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RESUMEN

Conocer y conservar la diversidad de los frijoles criollos, es de gran importancia para la cultura, economia,
alimentacion y salud de las familias mexicanas. La micorrizacion es una interaccion benéfica planta-
hongo, que mejora la absorcion de nutrientes y agua, promoviendo el desarrollo de estas. También, esta
asociacion simbiotica induce la resistencia por micorrizacion en la planta, lo cual le confiere proteccion
contra estreses bidticos como el causado por el hongo fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum, que causa la
enfermedad del moho blanco en los cultivos de frijol. Por otro lado, la identificacion molecular de especies
criollas de frijol y el efecto de la micorrizacion sobre su crecimiento y defensa contra patdgenos, es
limitado en la zona del Cofre de Perote, Veracruz. Por lo tanto, en la presente tesis se caracterizo
molecularmente a los frijoles gordo, ayocote y enredador de los tres municipios mencionados para
asignarles su identidad taxondmica de manera precisa. También, se probo la resistencia y/o susceptibilidad
de cada uno de estos morfotipos ante un fitopatdogeno necrotrofo ubicuo que ataca comunmente especies
de frijol en otras zonas del pais y del mundo y finalmente se investigo si estos frijoles son capaces de
manifestar resistencia inducida por micorrizacién, caracteristica que puede resultar beneficiosa no
solamente contra un patégeno en particular, sino de manera mas general, todo esto utilizando plantas
obtenidas de semillas colectadas cada una de las localidades de los municipios de Acajete, Ayahualulco y
Xico en el estado de Veracruz. Las semillas se colectaron en siete comunidades de tres municipios:
Ayahualulco (Ocotepec), Xico (Matlalapa, Xico Viejo) y Acajete (Coatitilan, Encinal II, El Saucal, El
Zapotal). Se realiz6 un analisis filogenético multigen de los genes cloroplasticos trnl y rbcL, y la region
ITS del ADNTr. Los tres morfotipos de frijol se inocularon con Rizhophagus irregularis y se mantuvieron
bajo condiciones controladas por 10 semanas, tiempo en el que se evalud el crecimiento (altura y peso
seco total de la parte aérea de la planta), porcentaje de micorrizacion y el area de lesion en foliolos en
ensayos de hojas desprendidas en plantas micorrizadas y se compararon con las no micorrizadas. Como
resultado se obtuvo que los diferentes morfotipos pertenecen a las especies P. coccineus (ayocote), P
vulgaris (enredador) y P. dumosus (gordo). Al comparar las variables morfométricas de cada frijol en
condiciones de micorrizacion y no micorrizacion, solo se observdé un aumento en biomasa bajo la
condicién de NO micorrizacion en el morfotipo enredador de la comunidad Encinal II. Las especies con
mayor porcentaje de micorrizacion fueron P vulgaris (74 %) y P. dumosus (72%) de la comunidad
Ocotepec. En cuanto a la induccion de defensa por micorrizacion, las especies P. vulgaris de la comunidad
Encinal II, P. coccineus de la comunidad Ocotepec y P. dumosus de la comunidad Matlalapa mostraron
mayor tolerancia al patdégeno en plantas micorrizadas, mientras que la especie P. dumosus de la comunidad

Encinal II, no mostro tolerancia al patdégeno en plantas micorrizadas.
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I. INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus spp.) pertenece a la familia de las fabaceas, es originario de América 'y
se ha cultivado durante millones de afios. Hasta el dia de hoy juega un papel importante en
la alimentacion de diversas culturas en el mundo, gracias a su contenido nutricional
constituido por carbohidratos complejos, vitaminas como el complejo B, tiamina, riboflavina,
acido folico y minerales como hierro, magnesio, zinc, calcio y fosforo (Singh et al., 1991).
Lo frijoles han sido adaptados y cultivados a las condiciones locales de varias regiones del
mundo dando como resultado genotipos con diferencias fenologicas, morfologicas,
genéticas, entre otras. Se conocen dos acervos genéticos que se encuentran ampliamente
distribuidos: Andino (Bolivia, Sur de Pert1 y Noroeste de Argentina) y Mesoamericano (desde

Colombia al Norte de México) (Mex-Alvarez et al., 2021).

Meéxico es considerado centro de origen del frijol por contar con una amplia diversidad de
variedades criollas y especies silvestres, cada una adaptadas a sus zonas de cultivo, que
oscilan entre los 10 y 3000 msnm (Mex-Alvarez et al., 2021). En 1943, en diferentes regiones
del pais, se hizo la primera colecta de germoplasma nativo como: P. vulgaris var. mexicanus,
P. coccineus subsp. coccineus, P. aculifolius var. latifolius, P. lunatus var. silvester y P.
polyanthus var. polyanthus, para hacer mejoramientos genéticos aprovechando sus
caracteristicas morfoagrondmicas, fisioldgicas y fitopatoldgicas, de las cuales se obtuvieron
las primeras variedades mejoradas del pais como: Rocarnex I, Mex-38-1, Azufrado 100,

Bayo Durango, Canario 78, entre otras (Cardenas et al., 1996).

En México, el programa de mejoramiento genético de frijol del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ha liberado las variedades de
frijol con mayor demanda en el pais como lo son los Azufrados (Azufrado higuera), Blanco
(Aluyori), Rositas (Flor de mayo Eugenia), Negros (Negro altiplano), Pintos (Pinto
centenario), Rojos (Rojo INIFAP), cada uno de ellos se adaptan a diferentes alturas que van
desde los 10 msnm hasta los 2600 msnm (Ayala, 2021). Los esfuerzos por obtener variedades
mejoradas que sean tolerantes a plagas, enfermedades y cambio climatico, se ven reflejados
en la produccién nacional de frijol; la secretaria de Agricultura, Ganaderia Desarrollo Rural,

Pesca y Alimentaciéon (SAGARPA) establecid que para el afio 2021 los principales estados

2



Alejandra Vallejo Sanchez
Maestria en Fitopatologia y Medio Ambiente

de produccion de frijol comercial se encuentran en tres grandes regiones, que incluyen 22
entidades federativas y concentran el 96% de la produccion del frijol en México: la region
del Altiplano semidrido- Bajio-Valles Altos, la region costera del Golfo, y la region costera
del Pacifico. Més del 61% de la produccion nacional se concentra en la region del Altiplano
semiarido y El Bajio. Los estados con mayor produccion de frijol en el pais son Zacatecas
(670 mil 668 ton), Sinaloa (87 mil 683 ton), Nayarit (73 mil 709 ton) Chiapas (67 mil 600
ton), Durango (50 mil 869 ton) y por tltimo Veracruz (34 mil 591) (SIAP, 2021).

Los programas de fitomejoramiento iniciaron hace aproximadamente 80 afos en el mundo,
los cuales sin duda han llevado al aumento en la productividad de los cultivos de manera
dramatica, sin embargo, al cabo de los afios ha quedado claro que el uso de variedades
mejoradas ha llevado a disminuir la riqueza genética y especifica, gracias a la transformacion
de una agricultura tradicional a una agricultura intensiva. Variedades comerciales mejoradas
son impuestas para sembrar en monocultivos perdiendo cada ciclo de siembra la tolerancia
natural a plagas, enfermedades, cambios en temperaturas y adaptacion a diferentes tipos de

suelos (Saburido y Herrera, 2015).

Para conservar la diversidad del frijol criollo se debe mantener una agricultura tradicional en
los campos de pequefios agricultores, una conservacion in-situ, manteniendo los habitos de
crecimiento caracteristicos de cada variedad, las condiciones agroambientales en las que se
desarrollan, los sistemas de produccién con los que se cultivan (milpa) y respetando el

manejo sustentable de los campesinos (Leon ef al., 2020).

Los estados con menor produccion de frijol en el pais en el afio 2021 se encuentran por debajo
de las 57 mil toneladas, siendo los estados de Ciudad de México, Baja California Sur,
Quintana Roo, entre otros (SIAP, 2021). A pesar de sus bajas producciones, la conformaciéon
de los acervos genéticos de las poblaciones silvestres de frijol, asi como de otros parientes
silvestres del género Phaseolus en estas zonas, son de gran importancia ya que albergan genes
de tolerancia a factores bidticos como plagas y enfermedades, y factores abidticos como los
cambios de temperaturas, sequias, exceso de agua, que pueden ser sometidos a programas de

fitomejoramiento para ampliar la base genética del cultivo de frijol (Bellon ef al., 2009).
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El estado de Veracruz de Ignacio de la Llave no esta actualmente entre los estados con mayor
produccion de frijol a nivel nacional, a pesar de que en los anos 2012 al 2018 si se ubicaba
en la lista de los 15 estados de mayor produccion de frijol del pais. Esta disminucion en la
producciéon ha sido resultado del cambio climatico y la susceptibilidad a plagas y
enfermedades que han afectado a las variedades sembradas en esta region (SIAP, 2018). Sin
embargo, en la zona alta del eje Neovolcanico, algunos municipios del estado de Veracruz

guardan una alta diversidad de frijoles criollos, que es de importancia estudiar y conservar.

El estado de Veracruz es una de las 32 entidades federativas de los Estados Unidos
Mexicanos, ubicado en la zona centro-este del pais; colinda al este con el Golfo de México,
al noreste con la Sierra Madre Oriental, al norte con el eje Neovolcanico y abarca una
superficie de 72,410 km?. La division politica se compone de 212 municipios, caracterizados
por la abundancia de recursos naturales y donde se inicié la historia de la investigacion

agricola del pais en los cultivos de maiz, frijol, frutales, arroz, entre otros (SEGOB, 2018).

De los 212 municipios, Acajete, Ayahualulco y Xico, pertenecen al eje Neovolcéanico en la
zona conocida como el Cofre de Perote, que se ubica en la zona centro-oeste del estado de
Veracruz. La parte mas elevada de la montafia Cofre de Perote o Naucampatepetl (Cerro de

cuatro lados, en ndhuatl) se ubica a 3000 msnm.

Acajete se encuentra ubicado hacia la vertiente nor-oriental del Cofre de Perote, sus
coordenadas son 19° 35' latitud norte y 97° 01' longitud oeste, con una altura de 2,020 msnm.
Su vocacién econdomica es industrial y de comercio de productos alimenticios y de
confeccion, en la ruta Ciudad de México-Xalapa-Puerto de Veracruz. En produccion agricola
destaca la siembra de cebada, maiz, frijol y diferentes frutales, como manzanas, peras,
ciruelas y duraznos, asi como los derivados de la planta del maguey, sin embargo, la mayoria
de sus pobladores atun subsisten de lo que cosechan de su propio campo, conservando la

siembra de milpa como principal fuente de alimento (PMD Acajete, 2022) (Fig. 1).
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ACAJETE

AYAHUALULCO

Figura 1. Mapa de localizaciéon geografica de los municipios
Ayahualulco, Xico y Acajete.

