NJ y MA. A) Promedio de nódulos primordiales en ambos grupos 

de inoculación positiva [NJ + Rt y MA + Rt] B) Promedio del número de nódulos maduros en NJ + Rt 

y MA + Rt C) Promedio del número de nódulos senescentes en NJ + Rt y MA + Rt D) Fotografías de 

nódulos en donde se destacan las características principales de coloración observables durante las 

diferentes etapas de desarrollo de los nódulos rizobiales 1. Primordiales [coloración blanca] 2. Maduros 

[coloración roja debida a la presencia de leghemoglobina] y 3. Senescentes [color verde derivado de la 

oxidación del grupo hemo], todas las fotografías fueron tomadas con un microscopio estereoscópico 

Leica MZ10 F. 

Peso de los nódulos 

En cuanto al peso de los nódulos se observó un comportamiento similar al número de los 

nódulos. En el grupo 100 % NJ se cuantificó un peso de 0.48 g, que con la reducción en la CC se 

afectó esta variable, disminuyendo su peso aproximadamente en un 50 % para 80 % y 60 % CC y 

en un 76 % para 40 % y 20 % CC. El promedio del peso total de nódulos para 100 % MA fue de 

0.56 g, con una disminución del 20 % entre las CC (Figura A 9).  

Al comparar los valores obtenidos en NJ y MA se observó que a 100 % CC el peso de los nódulos 

fue superior un 14 % para MA, pero esta diferencia entre las líneas se amplificó hasta en un 50 % al 

disminuir el porcentaje de CC. Además, el impacto de la reducción en la CC tuvo menos impacto 
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sobre los valores de MA que en NJ, ya que la disminución de la CC hace variar el peso de los nódulos 

en tan solo un 18 % para cada CC (Figura A 9).  

7.14 Análisis de la simbiosis en el contenido de azúcares totales bajo estrés hídrico  

Los análisis bioquímicos mostraron que la concentración de azúcares totales solubles en el 

tejido de las plantas de NJ – Rt aumentó sin significancia estadística al disminuir la CC, presentando 

un porcentaje de azúcares solubles máximo de casi 40 % en un 40 % CC y mínimo de 25 % al 100 % 

CC. De manera similar, el contenido de azúcares en MA – Rt se incrementó conforme se agravó la 

sequía a la que se expusieron, llegando a 51 % en 40 % CC y 32 % en 100 % CC pero no hubo 

significancia en este cambio. El contenido de azúcares registrado para NJ + Rt señalan un 

comportamiento parecido al grupo NJ – Rt, pues el contenido de azúcar se elevó en CC más bajas 

existiendo un pico en 40 % CC. Sin embargo, se presentó una disminución estadísticamente 

significativa (<0.0001) entre más alta era la CC, pasando de 64 % a 37 %. Por el contrario, el grupo 

MA + Rt, difirió en las tendencias anteriores. Aunque el nivel de azúcares solubles disminuyó al 

elevarse el agua disponible en el sustrato, esta disminución no fue estadísticamente significativa entre 

cada CC, sin considerar el caso de 40 % CC, que presentó un aumento en sus valores para cada grupo 

experimental (Figura 10).  

En general, el contenido de azúcares totales solubles en el tejido de NJ fue significativamente menor 

que el registrado para MA en cada tratamiento, siendo superior en un 25 % para las plantas no 

inoculadas y un 33 % para las inoculadas (Figura 10).  
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Figura 10. Promedio de azúcares totales solubles en los grupos experimentales: NJ – Rt, NJ + Rt, MA 

– Rt y MA + Rt bajo diferentes porcentajes de CC  
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VIII. DISCUSIÓN 

Las relaciones planta-microorganismo, tanto benéficas como patógenas, son de gran interés 

científico por sus múltiples efectos en los organismos hospederos. La simbiosis con bacterias 

promotoras del crecimiento es considerada benéfica por el impacto positivo en el desarrollo de una 

planta (Nadeem et al., 2014). Existen algunos estudios que señalan la capacidad de los inóculos 

bacterianos para mitigar los daños causados por estrés abiótico en plantas (Ide Franzini et al., 2010). 