El municipio de Ayahualulco est4 ubicado en la zona centro montafiosa, sus coordenadas son:
19°21” latitud norte y 97°09” longitud oeste, y se encuentra a una altura de 2060 msnm. La
economia del municipio se basa en la agricultura, el 73.3% de la superficie es dedicada a esta
actividad, entre ellos se encuentran el cultivo de papa, maiz, haba, frijol y chicharo. A pesar
de que mas de la mitad del territorio se encuentra sembrado, la comercializacion de los
productos es baja, siendo preferentemente utilizados para autoconsumo, lo que limita la
generacion de recursos econdmicos y trae como consecuencia que mas del 65% de la
poblacién sea econdmicamente inactiva, dedicandose solo a los quehaceres del hogar y al

trabajo de la milpa para la obtencion de sus alimentos (PDM Ayahualulco, 2022).

El municipio de Xico, Veracruz se ubica entre los paralelos 19° 22’y 19° 33’ de latitud norte;
los meridianos 96° 54’y 97° 09’ de longitud oeste; con una altura de 1320 m. En el afio 2020,
el principal sector productivo fue el terciario donde el 50% de sus pobladores se encontraron

en una economia activa. El sector secundario se encuentra en el segundo lugar con un 29%

E
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de la poblacion activa integrada por la industria de la transformacion de la materia prima, el
petroleo y la mineria. El sector primario se encuentra en tercer lugar en actividades como la
pesca, ganaderia y agricultura. En este municipio los principales cultivos son el café cereza
y la cana, sin embargo, al igual que los pobladores de los anteriores municipios, en Xico
siguen resguardando la siembra de la milpa para contribuir con la seguridad alimentaria y
nutricional de las comunidades y conservar la diversidad genética de los cultivos, entre ellos

los mas importantes y basicos que se siembran en co-cultivo maiz y frijol (PMD Xico, 2022).

En la zona de Ayahualulco, Xico y Acajete, en el estado de Veracruz existe una diversidad de
frijoles que son sembrados como componentes de la milpa o colectados para su consumo,
entre ellos se encuentran los frijoles denominados comtinmente como enredador, gordo y
ayocote, que son con frecuencia los mas utilizados por los habitantes en su alimentacion.
Aunque estos frijoles son reconocidos por los pobladores de estas zonas del pais y han sido
identificados por su morfologia, su identificacion taxonémica inequivoca a nivel molecular

no ha sido aun llevada a cabo.

Estos frijoles, como otras especies vegetales, son capaces de establecer interacciones con
microorganismos de la rizosfera. Con respecto a microorganismos benéficos, estos frijoles
en condiciones naturales se asocian con hongos micorrizicos arbusculares (Martinez-
Camacho et al., 2022), y ya que son especies leguminosas, también con bacterias
endosimbiontes fijadoras de nitrogeno (Lopez-Lopez, 2013). Aunque estas interacciones
pueden resultar relevantes para que estas plantas prosperen en el campo, existe poca

informacion sobre dichas relaciones.

La simbiosis micorrizica arbuscular provee tanto ventajas para la planta como para el hongo
simbionte. Mientras la planta adquiere nutrientes minerales del suelo como fésforo (P),
nitrégeno (N), agua, entre otros, a través del hongo, la planta abastece al hongo con
compuestos carbonados derivados de la fotosintesis en forma de carbohidratos y lipidos
(Parniske, 2008a). Para el establecimiento de esta interaccion mutualista se requiere de una
cascada de senalizacion molecular que inicia con la secrecion de metabolitos especializados
por parte de la planta como las estrigolactonas, las cuales son reconocidas por el hongo y

favorecen la sintesis y secrecion de los factores de micorrizacion (Factor Myc). Los Factores
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Myc son reconocidos por receptores tipo cinasas (RLKSs), ubicados en la superficie celular
de las plantas, con lo que se estimula el desarrollo y ramificacion de las hifas del hongo.
Posteriormente, las hifas de los hongos forman una estructura de adhesion en la epidermis de
la raiz denominada hifopodio o apresorio. Por otro lado, las células epidérmicas de la raiz
sufren una restructuracion subcelular formando el aparato de pre-penetracion (APP), el cual
se extiende hacia las células del cortex interno para posteriormente formar los arbusculos y
vesiculas, que a partir de estas estructuras especializadas comienza el intercambio de
nutrientes, agua y minerales (Parniske, 2008b; Silipo et al., 2009; Oldroyd, 2013; Sarmiento
et al.,2020).

Aunado al beneficio nutricional, la asociacion micorrizica confiere a la planta tolerancia a
diferentes tipos de estrés abiotico, tales como salino e hidrico, y ante estrés bidtico como
resistencia a patdgenos (Pozo y Azcon -Aguilar, 2007). A este respecto, se ha reportado que
esta asociacion simbidtica desarrolla en las plantas un mecanismo conocido como resistencia
inducida por micorrizacion (MIR), el cual es un estado fisioldgico y bioquimico que aumenta
la capacidad de defensa de las plantas ante el ataque de patdgenos y ante otros tipos de estrés
abidticos. Se sabe que MIR es un proceso efectivo ante un amplio rango de estrés bidticos y
abioticos, y se ha propuesto como una estrategia potencialmente util para la proteccion de
cultivos agricolas ante los nuevos retos asociados al cambio climatico (Usman et al., 2021).
En algunas especies vegetales, la induccion de la resistencia conduce a una activacion mas
rapida e intensa, de su respuesta de defensa tras la deteccion de condiciones adversas, un

fendmeno llamado “priming” (preacondicionamiento).

La MIR, al ser una respuesta no especifica del sistema de defensa de las plantas, puede
estudiarse empleando fitopatdgenos de importancia o modelos, en el cultivo de interés.
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary es un hongo fitopatdégeno, causante del moho blanco
en frijol, presente en todo el mundo. Aunque es mas importante en las zonas templadas de
los hemisferios norte y sur, también puede ser un problema en zonas de clima tropical o arido,
especialmente durante las estaciones frescas o en condiciones microcliméticas favorables
como se presenta en el estado de Sinaloa, causando pérdidas de hasta el 70% en su produccién

(Apodaca-Sanchez, 2006).
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S. sclerotiorum al infectar a la planta hospedante, produce hifas que son de color blanco en
su estado inicial, después el micelio se compacta formando estructuras que se tornan color
gris oscuro conformando asi los esclerocios. Estos esclerocios desarrollan una superficie
endurecida y melanizada, son de forma irregular, aplanados y el tamafio de su didmetro varia
de 2 a 10 mm (Schwartz et al., 1988). Estas estructuras permanecen viables en el suelo por

periodos de hasta 10 afios, lo que hace a este patogeno muy dificil de erradicar (Agrios, 2005)

(Fig. 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum. 1. Etapa asexual: los esclerocios germinan bajo condiciones
de alta humedad y temperatura moderada, produciendo un micelio con apariencia algodonosa. Este penetra en
las plantas a nivel del suelo a través de aberturas naturales o mecénicas. El hongo crece en la planta infectada
y forma nuevos esclerocios que caen al suelo, reiniciando el ciclo. 2. Etapa sexual, los esclerocios también son
de gran importancia. En ellos se desarrollan apotecios, que contienen ascas con ascosporas. Estas se dispersan
con el viento y se depositan en distintos 6rganos de la planta. Las ascosporas germinan de manera rapida y
causan infecciones, siendo las partes senescentes, como flores marchitas, especialmente vulnerables. A partir
de aqui, el hongo se propaga a otros 6rganos de la planta, desarrollando micelio blanco y algodonoso. Sobre

este micelio se forman esclerocios que caen al suelo, reiniciando el ciclo. Modificado de Negrillo et al. (2009).
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Cabe destacar que esta enfermedad no ha sido reportada para frijol criollo en el estado de
Veracruz en la zona del Cofre de Perote, sin embargo, es un patdgeno modelo con el cual
investigar si plantas de frijol criollo de los morfotipos gordo, ayocote y enredador son capaces
de inducir resistencia por micorrizacion ante patdgenos en los frijoles estudiados. Esta
caracteristica puede ser beneficiosa para este tipo de frijoles que se cultivan en ambientes
como la milpa, en el cual la interaccidon con multiples especies vegetales y la interaccion con
una gran diversidad de microrganismos del suelo puede resultar benéfica. Desde un punto de
vista agrondmico, la capacidad de manifestar MIR puede resultar una alternativa de manejo
de enfermedades fingicas (con necrotrofo) en conjunto con otras dentro de un manejo

integrado de plagas y enfermedades (Trejo et al., 2022).
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II. ANTECEDENTES

El género Phaseolus cuenta con 65 especies reconocidas actualmente, de las cuales 52 se
encuentran presentes en México y se considera que 31 de ellas son endémicas del pais
(Delgado-Salinas y Gama-Lopez, 2015). Solo cinco especies del género se han domesticado

y son cultivadas principalmente en sistemas tradicionales, de baja tecnificacion y superficie.

Los primeros estudios de diversidad de especies del género Phaseolus presentes en México
datan de los afios 80’s y 90°s, en los que se utilizaron principalmente técnicas morfologicas.
La introduccion de marcadores moleculares en los estudios de Phaseolus, permitid una
comprension mas profunda de la diversidad de especies en México. Delgado et al. (1999
;2000), realizaron estudios filogenéticos utilizando marcadores cloroplasticos (como #nK'y
trnL) y nucleares (como ITS), que han sido cruciales para conocer las relaciones evolutivas
dentro del género Phaseolus. Estos estudios revelaron que el género comprende varias
especies agrupadas en dos grandes clados y grupos de especies: clado (a): Grupo
Pauciflorus (Phaseolus amblyosepalus, P. anisophyllus, P. leptophyllus, P. nelsonii, P.
parvulus, P. pauciflorus, Phaseolus perplexus, P. plagiocylix, P. pluriflorus y P. tenellus).
Grupo Pedicellatus (Phaseolus albiflorus, P. altimontanus, P. dasycarpus, P. esperanzae, P.
grayanus, P. pyramidalis, P. palmeri Piper, P. telulensis, P. laxiflorus, P. neglectus, P
albiviolaceus, P. trifidus, P. pedicellatus, P. purpusii, P. scabrellus y P. polymorphus). Grupo
Tuerckheimii (P. campanulatus, P. chiapasanus, P. esquincensis, P. gladiolatus, P. hintonii,
P. oligospermus, P. tuerckheimii, P. xanthotrichus y P. zimapanensis) y clado (b): Grupo
Lunatus (Phaseolus augusti, P. bolivianus, and P. pachyrrhizoides, P. lignosus, P. mollis, P.
bolivianus, P. lignosus, P. lunatus, P. mollis, P. pachyrrhizoides y P. viridis). Grupo
Filiformis (Phaseolus macvaughii and P. microcarpus, Phaseolus angustissimus, P.
carterae y P. filiformis). Grupo Vulgaris (P. acutifolius y P. parvifolius, Phaseolus
parvifolius, P. acutifolius, P. albescens, P. coccineus, P. costaricensis, P. dumosus, P.
parvifolius, P. persistentus y P. vulgaris). Grupo Leptostachyus (P. leptostachyus, P.
macvaughii y P. micranthus). Grupo Polystachios (P. albinervus, P. jaliscanus, P.
Jjuquilensis, P. maculatifolius, P. maculatus, P. marechalii, P. nodosus, P. novoleonensis, P.
polystachios, P. reticulatus, P. ritensis, P. rotundatus, P. salicifolius, P. sinuatus, P.

smilacifolius, P. sonorensis 'y P. xolocotzii).
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De acuerdo con Delgado-Salinas y Gama-Lopez (2015), en el occidente de México se registra
el mayor nimero especies del género Phaseolus, siendo los estados de Durango, Jalisco y
Oaxaca los que albergan una mayor diversidad de especies y, por el contrario, la Peninsula
de Yucatan, Tabasco y Tlaxcala, registran el menor nimero de especies. Se estima que en el
estado de Veracruz se encuentran de 8 a 13 especies de Phaseolus, entre las que podemos
mencionar a P. chiapasanus, P. coccineus, P. dumosus, P. glabellus, P. leptostachyus, P.
lunatus, P. pedicellatus, P. scabrellus y P. vulgaris. Estos materiales predominan en los

bosques humedos de montana en el estado.

Se desconoce en gran medida sobre las enfermedades que afectan a los frijoles criollos,
puesto que este tipo de estudios se ha enfocado principalmente a las variedades mejoradas,
con alto valor econémico. En el estado de Durango, Santana ef al. (2022) estudiaron la
susceptibilidad de 26 variedades criollas de frijol a la antracnosis, roya y bacteriosis comun.
Observaron una mayor incidencia y susceptibilidad a la antracnosis y bacteriosis comun, asi
como ausencia de sintomas de roya en todas las variedades estudiadas. Los autores atribuyen
estos resultados a las condiciones climdticas y a la genética de los materiales, que favorecen

el desarrollo de ciertas enfermedades en la region.

Pocos estudios se han realizado sobre el uso de organismos benéficos para el crecimiento y
la defensa contra patdgenos en frijoles criollos, y los esfuerzos se han enfocado a las
variedades comerciales. El trabajo con hongos micorrizicos arbusculares han demostrado
tener un efecto positivo en cuanto a la resistencia de la planta contra patogenos (Pozo y

Azcén, 2007).

Mora-Romero ef al. (2015), estudiaron coémo la respuesta de defensa en los cultivos de frijol
y tomate es inducida por la simbiosis el hongo micorrizicos arbuscular R. irregularis. Para
esto se utilizaron tres genotipos diferentes de frijol y dos genotipos de tomate, estos fueron
inoculados con S. sclerotiorum 'y con Xanthomonas campestris pv. Vvesicatoria
respectivamente, en ensayos de hoja desprendida, después de haber sido micorrizada la
planta. Encontraron que un genotipo de tomate y dos de frijol mostraron induccion de defensa

por micorrizacion, aunque esta respuesta no se observo en la variedad de frijol Azufrado
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Higuera, ni en la variedad MicroTom de tomate, mostrando que la induccion de defensa por

micorrizacién es dependiente del genotipo del simbionte vegetal.

Los mecanismos de induccion de defensa contra fitopatogenos dados por el proceso de
micorrizacién son atribuidos a diferentes factores tales como el estado nutricional de la
planta, el ambiente en donde se desarrollan, los cambios estructurales de las raices por la
regulacion bioquimica y molecular que se da por el intercambio de sefiales quimicas entre la
planta y el hongo y la expresion génica que induce la defensa de plantas micorrizadas como
se demuestra en el estudio realizado por Lopez-Meyer et al. (2021). En este trabajo se tuvo
como objetivo evaluar el efecto de la colonizacion con R. irregularis y la aplicacion exdgena
de metil jasmonico (MeJA) en la susceptibilidad a S. sclerotiorum y en la expresion de los
genes PvLOX2 y PvLOX6 en respuesta a la infeccion con el patdgeno en frijol variedad
Azufrasin (Mora-Romero et al., 2015). Los resultados sugirieron que la colonizacion
micorrizica y la aplicacion exdgena de MeJA tuvieron un efecto aditivo en la defensa contra

el patogeno.

Otros autores han demostrado que la colonizaciéon micorrizica arbuscular induce defensa
contra patdgenos, no solo de tallos y hojas como en Mora-Romero et al. (2015), sino también
de raiz (Abdel-Fattah et al., 2011; Eke et al., 2016). También se ha reportado que genes
relacionados con defensa son diferencialmente expresados en plantas micorrizadas con

respecto a no colonizadas (Nanjareddy et al., 2017; Hafez et al., 2013).
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II1. JUSTIFICACION

La region del Cofre de Perote, Veracruz, se distingue por albergar una biodiversidad tinica de
especies criollas y nativas de frijol, las cuales juegan un papel importante en las practicas
agricolas, la cultura, la seguridad alimentaria y nutricional de las personas que habitan las
milpas, y en la economia local. Esta diversidad genética no solo contribuye a la preservacion
de cultivos tradicionales, sino que también, representa un reservorio valioso de genes que
pueden conferir tolerancia a condiciones ambientales adversas, plagas y enfermedades.

Tres de los morfotipos mas comunes de frijol en la region de los municipios de Acajete,
Ayahualulco y Xico en Veracruz, son los denominados cominmente como gordo, ayocote y
enredador. Sin embargo, su caracterizacion molecular e identificacion taxondémica
inequivoca no ha sido llevada a cabo.

Actualmente se desconoce si los frijoles criollos del estado de Veracruz poseen la capacidad
de mostrar MIR ante un estrés biotico, particularmente ante la presencia de un patogeno. El
estudio de los frijoles criollos de la zona del Cofre de Perote, Veracruz, permitird ampliar el
incipiente conocimiento que existe sobre estos valiosos recursos genéticos para enfatizar la
importancia de la conservacion de la biodiversidad de estos frijoles criollos, y fomentar un
uso mas eficiente de los recursos naturales. Ademas, la identificacién de genotipos capaces
de responder a la interaccion con microorganismos benéficos tales como los hongos
micorrizicos arbusculares, proporcionara conocimientos clave para su potencial utilizacién
en el desarrollo de estrategias de manejo integrado de enfermedades en estos y otros cultivos

de importancia econdmica.
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IV. HIPOTESIS

Los morfotipos de frijoles criollos del Cofre de Perote pertenecen a distintas especies
de Phaseolus y presentan susceptibilidad a S. sclerotiorum.

La micorrizaciéon arbuscular no promueve un aumento en el crecimiento de frijoles
criollos del Cofre de Perote.

La micorrizacion arbuscular induce la defensa a la infeccion por S. sclerotiorum en

cada uno de los morfotipos ayocote, enredador y gordo de tres comunidades.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Identificar molecularmente tres morfotipos de frijoles criollos utilizados en milpas en
comunidades del Cofre de Perote, Veracruz, y evaluar su susceptibilidad a S. sclerotiorum en

condiciones de micorrizacion arbuscular.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Identificar molecularmente frijoles criollos del Cofre de Perote, Veracruz, empleando

un andlisis filogenético multigen.

5.2.2. Evaluar la susceptibilidad de cada morfotipo de frijol a la infeccion por S. Sclerotiorum

en condiciones controladas.
5.2.3. Evaluar el efecto de la micorrizacion arbuscular en el porcentaje de micorrizacion, el

crecimiento y en la induccion de defensa de cada morfotipo de frijol de tres comunidades de

la zona del Cofre de Perote, Veracruz a S. sclerotiorum.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Lugar de estudio y colecta del material vegetal.

Se colectaron semillas de tres morfotipos de frijol (gordo, ayocote y enredador), en siete
comunidades de la zona del Cofre de Perote, distribuidas en tres municipios del estado de
Veracruz: Acajete (Encinal, Saucal, Zapotal), Ayahualulco (Ocotepec) y Xico (Coatitilan,
Matlalapa y Xico Viejo). Los productores de cada comunidad donaron las semillas de las
variedades que tenian en existencia y la cantidad que les fue posible de acuerdo con su reserva

para autoconsumo y siembra del siguiente ciclo.

6.2. Propagacion de plantulas de frijol criollo para la identificacion
molecular

Por cada comunidad, se utilizaron dos semillas de cada una de las variedades de frijol criollo
colectado. Las semillas se lavaron en una solucion de etanol al 50% con agitacion constante
por un minuto. Se descarto el etanol y se agreg6 una solucion de hipoclorito de sodio al 0.3%,
agitando suavemente durante 5 minutos. La solucion de hipoclorito se decant6 y las semillas
se lavaron cinco veces con abundante agua destilada estéril por un minuto o hasta eliminar
el cloro residual. En una toalla sanita estéril se colocaron las semillas por 5 minutos para su
secado. Por ultimo, las semillas se colocaron en una cdmara humeda para su germinacion,
incubandose a 25°C en total oscuridad por 5 dias o hasta su germinacion. Las semillas
germinadas se trasplantaron a macetas de 750 mL que contenian sustrato PROMIX FLX
(turba de sphagnum), y se mantuvieron a una temperatura de 25 = 3°C y un fotoperiodo de
16 h luz, 8 h oscuridad, hasta obtener sus primeras hojas verdaderas (Fig. 3). Las plantas se

regaron dia de por medio con 200 mL de agua.
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Figura. 3. Procedimiento para obtencion de plintulas
para extraccion de ADN. A-B. desinfeccion superficial de
la semilla C-D. Germinacion de semillas de frijol en
camara hiimeda por de 5 dias. E. Trasplante de semillas

germinadas a macetas de 750 mL y obtencion de plantulas.
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6.3 Identificacion molecular de frijoles criollos

6.3.1. Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion

El ADN genomico se extrajo de las primeras hojas verdaderas con el kit DNeasy Plant Mini

Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), siguiendo las instrucciones del fabricante. La

concentracion y pureza del ADN extraido se determino por electroforesis en gel de agarosa

al 1%, tefiidos con bromuro de etidio, aplicando un voltaje constante de 80 V por 20 minutos.