Sin embargo, aún no está bien descrito el proceso mediante el cual las rizobacterias confieren 

tolerancia a la sequía en P. vulgaris y se desconoce aún más en variedades silvestres. Este trabajo 

caracteriza el fenotipo de simbiosis de dos variedades de P. vulgaris, el cultivar NJ y el silvestre MA, 

y sus efectos en referencia a la tolerancia al estrés hídrico. En general, se demostró que las plantas de 

MA tienen mayor resistencia al estrés hídrico y su tolerancia aumenta bajo inoculación con Rt, 

mientras que NJ es afectado de moderadamente a grave en diversas características. Estas 

observaciones señalan las ventajas fisiológicas de la variedad silvestre sobre el cultivar domestico al 

exponerse a condiciones de sequía, por lo que es importante considerar la implementación de 

programas de fitomejoramiento que se enfoquen en la introgresión de caracteres silvestres benéficos 

a los cultivares domésticos.  

8.1 La simbiosis reduce la mortalidad por sequía en plantas de MA  

La selección artificial de características agrológicas en un cultivo genera una limitante en la 

variabilidad genética de las plantas domesticadas, reduciendo su tolerancia al estrés abiótico y 

aumentando su mortalidad (Zhu et al., 2007). En contraste, las líneas silvestres de los cultivos 

presentan mayor adaptabilidad a las condiciones climáticas adversas (Koziol et al., 2012). 

En ese sentido, los resultados obtenidos indican que en condiciones de sequía severa y alta (20 % y 

40 % CC) las plantas de MA presentan un fenotipo de resistencia al estrés hídrico natural superior al 

del cultivar NJ, dado que el porcentaje de mortalidad es menor en la línea ancestral que en la doméstica 

para cada CC. Además, podemos resaltar que el tratamiento de inoculación positiva con Rt genera un 

incremento notable en la tolerancia a la sequía para ambas variedades, sin embargo, la eficiencia con 

la que la inoculación con Rt alivia la mortalidad en la línea silvestre MA es mayor que en el cultivar 

NJ pues mejora su tolerancia al estrés hídrico por completo cuando la disponibilidad de agua se limita 

hasta un 20 % de CC. Estos comportamientos pueden deberse a que la línea ancestral originalmente 

tuvo mayor adaptación y resistencia al estrés hídrico para garantizar su supervivencia en la naturaleza, 

y que aún conserva estos mecanismos en su genoma, tal como se ha observado en plantas ancestrales 
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de betabel (Beta marítima L.) que presentan una mayor tolerancia a sequía y salinidad en comparación 

con el cultivar doméstico (Beta vulgaris L.) (Yolcu et al., 2021).   

8.2 La producción de biomasa total aumenta con la inoculación de Rt  

Parte de los efectos de la sequía en el fenotipo de las plantas se pueden observar en la 

producción de biomasa. La falta de agua se traduce en un impacto negativo en el desarrollo de los 

tejidos, a nivel celular se limita la elongación y multiplicación de las células corticales, mientras que 

en un grado hormonal la acumulación de etileno y ácido abscísico (ABA) favorece la senescencia y 

caídas de las hojas, el cierre de estomas y reduce la transpiración. Esto genera plantas de menor 

longitud y débiles debido a la disminución en el número, peso y tamaño de tallos, pecíolos, hojas y 

raíces (Yang et al., 2009; Agurla et al., 2018; X. Li et al., 2021). Con este experimento pudimos 

apreciar que el peso apical en ambas variedades aumenta drásticamente al imponerse la inoculación 

con Rhizobium, esto ocurre especialmente en MA, que eleva sus valores hasta por encima de los 

expresados en NJ. También, fue posible observar que otras características como la longitud internodal, 

el número de trifolios, el largo del pecíolo y el área foliar se modificaron con la inoculación y con ello 

lograron igualar o superar en MA lo registrado para NJ. Otra característica importante modificada por 

la inoculación fue la estabilidad de los rasgos frente a la disminución de la CC. Demostrando la 

optimización en la capacidad de resistencia al estrés hídrico principalmente en MA debido a la 

simbiosis que incrementa la disponibilidad de nitrógeno aprovechable para la formación de tejidos.   

Nuestro experimento también demostró que las plantas pertenecientes a MA – Rt tuvieron valores 

similares al grupo de NJ – Rt en cuestión del peso fresco de la raíz, longitud radicular y densidad de 

raíces laterales. Además, se observó que el grupo MA + Rt presentó un mayor peso fresco de la raíz 

que las plantas del resto de los grupos experimentales. Este fenotipo puede estar ligado directamente 

al aumento en la profundidad de la raíz y la cantidad de raíces laterales generadas bajo la inoculación. 

Por lo que, al igual que en la biomasa apical, las plantas de MA mejoran sus características en cuanto 

a la producción de biomasa al establecer la simbiosis y el impacto negativo a estos rasgos es menos 

drástico durante la exposición a sequía. La infección por Rhizobium en las leguminosas genera una 

alteración en la arquitectura de la raíz, favoreciendo la elongación de la raíz y produciendo un 

incremento en la densidad de raíces pilosas y laterales que mejora la absorción de agua y la toma de 

nutrientes (Vurukonda et al., 2016). La falta de agua no solo cambia la morfología del tallo y raíz, 

sino que también afecta la partición proporcional entre la biomasa apical y radicular producida. En 

plantas expuestas a sequía se puede apreciar como la formación de biomasa radicular prolifera sobre 
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la apical (Kunert et al., 2016). Los datos de la investigación revelaron que las plantas de MA expuestas 

a inoculación logran restablecer la proporción de biomasas en las plantas al enfrentarse a condiciones 

de sequía moderada y leve, evitando que la raíz incremente su desarrollo por sobre el tallo.  

En general, el establecimiento de las bacterias de Rhizobium dentro de la raíz favorecen la producción 

de biomasa mediante la fijación de nitrógeno, la estimulación de enzimas degradantes de etileno y 

ABA, y las modificaciones estructurales en raíz, tienen un impacto benéfico en ambas variedades, 

misma que resalta fácilmente en MA debido a su alta producción de biomasa total (Kunert et al., 2016; 

Barnawal et al., 2017; Saikia et al., 2018). En la industria agroalimentaria, el desarrollo de cultivares 

en base a rasgos específicos suele tener como finalidad potencializar la producción de biomasa de las 

plantas y los frutos (Fita et al., 2015; Li et al., 2019). Por lo que es interesante observar que las plantas 

de MA inoculadas pueden alcanzar o superar los valores de NJ, siendo que este último fue diseñado 

para tener mejores rendimientos. Esto puede vislumbrar nuevas estrategias para satisfacer las 

necesidades alimenticias e incrementar la producción en condiciones adversas.  

8.3 La inoculación con Rt mantiene la integridad membranal en MA expuesto a sequía 

La producción de especies reactivas de oxígeno se genera de manera natural en algunos 

organelos celulares como subproductos del metabolismo (Holze et al., 2018), sin embargo, bajo estrés 

hídrico su acumulación incrementa llevando a la muerte celular programada y la fuga de electrolitos 

intracelulares (Verslues et al., 2006). Nuestros resultados muestran una mayor estabilidad en la 

membrana celular de las plantas de MA sobre NJ, ya que en ambos tratamientos el porcentaje de iones 

liberados es menor en la línea silvestre. Además, podemos destacar que la inoculación con Rt es más 

efectiva en MA, ya que disminuye drásticamente los niveles de electrolitos fugados para cada CC y 

detiene el daño membranal a través del tiempo. Esto sustenta otros estudios que han demostrado la 

capacidad de Rt para aminorar los efectos de la sequía en la integridad de la membrana (Arthikala 

et al., 2015). Es posible que esta respuesta se deba a la capacidad de algunas bacterias promotoras del 

crecimiento para elevar la producción de enzimas antioxidantes que eliminan las ROS en las plantas 

(Scandalios et al., 1997). Como se ha observado en plantas de P. vulgaris L. (Figueiredo et al., 2008), 

Vigna radiata (Saravanakumar et al., 2011), Lactuca sativa L. (Kohler et al., 2008) y Helianthus 

annuus L (Sandhya et al., 2009).  
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8.4 La retención de agua en la planta aumenta con Rt incluso bajo sequía 

El contenido relativo de agua es una medida utilizada para evaluar el estado hídrico de las 

plantas como consecuencia fisiológica del déficit de agua en las células (Barrs & Weatherley, 1962). 

Este indicador determina el nivel de estrés osmótico en la hoja, debido a que refleja el equilibrio entre 

el suministro de agua en el tejido y la tasa de transpiración (Soltys-Kalina et al., 2016). Por lo que en 

condiciones de estrés se considera el LRWC una excelente herramienta para señalar la tolerancia a la 

sequía (Zhang et al., 2021). 