El gel se visualizd en un fotodocumentador Chemidoc (BIO-RAD, Hércules, California,

United States of America).

Para la identificacion de especies, se amplificaron la region ITS del ADN ribosomal, el intron

trnL y el espaciador intergénico rbcL del ADN cloroplastico, empleando los oligonucleo6tidos

enlistados en la Tabla 1.

Tabla 1. Lista de oligonucle6tidos empleados para la identificacion molecular de los frijoles criollos.

Tamaifio del
Tm fragmento
Marcador Cebador Secuencia del oligo (5’-3”) Referencia
(°C) amplificado
(pb)
Intrén trnl  trnl F GGATAGGTGCAGAGACTCRATG Nicolé et al. 2011a
GAAG
357
trnL R TGACATGTAGAATGGGACTCTAT 56
CTTTAT
ITS ITS1 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 55 401 White et al. 1990
rbcL rbel F GCAGCATTYCGAGTAASTCCYCA 543 Nicolé et al
= 56
rbcL R GAAACGYTCTCTCCAWCGCATAAA unpublished
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Lareaccion de PCR se realizo en un volumen final de 25 mL, los cuales contenian 17.65 mL
de agua ultrapura (H2OUP), 2.5 mL de Buffer MgCl, 0.75 mL de MgCl (1.5 mM), 0,5 mL
de cada ANTP (desoxirribonucledtido;0.5 mM), 1.25 mL de cada oligonucledtido (0.4 mM)
(ITS1-ITS4, trnL F-trnL Ry rbcL F-rbcL R), 0.1 mL de Taq Polimerasa (Invitrogen, Brasil,
Cat. No. 11615-050) y 1 mL de ADN. El programa de PCR consisti6 en una
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min, seguida de 35 ciclos de una desnaturalizacion
a 95 °C por 40 s, hibridacion a 55 °C (ITS) / 56 °C (trnL y rbcL) por 40 s/45 s, una extension
a 72 °C por 40 s, y una extension final a 72 °C por 5 minutos. Se utilizé un termociclador

modelo TC1000-G (DLAB Scientific Inc, Los Angeles, United States of America).

Para confirmar la amplificacion, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido
con bromuro de etidio, aplicando un voltaje constante de 80 V por 20 min. El gel se visualizd
en un fotodocumentador Chemidoc (BIO-RAD, Hércules, California, United States of

America).

Los productos de PCR se purificaron con el kit Qiaquick PCR purification (QIAGEN, Hilden,
Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante, y se cuantificaron en un
espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop 2000C, con 1 mL de ADN por muestra. Los
fragmentos se secuenciaron unidireccionalmente con los oligonucledtidos ITS1, trnl F y

rbeL F.

6.3.2. Analisis filogenético

Las secuencias obtenidas con cada marcador o region fueron editadas con el software BioEdit
version 7.0.5.3 (Hall, 1999) y comparadas en la base de datos GenBank utilizando la
herramienta BLAST y el algoritmo Megablast. Las relaciones filogenéticas se reconstruyeron
de manera independiente con cada marcador molecular y concatenando las secuencias de los

tres marcadores.

Los alineamientos se realizaron con secuencias de referencia de distintas especies del género
Phaseolus (Tabla 2) (Delgado et al., 1999c¢; Delgado et al., 2006b; Nicol¢é et al., 2011b),
utilizando el alineador MUSCLE (Edgar, 2004) implementado en el programa MEGA X

(Kumar et al., 2018). Para cada alineamiento se estim6 el mejor esquema de particion y
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modelo de sustitucion nucleotidica utilizando el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) en

PartitionFinder (Lanfear et al, 2012). La inferencia filogenética se realiz6 utilizando el

método de Maxima Verosimilitud (ML) en el programa RAXML v § (Stamatakis 2014),

empleando el mejor modelo de sustitucion nucleotidica y particiones, asi como 1000 réplicas

Bootstrap.

Tabla 2. Secuencias de referencia para la identificacion de frijoles criollos.

No. de acceso en GeneBank

Especie ITS trnL rbcL

Phaseolus coccineus (México) GQ411782  GQ411558 GQ411886
Phaseolus coccineus (Italia) GQ411783  GQA411559 GQ411885
Phaseolus coccineus (Italia) GQ411781  GQA411557 GQ411884
Phaseolus lunatus GQ411780  GQA411556 GQ411888
(Guatemala)

Phaseolus lunatus (Italia) GQ411779  GQ411555 GQ411887
Phaseolus vulgaris (México) GQ411798  GQ411576 GQ411617
Phaseolus vulgaris (Argentina) GQ411811  GQ411613 GQ411882
Phaseolus vulgaris (Argentina) GQ411817 GQ411612 GQ411881
Phaseolus vulgaris (Argentina) GQ411813  GQ411582 GQ411880
Phaseolus vulgaris (Argentina) GQ411814 GQ411611 GQ411879
Phaseolus vulgaris (México) GQ411593  GQ411796 GQ411878
Phaseolus vulgaris (México) GQ411785 GQ411614 GQ411877
Phaseolus vulgaris (México) GQ411798  GQ411576 GQ411876
Phaseolus vulgaris (Italia) GQ411819  GQ411615 GQ411875
Phaseolus vulgaris (Italia) GQ411831 GQ411616 GQ411874
Phaseolus vulgaris (Italia) GQ411820 GQ411610 GQ411873
Phaseolus vulgaris (Bolivia) GQ411805 GQ411595 GQ411871
Phaseolus vulgaris (E1 GQ411807 GQ411579 GQ411870
Salvador)

Phaseolus vulgaris (México) GQ411800 GQ411583 GQ411860
Phaseolus vulgaris (México) GQ411788  GQ411581 GQ411862
Phaseolus vulgaris (México) GQ411799  GQ411584 GQ411861
Phaseolus vulgaris (México) GQ411787  GQ411592 GQ411864
Phaseolus vulgaris (México) GQ411789  GQ411587 GQ411857
Phaseolus vulgaris (Colombia) GQ411836 GQ411573 GQ411854
Phaseolus vulgaris (México) GQ411784  GQ411602 GQ411853
Phaseolus vulgaris (México) GQA411839  GQA411588 GQ411852
Vigna unguiculata GQ411778 GQ411554 GQ411841

20


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411782.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411558.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411886.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411783.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411559.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411885.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411781.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411557.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411884.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411780.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411556.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411888.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411779.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411555.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411887.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411798.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411576.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411617.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411811.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411613.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411882.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411817.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411612.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411881.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411813.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411582.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411880.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411814.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411611.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411879.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411593.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411796.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411878.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411785.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411614.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411877.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411798.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411576.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411876.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411819.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411615.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411875.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411831.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411616.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411874.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411820.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411610.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411873.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411805.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411595.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411871.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411807.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411579.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411870.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411800.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411583.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411860.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411788.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411581.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411862.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411799.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411584.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411861.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411787.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411592.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411864.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411789.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411587.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411857.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411836.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411573.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411854.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411784.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411602.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411853.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411839.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411588.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411852.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411778.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411554.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ411841.1

Alejandra Vallejo Sanchez
Maestria en Fitopatologia y Medio Ambiente

6.4 Ensayo uno. Susceptibilidad a S. sclerotiorum y tiempo de
micorrizacion en tres morfotipos de frijol de tres comunidades del Cofre
de Perote, Veracruz

6.4.1. Condiciones de crecimiento de las plantas de frijoles criollos

Para evaluar el desarrollo de las variedades de frijol criollo del Cofre de Perote y conocer el
tiempo de colonizacion del hongo micorrizico arbuscular R. irregularis, se realizé un primer
ensayo en un cuarto de crecimiento ubicado en BIOTECSIN del Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR), Unidad Guasave, Sinaloa. Las
plantas se mantuvieron en condiciones controladas; T° de 23 °C, con una humedad relativa

del 70% y un fotoperiodo de 18 h luz y 6 h oscuridad.

Las comunidades y morfotipos que se eligieron para este ensayo fueron: Ocotepec del
municipio de Ayahualulco, morfotipo gordo; Saucal del municipio de Acajete, morfotipo
enredador; y Matlalapa del municipio de Xico, morfotipo ayocote. Cada uno de los
morfotipos se evalud bajo la condicion no micorrizado (NO MIC) y micorrizado (MIC), con
cinco réplicas para un total de 30 plantas. Estas fueron mantenidas por seis semanas bajo las

condiciones controladas antes mencionadas.

6.4.2. Propagacion de plantas de frijoles criollos y preparacion del inéculo de HMA

Las semillas se desinfectaron en una solucidon de etanol al 50% por un minuto. Se decant6 el
etanol y seguido las semillas se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio al 0.3%
agitando suavemente durante 5 minutos. Se decant6 el hipoclorito y las semillas se lavaron
cinco veces con abundante agua destilada estéril por un minuto. Una vez desinfectadas, las
semillas se colocaron en cdmara himeda y se incubaron a 25°C en completa oscuridad, por

cinco dias para promover la germinacion.

Antes de ser trasplantadas las semillas, se prepar6 el inoculo del HMA R. irregularis que fue
donado por el laboratorio Interaccion Microorganismo-Planta del Centro Interdisciplinario
de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR), Unidad Guasave, Sinaloa.