Nuestros resultados mostraron que las plantas expuestas a la inoculación con Rt tienen diferentes 

niveles de contenido relativo de agua. Sin embargo, el estrés hídrico redujo mínimamente el porcentaje 

de LRWC entre los tratamientos. En general, el presente estudio reveló que la inoculación con R. 

tropici mejora el LRWC en las plantas de MA, reduciendo el impacto de la sequía. A pesar de que las 

diferencias en el LRWC entre los tratamientos son pequeñas, algunos estudios en soya (O. N. Igiehon 

& Babalola, 2021) han señalado la relevancia de este comportamiento en relación con la producción 

de semillas y sus características. Aunque la literatura expone un leve incremento en LRWC bajo 

simbiosis microbiana en diferentes variedades de P. vulgaris (Ide Franzini et al., 2010), en las plantas 

de NJ + Rt se presentó un comportamiento contrario y se redujo el porcentaje de agua en comparación 

con NJ – Rt. Es posible que la disminución observada para NJ sea producto del estado de desarrollo 

en el que se encontraban las plantas, ya que durante el experimento de LRWC se realizó a las cinco 

semanas después de la siembra cuando las plantas atravesaban la etapa reproductiva. En algunos casos, 

los mecanismos de resistencia al estrés incluyen la floración temprana como un escape a la sequía y 

para asegurar el éxito de su progenie, por lo que es probable que prioricen el uso de agua en la 

florescencia y el llenado de la vaina (Gupta et al., 2020). 

Una de las respuestas de las plantas al suministro limitado de agua consiste en la alteración de diversas 

características de las hojas, como reducir el número y el tamaño de las hojas, así como el área foliar 

específica (Marron et al., 2003). Durante este experimento se observaron aumentos en el tamaño de 

las hojas entre las diferentes CC, siendo más evidente en MA + Rt sobre NJ + Rt. Con el incremento 

en el área foliar y la superficie de transpiración de las plantas de MA se esperaría observar valores 

menores en LRWC, sin embargo, los niveles permanecen constantes para MA, dando indicios de que 

esta variedad bajo sequía puede mantener el contenido de agua sin reducir excesivamente el área de 

sus hojas, posiblemente por la producción de osmolitos que retienen el agua en la hoja (Sattar et al., 

2020). 
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8.5 La interacción simbiótica retrasa la senescencia foliar durante el estrés por sequía 

En ocasiones la abscisión del follaje en las plantas es una respuesta de evasión que ocurre con 

frecuencia bajo condiciones de estrés hídrico, ya que al reducir el número de hojas logran disminuir 

la tasa de transpiración y extender el uso de las reservas de agua en el sustrato (Wingler et al., 2004). 

Para dar pie a este proceso, las hojas comienzan a presentar senescencia debido al daño que sufren los 

cloroplastos mismos que dejan de metabolizar clorofila, afectando directamente la tasa fotosintética 

(Kamal et al., 2019; Zadražnik et al., 2019). Investigaciones previas han descrito un retraso en la 

senescencia de las hojas en plantas de alfalfa y frijol que fueron inoculadas con bacterias simbióticas 

(Antolín et al., 1995; Lodeiro et al., 2000). 

En este experimento se observaron niveles similares de clorofila en ambas variedades sin nodulación, 

pero el establecimiento de la simbiosis con Rt destacó un incremento en el contenido de clorofila para 

las plantas de NJ. En comparación, la variedad MA + Rt aumenta levemente la clorofila total del tejido 

durante la semana 2 y 3, sin embargo, esta se reduce nuevamente hasta valores apenas superiores a 

las plantas MA - Rt. Con esto podemos asociar un retraso en la senescencia y absición de las hojas a 

la inoculación con Rt. Además de considerar que las plantas bajo simbiosis presentan mayor tolerancia 

a la sequía que las plantas no inoculadas, que recurren a la evasión como proceso de protección. Como 

ya se mencionó anteriormente la relación planta-Rhizobium aumenta el contenido de clorofila, en ese 

sentido se esperaría observar un incremento notorio en la clorofila de las plantas MA + Rt, sin embargo, 

la diferencia entre las plantas no inoculadas y las inoculadas en MA es mínima. Este comportamiento 

puede estar afectado por la metodología en la recolección de datos, ya que la medición se realizó en 

el segundo trifolio desde la base y no en la hoja madura más joven (4to trifolio desde la base) debido 

a que al iniciar la toma de datos únicamente se disponía de dos trifolios maduros y uno en desarrollo. 