Las esporas para el inoculo se obtuvieron de la siguiente manera: Se tomo6 el medio solido de
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una placa con raices inoculadas con R. irregularis, y se coloco en un vaso de precipitado,
posteriormente se agreg6 citrato de sodio (10 mM pH 6.0) hasta cubrir el medio y raices,
seguido se molio el contenido con ayuda de un homogeneizador manual para romper la red
de hifas y lograr obtener fragmentos pequenos de raices (Fierro-Coronado et al., 2013). El
licuado se paso a través de una malla de 250 um de diametro de poro con ayuda de un embudo
y un vaso de precipitado. Los restos detenidos en la malla (raices e hifas) se observaron al
estereoscopico para confirmar que estos no contenian esporas. El contenido del vaso de
precipitado se pasoé a través de otra malla de 50 um de diametro de poro. El material retenido
en esta malla contenia las esporas, misma que se lavaron tres veces con agua destilada, el
ultimo lavado que se hizo se utilizd para inocular las plantas control sin esporas y este
tratamiento correspondio a las plantas no micorrizadas (NO MIC). Las suspension de esporas
y la solucién control sin esporas se dispusieron en tubos de 50 mL de polipropileno.
Posteriormente se determind la concentracion de esporas de la siguiente manera: se tomaron
4 alicuotas de la suspension de esporas de 50 pL, se observaron al microscopio
estereoscopico y se contd el nimero de esporas por alicuota, se sumaron la cantidad de
esporas de las 4 alicuotas y se sac6 el promedio, este promedio se multiplicé por 1000 mL y
este resultado se dividié por 50 pL que correspondia al volumen de cada alicuota, después se
multiplica por los mL totales de la suspension (Fierro-Coronado et al., 2013). El total de
esporas se dividio entre el nimero de plantas del experimento para utilizar el mayor nimero

de esporas posible, que en este caso fue de 323 por un mL de agua destilada.

Después de obtener el indculo de R. irregularis, las semillas germinadas se trasplantaron a
macetas de 3 L (20 cm: 16 cm de alto por 20 cm diametro) debidamente etiquetadas. Las
macetas se llenaron con 1.5 L del sustrato estéril (3:1 V/V de vermiculita/arena de rio), la
arena y la vermiculita se lavaron previamente y la mezcla de sustrato se esterilizd en
autoclave a 121° C por 30 minutos, encima del sustrato se coloc6 una capa de arena estéril,
sobre esta capa se colocd la suspension de esporas y la suspension sin esporas (testigo), segun
sea el tratamiento, seguido se puso la semilla germinada, segin corresponda la maceta
rotulada y por ultimo, las semillas se cubrieron con una ultima capa de 2 L de sustrato
(Fierro-Coronado et al., 2013). Al dia siguiente de la siembra, se regaron las plantas con 100

mL de agua destilada y se continuaron regando cada dos dias con 100 mL de agua destilada
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durante seis semanas. A las seis semanas, el riego se realizd cada tercer dia con 50 mL de

agua destilada.

La fertilizacion se inici6 una semana después de la siembra y se realizé una vez por semana
con 100 mL por maceta, con solucion nutritiva Long Ashton modificada (Tabla 3); esta
modificacion se realizé debido a que el agua utilizada presentd elevado pH y conductividad
eléctrica (8.0 y 0.78, respectivamente). La solucidon nutritiva se ajustd a un pH de 6.0 y una

CE de 1.68.

Tabla 3. Composicion de la solucion Long Ashton.

Reactivo Stock (g-L™) Solucién final
(mL-L™)

KNO; 80.8 5.0
MgSO, 7H>0 73.6 55

Ca (NOs), 4H»0 188.8 3.0
NaH,PO4 H»0 36.8 0.6 (5 ppm de P)
Elementos trazas - 1
Solucidn de citratos - 5

ppm - Parte por millon.

P — Fésforo.

6.4.3. Observacion de estructuras fingicas a las 6 semanas de inoculacion

Para comprobar que las raices de los tres morfotipos de frijol (ayocote, gordo, enredador)
estaban colonizadas a las seis semanas de la cosecha, se tifieron con una solucion de azul de
tripano al 0.05 % durante dos dias (Phillips y Hayman, 1970). Las raices se mantuvieron en
lactoglicerol 1:1:1 (agua: acido lactico: glicerol) a temperatura ambiente. Las raices mas
delgadas se dispusieron en una caja Petri y se observaron al microscopio estereoscopico con

el objetivo de 20x.
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6.5. Ensayo de susceptibilidad de especies

6.5.1. Preparacion del indculo de Sclerotinia sclerotiorum.

Se utilizaron esclerocios del hongo S. sclerotiorum colectados en campos de cultivo de frijol
en el municipio de Guasave, Sinaloa, mismos que fueron desinfectados con hipoclorito de
sodio al 0.3 % durante un minuto, seguido de tres lavados con agua destilada estéril por un
minuto, se secaron con papel absorbente estéril durante 5 segundos, y después se sembraron
en cajas Petri con medio de cultivo de papa-dextrosa-agar (PDA) y por ultimo se incubaron
por tres dias a 19 °C. Discos de agar de 0.5 mm de didmetro con micelio en activo fueron
utilizados para transferir el hongo a placas nuevas con PDA, las cuales fueron usadas como
indculo para el ensayo de susceptibilidad de cada uno de los morfotipos identificados (Lopez

et al., 2021b).

6.5.2. Ensayo de susceptibilidad de tres morfotipos de frijol en hoja desprendida

Para el ensayo de susceptibilidad se tomo6 el primer foliolo del cuarto trifolio mas joven de
cada morfotipo de frijol NO MIC (ayocote, enredador y gordo), de seis semanas de
crecimiento y cada foliolo se dispuso en una cdmara humeda construida de la siguiente
manera: en el fondo de una caja de Petri se puso papel filtro estéril humedecido con agua
destilada estéril, sobre el cual se ubicaron dos portaobjetos en cruz, para posicionar sobre
¢éstos el foliolo sin que entrara en contacto con el papel filtro humedecido, cuya funcion, era
mantener una alta humedad relativa dentro de la caja. Los foliolos se inocularon en el haz
con un disco de medio PDA conteniendo micelio de S. sclerotiorum en activo crecimiento.
Por ultimo, las cajas de Petri se sellaron con Parafilm y se distribuyeron en un arreglo
completamente al azar con 5 réplicas por tratamiento en una incubadora a 19 °C en completa

oscuridad (Fig. 4).
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Figura 4. Ensayo de hoja desprendida para susceptibilidad y defensa por micorrizacién contra
S. sclerotiorum.

El didmetro del halo necrotico ocasionado por S. sclerotiorum al infectar el tejido vegetal fue
registrado a las 24, 40 y 50 h posteriores de la inoculacion. Para la medicion del area del halo
necrotico y area total del foliolo, se analizaron fotografias de cada tratamiento en el programa
ImagelJ (Sarmiento ef al., 2023). Se calcul6 el porcentaje de area foliar afectada (%AFA) en
el programa Microsoft Excel, a las 40 horas de la inoculacion (cuando el halo necrotico llegd

al borde la hoja en una de las réplicas por tratamiento (Fig. 5)), de la siguiente manera:

diametro del area de lesion del halo necrético en el foliolo

% AFA =

diametro del area total del foliolo

Cada medicion se hizo en el programa Imagel y los datos se registraron en una base de datos

del programa Microsoft Excel y enseguida se hizo el analisis estadistico.
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Saucal Ocotepec Matlalapa
Enredador Gordo Ayocote

066 666

Horas de infeccion

Figura 5. Foliolos infectados con un disco de PDA con micelio de S. sclerotiorum. Los foliolos marcados
con el color morado, indica que a las 40 horas la infeccion por el hongo llegé al borde de la hoja, esta hora
se tuvo en cuenta para el andlisis estadistico.

6.5.3. Analisis estadistico

Los datos del area afectada (%AFA) de cada tratamiento fueron transformados en el
programa Microsoft Excel con la féormula del arcoseno: =ASENO(RAIZ(X/100))
*(180/3.1416), estos se analizaron para determinar si cumplian con los supuestos de la
estadistica paramétrica: Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y prueba de Levene para
corroborar la homogeneidad de las varianzas. Al comprobar que los datos tuvieron una
distribucion normal, se realizd6 un ANOVA P> 0.05 en el programa GraphPad Prism version

seis (Boston, Massachusetts USA, www.graphpad.com).

126



Alejandra Vallejo Sanchez
Maestria en Fitopatologia y Medio Ambiente

6.6. Ensayo dos. Efecto de la micorrizacion sobre la infeccion por S.
sclerotiorum

6.6.1. Condiciones de crecimiento de plantas

En el ensayo uno se confirmé el buen desarrollo de las plantas de frijol en el cuarto de
crecimiento controlado, por lo tanto, el ensayo dos se sembrd en este mismo cuarto y se
aumentaron las variedades por comunidad. Se tuvieron en cuenta tres variedades de tres
comunidades de los diferentes municipios en estudio: Encinal II: P. dumosus, P. vulgaris,
para esta comunidad no se conto6 con la variedad P. coccineus por la disponibilidad de semilla
de los productores de la zona; Ocotepec: P. dumosus, P. vulgaris, P. coccineus Matlalapa: P.
dumosus, P. vulgaris, P. coccineus. El fin del periodo experimental fue a las 10 semanas de

crecimiento.

Cada uno de los morfotipos se evalud bajo la condicion NO MIC y MIC, con cinco réplicas

para un total de 80 plantas en un disefio completamente al azar (Fig. 6).

Figura 6. Plantas de frijol sembradas en cuarto de crecimiento controlado. Las etiquetas
azules son plantas de frijol de Matlalapa; etiquetas naranjas de Ocotepec; y etiquetas moradas de

Encinal II.
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6.6.2. Porcentaje de colonizacion de HMA.

A las 10 semanas de crecimiento de las plantas, las raices se colectaron separando la parte
aérea de la planta, y se lavaron con agua corriente para remover restos de sustrato, se fijaron
en etanol al 50 % (v/v) durante un dia. Posteriormente, se enjuagaron con agua destilada e
incubaron dos dias con KOH al 20 % (p/v) a temperatura ambiente para clarificarlas.
Seguido, las raices se lavaron con agua destilada estéril e incubaron por 2 h en HCl al 1 %
(v/v), nuevamente se lavaron con agua destilada estéril y se tifieron con solucion de azul de
tripano al 0.05 % durante dos dias (Phillips y Hayman, 1970). Las raices se mantuvieron en
lactoglicerol 1:1:1 (agua: acido lactico: glicerol) a temperatura ambiente. El porcentaje de
colonizacion se determind por el método de interseccion a la linea trazando lineas de manera
horizontal y vertical a manera de cuadricula (de 1 a 2 cm) sobre una caja de Petri, en ella se
colocaron las raices previamente tefiidas, posteriormente fueron visualizadas en
estereoscopio (Fig. 7). La visualizacion y evaluacion del porcentaje de micorrizacion se
realiz6 de acuerdo con lo siguiente: la evaluacion inici6 sobre las lineas verticales de arriba
hacia abajo y posteriormente sobre las horizontales de izquierda a derecha hasta cubrir todas
las intersecciones de la caja (registrando el niimero de intersecciones colonizadas y no
colonizadas por HMAs) (Giovannetti y Mosse, 1980). Las plantas no inoculadas se
inspeccionaron bajo el estereoscopio para descartar la existencia de estructuras de

colonizacidén micorrizica.

a) hila, ) vesicula

Etunol al 50 % (viv) HOTal | (v
por un diu dos horus

Azul de tripano al 0.05 %

ROH al 20 % {p/v) dos digs

dos dias

Figura 7. Tincion de raices para observacion de estructuras fingicas

28



Alejandra Vallejo Sanchez
Maestria en Fitopatologia y Medio Ambiente

Para el célculo del porcentaje de colonizacion total por HMA se utiliz6 la siguiente formula

propuesta por Sieverdin (1983):
% de colonizacién por HMAs = (C/T)X 100
C= ntimero de intersecciones colonizadas por cualquier estructura fungica

T= Numero total de campos observados

Tincion de raices con WGA-Alexa Fluor 488

Se cosecharon raices de plantas de frijoles a las 10 semanas, estas se lavaron suavemente
con agua destilada para eliminar la capa de sustrato. Se dispusieron las raices en etanol al
50% (o PME para una mejor estructura) y se dejaron en reposo durante 4 horas. Pasadas
las 4 horas se retird el etanol y se agreg6 20 % KOH (suficiente para cubrir las raices) y
dejar actuar durante 3 dias a temperatura ambiente. Se Retir6 el KOH y se enjuagaron con
agua destilada. Se Agrego HC1 0,1 M (suficiente para cubrir las raices) y se dejaron durante
2 horas. Seguido se retiro el HCI y se enjuago con agua destilada y después con PBS. Se
retird el PBS y se sumergieron en una solucion de tincion de PBS-WGA (la concentracion
final de WGA es 0,2 ug/ml) y se envolvieron en papel aluminio. Se dejaron 6 horas en la

solucidn colorante y mantenidas a 4°C para un almacenamiento mas prolongado.

* Generalmente la raiz tefiidda con WGA puede contaminarse, por lo que es mejor tomar

las fotografias inmediatamente.

Las fotografias se tomaron ven el microscopio confocal (Nikon A1R+ STORM) del
laboratorio de Biologia Molecular de plantas dirigido por el Dr. Luis Céardenas Torres del

Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).
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6.6.3. Calculo de peso seco total de la planta

Las muestras de parte aérea y raiz para el calculo de peso seco total de la planta se colectaron
a las 10 semanas finalizado el ensayo dos. Para el peso fresco aéreo de la planta, se corto la
parte basal del tallo y se peso en una balanza (UNLINE. MEX H-9885) cada muestra de cada
morfotipo de cada comunidad, de igual manera, para el peso fresco de la raiz, primero se
peso el total de la raiz separandola del tallo, y después se dividio en dos, una parte se utilizd
para la tincioén con azul de tripano y la otra mitad del corte de la raiz fresca se peso. Las
muestras se pusieron en un horno de secado a 70 °C y se retiraron a los 3 dias, cuando el peso
seco era constante y asi las muestras secas de la parte aérea de la planta y el peso seco de la
mitad de la raiz se pesaron. Para el calculo del peso seco total de la planta, primero se hizo
el calculo del peso total de raiz, se utilizaron las siguientes formulas propuesta por Sieverdin

(1983):

(peso fresco de la raiz total X Peso seco mitad de la raiz)

Peso seco total de la raiz =
Peso fresco de la mitad de la raiz

Peso seco total de la planta = peso seco de la parte aérea de la planta + peso seco total de la raiz

6.6.4. Ensayo de defensa contra S. sclerotiorum por micorrizacion en hoja desprendida

Para la realizacién de este ensayo, se tom6 un foliolo de hoja de plantas de frijol (primer
foliolo del trifolio mas joven y en mejor estado de arriba hacia abajo) con 10 semanas de
crecimiento bajo condiciones controladas y se utilizd la misma metodologia antes
mencionada para la desinfeccion de los esclerocios y el ensayo de hoja deprendida (seccion

6.5. ensayo de susceptibilidad en hoja desprendida).

6.6.5. Analisis estadistico

Este segundo ensayo corresponde a un disefio completamente al azar. Los datos de las
variables area foliar afectada, altura de la planta y peso seco total de la planta se analizaron
para determinar si cumplian con los supuestos de la estadistica paramétrica; Prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk y prueba de Levene para corroborar la homocedasticidad.
Después de comprobar que los datos tuvieron una distribucién normal y las varianzas fueron

homocedasticas, se hizo una T de Student con un a=0.05, para determinar si los tratamientos
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MIC y NO MIC de cada morfotipo, de cada comunidad, tenian diferencias significativas. Los
datos de la variable porcentaje de micorrizacién se analizaron con la prueba de Kruskal-
Wallis y la prueba de comparacion multiple de Dunn’s con un 0=0.05 en el programa

estadistico GraphPad Prism version seis (Boston, Massachusetts USA, www.graphpad.com
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Colecta de material vegetal

Las colectas de las semillas de frijol de los morfotipos gordo, ayocote y enredador (Fig. 8)
se llevaron a cabo en siete comunidades de la zona del Cofre de Perote (Encinal II, Saucal,
Zapotal, Coatitilan, Matlalapa, Xico viejo, Ocotepec), distribuidas en tres municipios
(Acajete, Ayahualulco y Xico) del estado de Veracruz en el mes de febrero del 2022. Los
productores de cada comunidad donaron las semillas de los morfotipos que tenian en

existencia y la cantidad que consideraron de acuerdo con su reserva.

Morfotipos

AYOCOTE ENREDADOR GORDO

Figura 8. Caracteristicas morfolégicas de tres morfotipos de frijol de la zona Cofre de
Perote. Ayocote, flor caracteristica color naranja a rojo, semillas de colores mantequilla, negro,
pintos, violeta. Enredador, flor color lila a rosa, semillas pequefias de colores azules, rosas,
rojas. Gordo, flor color blanca, semillas ovaladas, grandes color mantequilla.
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7.2. identificacion molecular

7.2.1. Extraccion de ADN y PCR

La electroforesis en gel de agarosa al 1% muestra una banda definida de alto peso molecular

para cada una de las muestras, indicando la integridad del DNA genomico extraido (Fig. 9).

Morfotipo enredador Morfotipo ayocote

10.000 pb —— o

{
3.000 pb —— ©

1.000 pb ——

|

Figura 9. Electroforesis en gel 1% con bromuro de etidio y visualizadas con luz UV, de las extracciones
de ADN genémico de plantas de frijol. MPM (marcador de peso molecular PROMEGA 1KB). Oco,
Ocotepec; Coa, Coatitilan; Sau, Saucal.

Para la identificacion molecular de los morfotipos de frijol, se prepararon reacciones de PCR
utilizando los marcadores moleculares ITS1/ITS4 correspondientes a la region del ADN
ribosomal, el marcador molecular de la region intergénica (¢#rnL) cloroplastico y el marcador
molecular espaciador intergénico rbcL cloroplastico. Las bandas de los productos de PCR
fueron separadas en gel de agarosa al 1% y se muestran en la Figura 10. Para el marcador
molecular ITS en las siete comunidades el tamafio del fragmento amplificado fue el esperado
(401 pb) (Fig. 10 A, D, G). Para el intron #rnL de la region intergénica del ADN cloroplastico,
en las siete comunidades, el tamano del fragmento amplificado fue de 357 pb, tal como se
esperaba (Fig. 10 B, E, H). y para el intrén rbcL, el fragmento amplificado fue de 543 pb
(Fig. 10 C, FI).
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Ayocote Enredado Gordo
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COA ENC MAT 0CO SAL
" L

Figura 10. Electroforesis de los productos de PCR. ITS, (trnlL) cloroplastico y el espaciador intergénico
rbcL cloroplastico. 1. Control negativo. 2. MPM (Invitrogen). A-B-C. Morfotipo Ayocote, Ocotepec planta
PA2, Ocotepec planta PB2, Matlalapa, Saucal, Zapotal. D-E-F. Morfotipo Enredador, Coatitilan, Encinal,
Matlalapa, Ocotepec, Ocotepec mantequilla, Ocotepec ojo de cabra, Saucal. G-H-I. Morfotipo Gordo,
Coatitilan, Encinal, Matlalapa, Ocotepec, Saucal, Zapotal.

7.2.2. Analisis filogenético

El filograma inferido a partir del alineamiento concatenado de los marcadores moleculares
ITS, truL y rbcL, confirma que los tres morfotipos ayocote, enredador y gordo, pertenecen al
grupo Vulgaris del género Phaseolus. Dentro de este grupo se encuentran ocho especies: P
acutifolius, P. albescens, P. coccineus, P. costaricensis, P. dumosus, P. parvifolius, P.
persistentus, y P. vulgaris. Las especies en estudio se agruparon dentro de tres especies de la
siguiente manera: el frijol ayocote se agrupa en un mismo clado con tres secuencias de
referencia de la especie P. coccineus con un soporte bootstrap del 84 % por otro lado, el frijol
enredador se agrupa en un mismo clado con veintitin secuencias de referencia de la especie
P. vulgaris con un soporte bootstrap del 57%. Para el caso de este material, se analizaron tres
tipos (enredador, enredador ojo de cabra y enredador mantequilla), de los cuales el material
identificado como “mantequilla” muestra claras diferencias con el resto de los materiales de

la region, al agruparse en un clado muy distante, junto con accesiones de México y El
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Salvador, con un soporte bootstrap del 55%; por Gltimo, el frijol gordo se agrupa en un mismo

clado con 4 secuencias de referencia de la especie P. dumosus con un soporte bootstrap del

99% (Fig. 11). Las secuencias de referencia de cada especie se encuentran en la Tabla 2 en

el apartado de identificacion molecular.

Acajete
® Ayahualulco
® Xico

74

71

63

34

67 Enredador Coatitilan

Enredador Ocotepec Ojo de Cabra
- Enredador Ocotepec

Enredador Matlalapa

Enredador Xico Vi '!’