La importancia de la senescencia tardía radica en el impacto que tiene sobre el rendimiento de las 

plantas, ya que las mantiene fotosintéticamente activas y productivas por más tiempo (Borrell et al., 

2014). Por esta razón, la capacidad de mantener las hojas verdes en condiciones adversas es una 

característica que ha sido seleccionada artificialmente desde inicios del siglo XX para el desarrollo de 

cultivares adaptados a diferentes ambientes (Thomas & Ougham, 2014; Christopher et al., 2016). En 

ese sentido, es fundamental resaltar el potencial que tienen las plantas de MA inoculadas y no 

inoculadas de alcanzar niveles similares de clorofila total a los que presentan las plantas de NJ, que 

fueron domesticadas y seleccionadas específicamente para mostrar altos contenidos de clorofila. 
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8.6 La sequía impacta con menor severidad la nodulación en MA 

Estudios previos en Glycine max han reportado que la colonización por Bradyrhizobium se ve 

fuertemente afectada por el estrés hídrico (Fenta et al., 2012; Marquez-Garcia et al., 2015). En este 

trabajo se confirma que la sequía restringió la formación de nódulos de raíz por Rt en las plantas, sin 

embargo, el impacto negativo en el número de nódulos fue menor en MA en contraste con NJ. Ligado 

a la superioridad numérica que presentó MA en los nódulos, también se observó un mayor peso 

promedio de los mismos. Curiosamente, al comparar ambas variedades al 100 % CC se puede apreciar 

que NJ y MA forman una cantidad similar de nódulos, aunque ligeramente superior en MA, resaltando 

que el peso de los nódulos bajo estas condiciones es mayor en MA. Este comportamiento puede indicar 

que la biomasa de los nódulos en MA sobrepasa a NJ. Las diferencias en la producción de nódulos 

promedio y la biomasa de los nódulos entre MA y NJ señalan que el estrés hídrico afectó con mayor 

severidad la simbiosis de Rt con NJ. Existe evidencia que señala que, mediante la activación de las 

rutas de señalización para la respuesta a estrés, las plantas producen ciertas fitohormonas consideradas 

reguladores negativos de la nodulación, como lo es el etileno y el ABA, ya que inhiben la respuesta 

de la planta a los factores Nod rizobianos (Oldroyd & Downie, 2008; Stec et al., 2016). 

En cuanto al fenotipo observado del total de los nódulos para cada variedad, podemos señalar que el 

incremento en estos valores al aumentar la CC en MA, corresponde principalmente al fenotipo 

primordial y maduro, cuyos valores se elevan notablemente mientras que los nódulos senescentes se 

mantienen en niveles más bajos pero similares entre ellos y que solamente incrementan sin relevancia 

a partir del 40 % CC, ya que en condiciones de sequía severa el número de nódulos senescentes es 

mayor al resto de los fenotipos. De manera contraria, el comportamiento en NJ para el fenotipo 

nodular denota que la senescencia nodular se sobrepone a la producción de nódulos maduros y 

primordiales, que se incrementan en igual proporción conforme la CC es más alta. Las observaciones 

registradas revelan una extensión en el tiempo de vida de los nódulos en MA bajo sequía, ya que se 

producen continuamente nódulos primordiales y que, una vez alcanzada su etapa de maduración, 

permanecen fijando nitrógeno a pesar de las limitaciones de agua en el suelo. La información 

disponible sobre la relación del fenotipo nodular y el estrés hídrico es poco abundante, sin embargo, 

existe la hipótesis de que el proceso de fijación de nitrógeno depende fuertemente del estado 

fisiológico en el que se encuentren los hospederos (Zahran, 1999). El deterioro del suministro de 

fotosintato a los nódulos, el daño oxidativo y la pérdida de leghemoglobina son consecuencias de la 

sequía que inhiben la nodulación (Arrese-Igor et al., 2011). Por esta razón nuestros resultados pueden 
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atribuirse a que la sequía daña en mayor medida el vigor de las plantas de NJ, lo que limita la capacidad 

de los rizobios para fijar el N2. 