Phaseolus vulgaris PvH1md (México)

Phaseolus vulgaris Pv9 Italia
Phaseolus vul ?ans Pv6 Italia

Phaseolus vulgaris PvEan Bolivia
Phaseolus vulf)ans Pv32 [talia
Phaseolus vulgaris PvH4ad Colombia
Phaseolus vul)gans PvCBaw Argentina

garis PvA7ad Argentina

Phaseolus vulgaris PvB4ad Argentina
Phaseolus vulgaris PvB6aw México
Phaseolus vulgans PvG1md México
Phaseolus vulgans PvC1md México
Phaseolus vulgaris PvE1md E| Salvador
Phaseolus vulgaris PvH2mw México
Enredador Ocotepec Mantequila
Phaseolus vulgaris PvC2md Mexico
Phaseolus vulgaris PvD3mw México
Phaseolus vulgaris PvA2md México
Phaseolus vul Igarrs PvC3mw México
Phaseolus vul %ans PvA3mw México

Phaseolus vulgaris PvBTmw México
Phaseolus vulgaris PvA2md México
Gordo Coatitilan

76

Gordo Matlalapa
Gordo Ocotepec

Phaseolus dumosus DQ445747 Guatemala)
Phaseolus dumosus AF115149 (Peru
Phaseolus dumosus KF943728 (Puebla, Mexico)
Phaseolus dumosus KF943727 (Puebla Mexico

Phaseolus albescens (Mexu:o alisco, Delgado 1705, MEXU)
Ayocote Ocotepec PB2

52

Ayocote Ocotepec PA1

Ayocote Matlalapa

haseolus coccineus Pc39 (ltalia
Phaseolus coccineus Pc30 (Italia
Phaseolus coccineus PcATmw (Mexico)

Phaseofus acutifolius (México, Chiapas, Luis Servin:Pacu-03)
365 Phaseolus hmtomrSMexmo hiapas, Luis Servin: Phin-01)
Phaseolus xanthotrichus (Guatemala N.|. 126

82 Phaseo!us zimapanensis (México, San Luis Pot05| INIFAP-URG-11592)

= F

Phaseolus tuerckheimu(Mexmo Chiapas: INIFAP-URG-11
Phaseolusohgospermus(Mexmo Ci |apas 11374 MEXU
Phaseolus chiapasanus (México, Oaxaca: Bonet 24 MEXU)
Phaseolus pedicellatus (Mexico, ‘Guerrero; Gonzalez etal. 9.
Phaseolus neglectus (México, Tamaulipas: F.G. Medrana 16
Phaseolus grayanus (México, San Luis Potosi: Mercado 58 ME!
Phaseolus glabellus(MeX|co Puebla: Basurto 809 MEXU)
Phaseolus microcarpus (Mexmo CIAT S-31 348 MEXU)
Phaseolus oaxacanus (México, Oaxaca: Degqado Sallnas 320 MEXU)
Phaseolus parvulus (México, Sinaloa; Flores F. 496,
Phaseolus tenellus Mexmo Ramos s.n. MEXU
Phaseolus pauciflorus (México, Jalisco: Del'gado Sali |nas 1783 MEXU)
Phaseolus plurifiorus (México Jalisco: INIFAP-U
Phaseolus perplexus (| exmo Jallsco Ramlrez 4571 IBl G)

Phaseolus nelsonu( éxico, Oaxaca: NIFAP UR 11321)
Phaseolus salicifolius (México. Sinaloa:R. Vega 9988 MEXU)
Phaseolus xolocotzii (México, Guerrero: Torres 7700 MEXUb
Phaseo!us;ahscanus{Mexwo Jalisco: Ramirez D. 3730 IBUG
Phaseolus marechalii (México, Morelos: Delgado 1602 MEXU
Phaseolus maculatus (México. Nuevo Leon: INIFAP-URG- 11184)
Phaseolus polystachios (USA, Missouri: Summers 4680 MO
Phaseolus sonorensis (Mexu:o Sonora: M. Fishbein 1021a E
Phaseolus macvaughii (México, Jalisco: Del ado Sallnas1581 MEXU)
Phaseolus micranthus (Mé&xico, Nayarit: Flores F. EX

Phaseolus lunatus PIB1md (Guatemala)
Phaseolus lunatus PI38 (ltalia)
Phaseolys viridis (México, Oaxaca: R. Torres C. 11546 MEXU)

Vigna unguiculata (Italia: VU40)

0.02

Phaseolus fJ!JfOI’m!S(MeXICO Baja California, Luis Servin: Pfil-01)

Grupo Vulgaris

Grupo Tuerckheimii

Grupo Pedicellatus

Grupo Pauciflorus

Grupo Polystachios

| Grupo Leptostachyus

Grupo Filiformis
Grupo Lunatus

Figura 11. Filograma de maxima verosimilitud (ML) de 82 especies del género de Phaseolus de los acervos

genéticos mesoamericano, andino y un acervo genético italiano,

incluidos los morfotipos en estudio

diferenciados por los colores amarillo (Acajete); azul (Ayahualuco); verde (Xico). La especie Vigna uniculata

se utilizd como grupo externo para enraizar el arbol. Los numeros a los lados del nodo indican los valores de

robustez en porcentaje (1000 Bootstrap).
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El uso de la técnica de cddigo de barras de ADN y el uso de marcadores moleculares
cloroplasticos en estudios de identificacion molecular de especies del género Phaseolus,
proporciona una visiéon ampliade la diversidad de estas leguminosas en el pais. Ademas,
propicia la identificaciéon de nuevas especies o bien, amplia el conocimiento sobre la
distribucion geografica de las distintas especies, al confirmar su presencia en zonas donde no

se habian reportado anteriormente.

Nicole et al. (2011) evaluaron la pertinencia del uso de marcadores moleculares
cloroplasticos (trnH-psbAIGS, trnL y rbcl) y nucleares (ITS) para la resolucion filogenética
dentro del grupo Vulgaris. Analizaron 55 materiales obtenidos de los bancos de germoplasma
del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), del Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA; por sus siglas en inglés) y del Consejo de Investigacion
Agricola de Italia (CRA). Dentro de este estudio, se logro identificar a nueve materiales de
México, de los cuales ocho fueron identificados a nivel especie como P. vulgaris y solo un
material se identific6 como P. coccineus. Estos hallazgos son consistentes con los estudiados
en la presente tesis, ya que los marcadores moleculares utilizados (ITS, #rnL y rbcL),
proporcionaron una identificacién precisa de los morfotipos ayocote (P. coccineus),
enredador (P. vulgaris) y gordo (P. dumosus). Si bien las tres especies ya habian sido
reportadas previamente en el estado de Veracruz, su presencia no habia sido confirmada
molecularmente en las milpas de las comunidades de Cofre de Perote, por lo que estos
resultados aportan nuevos conocimientos sobre la distribucion geografica de estas especies.
Sin embargo, los materiales analizados en la presente tesis no son representativos de la zona,
puesto que se estudiaron los materiales mas abundantes o preferidos para el consumo por los
habitantes de las distintas comunidades. Por lo que se sugiere la realizacion de nuevas
investigaciones para identificar a las otras especies de Phaseolus presentes en la region, que
puedan ser de interés genético, evolutivo y nutricional, y cuya preservacion es de suma

importancia.
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7.3. Ensayo uno. Susceptibilidad a §. sclerotiorum y tiempo de
micorrizacion en tres morfotipos de frijol de tres comunidades del Cofre
de Perote

7.3.1. Condiciones de crecimiento de frijoles criollos

Los frijoles criollos del Cofre de Perote, Veracruz, se adaptaron a las condiciones controladas
del cuarto de crecimiento; T° 23 °C; HR 70%; 18 horas luz- 6 horas oscuridad. Las plantas
fueron cosechadas a las 6 semanas, donde el riego total con agua destilada para cada planta
fue de 750 mL y la fertilizacion con solucion Long Ashton preparada con agua corriente fue

de 350 mL para cada planta (Fig. 12).

Figura 12. Plantas de frijol sembradas en cuarto de crecimiento controlado.
Etiquetas azules pertenecian a las platas de frijol de ayocote-Matlalapa, etiquetas

naranjas a gordo-Ocotepec y etiquetas moradas a enredador-Saucal.
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7.3.2. Observacion de estructuras fiingicas a las 6 semanas de inoculacion

En el ensayo uno, se queria observar si los frijoles criollos de Cofre de Perote se colonizaban
a las seis semanas de ser inoculados con el hongo micorrizico R. irregularis. Al observar al
estereoscopio las raices conservadas en lactoglicerol 1:1:1, no fue posible observar
estructuras fungicas del hongo micorrizico arbuscular (Fig. 13), lo que nos sugiri6é que para
el ensayo dos, las plantas se debian dejar mas tiempo para lograr la colonizacion por parte

del hongo micorrizico R. irregularis.

Saveal Ocotepec Mattalapa
Enredader Gordo Ayocote

p———

&

Lactoglicerol 1:1:1

Figura 13. Observacion al estereoscopio de estructuras fiingicas en raices de frijoles criollos.

Cabe destacar que estos son los primeros estudios de micorrizacion con R. irregularis que se
hacen con frijoles criollos de la zona de Cofre de Perote. Trabajos simultaneos al presente en
otro grupo de investigacion sugirieron que, bajo las condiciones del experimento, seis
semanas posiblemente no fue tiempo suficiente para que la colonizaciéon micorrizica se
estableciera (Susana Echauri Pefia, comunicacion personal). En cuanto a la inoculacion con
HMA en variedades de frijoles comerciales, Reyes et al. (2015) reportaron que la
colonizacion con el HMA R. irregulares se dio a las 6 semanas, lo que sugiere que el tiempo
de colonizacion depende tanto de la especie de planta, como de la especie del HMA con el
que se esté inoculando. Mora-Romero et al. (2015) reportd que al inocular tres variedades de
frijoles comerciales de la especie P. vulgaris A-55, Az Reg87 y Az Hig, la variedad Az Hig

tardd una semana mas en colonizarse que las otras dos.
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7.3.3. Ensayo de susceptibilidad de tres morfotipos de frijol en hoja desprendida

Los resultados obtenidos del ensayo de infeccion con S. sclerotiorum en hoja desprendida
(40 h postinfeccion) indicaron que no existen diferencias estadisticas en el %AFA (19.37%
ayocote-Matlalapa, 15.86% enredador-Saucal y 20.47% gordo-Ocotepec), lo que comprueba
que las tres especies (P. coccineus, P. dumosus, P. vulgaris) son igualmente susceptibles a la

infeccion por S. sclerotiorum (Fig. 14).