8.7 La simbiosis favorece el incremento de azúcares en MA bajo sequía y buen riego 

Bajo condiciones de sequía, las plantas activan diversos mecanismos de protección para 

reducir los daños causados por la falta de agua. En plantas de Lavandula y Arabidopsis thaliana se ha 

reportado que uno de estos medios de defensa es la acumulación de azúcares solubles en el tejido 

(Gurrieri et al., 2020; Gorgini Shabankareh et al., 2021), ya que ayudan a la producción de osmolitos 

de prolina, sacarosa, trehalosa y otros compuestos que retienen el agua dentro de las células evitando 

su deshidratación y muerte (Hayat et al., 2012). En ese sentido, nuestros resultados muestran que la 

concentración de azúcares totales incrementa durante la exposición a sequía (severa y alta) con 

relación a las plantas bien regadas, siendo mayor en el grupo MA sobre NJ. Además, en MA gracias 

al establecimiento de la simbiosis con Rt, no hay una disminución marcada del contenido de azúcares 

con el incremento de la CC lo que sí ocurre para NJ. Con estos valores podemos denotar la 

superioridad de MA para a acumular azúcares solubles en sus tejidos y sobrellevar los efectos del 

estrés hídrico Además del efecto mejorado por la inoculación, aumentando la disponibilidad de 

carbonos en las plantas en todas las CC. Algunas investigaciones han demostrado que bajo 

condiciones de estrés la interacción con bacterias promotoras del crecimiento pueden favorecer el 

contenido de azúcares (Kang et al., 2021), aunque durante los déficits de agua no ha sido bien 

estudiado este comportamiento, en Medicago truncatula se observó que durante la simbiosis con 

bacterias diazotróficas la producción de esqueletos de carbono dentro de la planta se incrementa 

debido al aumento en el contenido de N fijado, lo que brinda mayor información acerca del equilibrio 

interno C:N durante la simbiosis (Staudinger et al., 2016). 
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IX. CONCLUSIONES 

Los hallazgos informados aquí resaltan que la interacción simbiótica con Rhizobium tropici 

produjo cambios fenotípicos, fisiológicos, y metabólicos que generaron un fuerte impacto en la 

estrategia de respuesta al estrés por sequía en Phaseolus vulgaris. Además, estos cambios presentaron 

diferentes niveles según la variedad NJ o MA. Las plantas bajo inoculación mantuvieron sus 

características funcionales a pesar de ser sometidas a estrés hídrico demostrando diversos grados de 

tolerancia, mientras que las plantas no inoculadas tendieron a reaccionar significativamente para evitar 

acentuar los déficits de agua. En ambas variedades fue posible observar la disminución en la 

mortalidad de las plantas bajo condiciones de inoculación, sin embargo, MA sin y con inoculación 

tuvo una tasa de supervivencia mayor a la de NJ. Las ventajas agrícolas del fenotipo del cultivar NJ 

fueron igualadas e inclusive superadas por algunos rasgos en MA gracias al establecimiento de la 

simbiosis con Rt. Entre lo más destacado tenemos la producción de biomasa total, que se mostró más 

elevada en MA que en NJ, tanto en las plantas expuestas a sequía como en las que estaban bien 

irrigadas. La capacidad de mantener las hojas verdes y activamente fotosintéticas se igualó para 3 de 

los 4 tratamientos, destacando el aumento de la clorofila en las plantas domesticadas debido a la 

inoculación. La acumulación de azúcares en el tejido expuesto a sequía fue mayor en MA en 

comparativa con NJ, además de mantenerse estable a pesar de la variación en la CC. También se 

muestra cómo las limitantes en el riego de las plantas afectaron mínimamente la nodulación rizobial 

en las raíces de MA. Además, datos como el tamaño de las hojas y el contenido de agua sugieren que 

las plantas de MA cuentan con una mayor disponibilidad energética para la síntesis y acumulación de 

osmolitos, la liberación de ACC deaminasa y la partición de carbonos. Todas estas comparaciones 

evidencian la superioridad en los mecanismos de resistencia a estrés por sequía de la variedad silvestre 

sobre el cultivar y cómo esta resistencia se ve optimizada gracias a la interacción simbiótica. Por lo 

tanto, concluimos que la simbiosis de P. vulgaris con R. tropici incrementa la tolerancia al estrés 

hídrico llegando a generar resistencia, principalmente en la línea ancestral de P. vulgaris. Esta 

afirmación puede servir como un punto de partida para el desarrollo de futuras investigaciones que 

deslumbren el complejo mecanismo que relaciona las vías de señalización para la respuesta al estrés 

hídrico y a la infección por Rhizobium. Aunado a esto, se abre la posibilidad de tener un enfoque 

agroalimentario y desarrollar nuevos cultivares a través de programas de fitomejoramiento que 

permitan generar variedades que cuenten con la tolerancia natural de la variedad silvestre y el alto 

rendimiento seleccionado del cultivar.  
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ANEXOS 

Tabla A 1. Preparación de las 4 soluciones stock que se utilizan para hacer la solución nutritiva B & D 

extraída del sitio web Legume-Microbe Interactions Laboratory de la Universidad de Missouri basado 

en el trabajo de Broughton & Dilworth 1971 para crecer leguminosas en macetas o jarrones. 

 

 

 

Figura A 1. Gráfica que muestra la tendencia de la curva estándar utilizada para la cuantificación de 

azúcares totales solubles. Se midió el coeficiente de absorción de una mezcla de tres azúcares solubles 

(glucosa, sacarosa y xilosa) en igual proporción y a diferentes concentraciones. Con esto se obtuvo la 

ecuación de la recta para encontrar el coeficiente de concentración en los tejidos muestra. 
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Figura A 2. Gráfica que muestra la longitud internodal promedio (cm) de los siguientes grupos 

experimentales: NJ – Rt, NJ + Rt, MA – Rt y MA + Rt bajo diferentes condiciones de CC (20 %, 40 %, 

60 %, 80 % y 100 %).  

 

 

Figura A 3. Gráfica que muestra el número promedio de trifolios de las plantas de los siguientes grupos 

experimentales: NJ – Rt, NJ + Rt, MA – Rt y MA + Rt bajo diferentes CC (20 %, 40 %, 60 %, 80 % y 

100 %).  

  

  
  

 
      0. 1  

    0.001

0.0

 .0

10.0

1 .0

20.0

2 .0

 0.0

20  0  0  0 100

L
o
n
g
it
u
d
 (
cm

)

 apacidad de  ampo ( )

      t       t  A    t  A    t

 

  

 

 

      0. 1 9
    0.001

0.0

2.0

 .0

 .0

 .0

10.0

12.0

1 .0

1 .0

20  0  0  0 100

 
o
. 
 
ri

fo
li

o
s

 apacidad de  ampo ( )

      t       t  A    t  A    t



   

 

64 

 

Figura A 4. Gráfica que muestra el promedio del largo del pecíolo de las hojas (cm) de cada grupo 

experimental: NJ – Rt, NJ + Rt, MA – Rt y MA + Rt bajo diferentes CC (20 %, 40 %, 60 %, 80 % y 

100 %).  

 

 

Figura A 5. Gráfica que muestra el promedio del contenido relativo de agua en la hoja de las plantas 

de los grupos experimentales: NJ – Rt, NJ + Rt, MA – Rt y MA + Rt bajo diferentes CC (20 %, 40 %, 

60 %, 80 % y 100 %).  
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Figura A 6. Gráfica que muestra el área foliar promedio (cm2) de las plantas de los siguientes grupos 

experimentales: NJ – Rt, NJ + Rt, MA – Rt y MA + Rt bajo diferentes porcentajes de CC (20 %, 40 %, 

60 %, 80 % y 100 %).  

 

 

Figura A 7. Gráfica que muestra la longitud promedio de la raíz (cm) de los 4 grupos experimentales: 

NJ – Rt, NJ + Rt, MA – Rt y MA + Rt bajo diferentes porcentajes de CC (20 %, 40 %, 60 %, 80 % y 

100 %).  
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Figura A 8. Gráfica que muestra el promedio de la densidad de raíces laterales de las plantas: NJ – Rt, 

NJ + Rt, MA – Rt y MA + Rt bajo diferentes porcentajes de CC (20 %, 40 %, 60 %, 80 % y 100 %).  

 

 

Figura A 9. Gráfica que muestra el peso promedio de nódulos totales en P. vulgaris NJ y MA bajo 

condiciones de inoculación positiva (NJ + Rt y MA + Rt) expuestas a diferentes CC.  
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