A. B. C .

Figura 14. Area de la lesién en foliolos de frijol, 40 h postinfeccién con S. sclerotiorum. A. Saucal, P.

vulgaris. B. Ocotepec, P. dumosus. C. Matlalapa, P. coccineus. Lineas en rojo indican el area de lesion

medida en el programa Image] causada por S. sclerotiorum. A. 3.29 cm?. B. 3.19 cm? C. 2.99 cm?.

Aunque los datos fueron analizados a las 40 h postinfeccion, se observo que, a las 24 h, las
primeras especies en infectarse fueron P. coccineus del municipio de Matlalapa (0.54 cm?) y
P. dumosus del municipio de Ocotepec (0.53 cm?), sin embargo, en el transcurso de las horas,
el area de lesion causada por la infeccion de S. sclerotiorum en cada uno de los materiales de

las tres comunidades se igual6 (Fig. 15).
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Figura 15. Area de la lesion en foliolos de frijol, 40 h postinfeccion con S. sclerotiorum. Letras diferentes

indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (ANOVA P < 0.05) n=5.

S. sclerotiorum es uno de los fitopatdogenos mas destructivos y cosmopolita con un amplio
rango de hospedantes de gran importancia econdmica para la agricultura del mundo, asi
mismo, en México afecta un gran niimero de cultivos, entre ellos los mas significativos en
produccion: las hortalizas incluidos los cultivos de tomate (Solanum lycopersicum), lechuga
(Lactuta sativa) y varias cucurbitiaceas, también, cultivos que hacen parte de la seguridad
alimentaria y nutricional como los pertenecientes a la familia de las fabaceas mas conocidas
como leguminosas, por nombrar algunas de mayor consumo: el garbanzo (Cicer arietinum),
haba (Vicia faba), arveja (Pisum sativum), lenteja (Lens culinaris), soya (Glycine max), mani
(Arachis hypogaea) y cuenta con uno de los géneros mas amplios como es el género
Phaseolus, que alberga especies de importancia tanto econdomica y de alimentacion para las
familias que atn subsisten de la milpa. Las pérdidas que causa este fitopatogeno en los
cultivos van desde el 10 % al 50 % en el rendimiento y en cuestion econdmica, causa pérdidas
de hasta 200 millones de pesos anuales (Agrios, 2005; Njambere et al., 2014; Alkooranee et
al.,2017; Smolinska y Kowalska, 2018, O’Sullivan ef al., 2021).
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A nivel mundial, se han hecho estudios en Phaseolus spp. para determinar su susceptibilidad
a S. sclerotiorum y asi tomar medidas para mitigar el impacto. Ali y Athala (2019) hicieron
pruebas de susceptibilidad contra S. sclerotiorum en hoja desprendida en 8 cultivares (Giza
6, Bronco, Paulista, Pinto, White kidney bean, Cranberry bean, Black bean y Large white
lima bean) provenientes de la especie P. vulgaris en la India. Como resultado obtuvieron que
el area de lesion necrotica fue mayor en los cultivares Cranberry bean (6.93 cm?), Giza 6
(5.70 cm?), Pinto bean (5.30 cm?), Paulista (4.77 cm?) y White kidney bean (4.67 cm?), en
comparacion con los cultivares Black bean (3.47 cm), Large white lima bean (2.33 cm) y
Bronco (2.27 cm) quienes mostraron menor aérea de lesion en los foliolos. Estos ultimos tres
cultivares se asemejan a la susceptibilidad de las tres especies aqui estudiadas con un area de
lesion del halo necrético para P. coccineus (3.12 cm?), P dumosus (2.54 cm?) y P. vulgaris
(2.27 cm). De igual manera, en Argentina Aban et al., (2020) evaluaron la resistencia
fisiologica de 20 accesiones de frijol comin utilizando la prueba de paja de invernadero
(Leales B30 INTA, Leales CR5 INTA, NAG 12 INTA, Perla INTA, Cachuchefio, MSZ, PF1.
PP, A 195 como testigo resistente, Leales 24 INTA como testigo susceptible, Vax 1,3 y 6, otto
45-69, otto 50-2, Sea 5, Lines y de crecimiento determinado e indeterminado tipo II) a los 7,
14 y 21 dias después de la inoculacion y fueron evaluados cada uno con 5 aislados diferentes
de S. sclerotiorum , como resultados obtuvieron que al final del periodo, todos los materiales
fueron igual de susceptibles a los 5 aislados, en cada uno de los dias, segin la escala de
severidad ubicados en siete plantas mostrando alta severidad de enfermedad. Aunque en el
presente trabajo se hizo el ensayo de susceptibilidad en hoja desprendida, los datos se
midieron por el porcentaje del area foliar afectada y solo se utilizdo un aislado de S.
sclerotiorum. Las tres especies estudiadas, fueron igual de susceptibles sin mostrar
diferencias entre ellas, al igual que las 19 accesiones del estudio mencionado, sin embargo,
ellos probaron un material resistente como testigo que fue el A 195 y corroboraron que, en
los tres tiempos de evaluacion, sigue siendo resistente al patdgeno. En Sinaloa, México se
encuentra la mayor produccion de frijol en el pais y Mora-Romero et al., (2015), estudiaron
la susceptibilidad de las variedades comerciales de frijoles utilizadas en ese ano (A-55,
Azufrado Higuera y Azufrado regional 87) contra S. sclerotiorum en un ensayo de hoja

desprendida por medio de cinética del desarrollo de las lesiones a las 24, 36, 48 y 60 horas,
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como resultados obtuvieron que las tres variedades estudiadas muestran la misma

susceptibilidad ante el patdgeno en cada uno de los tiempos.

Todas las investigaciones se basan en estudios de susceptibilidad de variedades mejoradas,
sin embargo, es importante evaluar las especies criollas de frijoles que pueden tener
caracteristicas importantes como tolerancia a estreses bidticos o abidticos y de rendimiento
y aunque las tres especies criollas acé estudiadas mostraron susceptibilidad a S. sclerotiorum
se sugiere seguir con estudios mas profundos para conocer esta interaccion del género

Phaseolus con S. sclerotiorum.
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7.4. Ensayo dos. Efecto de la micorrizacion sobre la infeccion por S.
sclerotiorum

7.4.1. Porcentaje de colonizacion de HMA.

En este experimento, plantas de las tres especies analizadas (P. coccineus, P. dumosus. P.
vulgaris) de diferentes comunidades de los tres municipios de Veracruz estudiados: Acajete
(Encinal, Saucal, Zapotal), Ayahualulco (Ocotepec) y Xico (Coatitilan, Matlalapa y Xico
Viejo) fueron mantenidas en condiciones controladas en un cuarto de crecimiento. La mitad
de las platas (cinco por morfotipo-comunidad) fueron inoculadas con el HMA R. irregularis
y la otra mitad con solucion control libre de esporas (ultimo lavado de las esporas) por 10

s€manas.

Fotografias tomadas de una raiz colonizada con R. irregularis de la especie P. coccineus de

la comunidad Ocotepec, en un microscopio confocal tefiidas con WGA- Alexa. (Fig. 16).

Figura 16. Estructuras flingicas de R. irregularis en la raiz de P. coccineus de la comunidad Ocotepec.
A. Estructuras fungicas intra y extra radicales, He: hifa extra radical, A: arbusculo, V: vesicula. B.

Estructuras fungicas intra radicales, Hi: hifas intra radicales, A. arbusculo.
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En la Figura 17 se presentan los porcentajes de micorrizacion de las plantas inoculadas con
el HMA R. irregularis. Para este andlisis se tomaron en cuenta solo las plantas micorrizadas.
No se observaron estructuras fungicas en ninguna de las plantas testigo (inoculadas con

solucion sin esporas).

Las especies P. vulgaris y P. dumosus de la comunidad Ocotepec, presentaron los porcentajes
mas altos de micorrizacion; 74 y 72%, respectivamente, mientras que los morfotipos P.
dumosus de la comunidad Encinal I y P. dumosus de la comunidad Matlalapa presentaron
los menores porcentajes 49 y 46%, respectivamente. Los resultados estadisticos sugieren que
las especies P. vulgaris y P. dumosus de la comunidad Ocotepec presentan diferencias
significativas con respecto a la especie P. dumosus de la comunidad Matlalapa quien obtuvo
el menor porcentaje de micorrizacion. Con respecto a las especies P. vulgaris y P. dumosus
de Encinal II, P. coccineus y P. vulgaris de Matlalapa y P. coccineus de Ocotepec, no se

encontraron diferencias significativas en el porcentaje de micorrizacion.
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Figura 17. Porcentaje de micorrizaciéon del sistema radical de tres especies de tres comunidades del
Cofre de Perote Veracruz. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las diferentes especies

de las 7 comunidades. Kruskal- Wallis P < 0.05. n= 5.

44



Alejandra Vallejo Sanchez
Maestria en Fitopatologia y Medio Ambiente

Ya que este experimento fue realizado en sustrato inerte y con R. irregularis en cultivo mono
axénico, los factores edaficos particulares de la zona de Ocotepec no tendrian nada que ver
con esta observacion, por lo que ese elevado porcentaje de colonizacion debe obedecer al
material vegetal per se. Las bases de las diferencias en los porcentajes de colonizacion deben

ser estudiadas con mayor detalle.

7.4.2. Peso seco de la parte aérea de la planta y altura de la planta

El analisis estadistico no detect6 diferencias significativas en el peso seco de plantas MIC
y NO MIC, lo que indica que la condicidén de micorrizacioén no tuvo efecto en la produccion
de biomasa de los frijoles de las distintas comunidades, a excepcion de la especie P. vulgaris
de la comunidad Encinal II (Fig. 18.). En este particular caso, la biomasa de la planta no
micorrizada se vio disminuida en un 58% con respecto a la condicion micorrizada (Fig. 18
inciso G). Los resultados para la variable morfométrica altura de la planta (Fig. 19)
indicaron que no hay diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos MIC y NO
MIC de cada uno de los morfotipos de las comunidades.
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Figura 18. Peso seco de la parte aérea de tres especies de frijoles de tres comunidades del Cofre de Perote,
NM: no micorrizado. MIC: micorrizado. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre

los morfotipos de las comunidades. Prueba T de Student (o= 0.05) n=5.
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Figura 19. Altura de la planta de tres especies de frijoles de tres comunidades del Cofre de Perote.
NM: no micorrizado. MIC: micorrizado. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas

entre los morfotipos de las comunidades. Prueba T de Student (o= 0.05) n=5.

Algunas especies vegetales son capaces de aumentar su crecimiento en respuesta a la
micorrizacion; sin embargo, esto no es una generalidad, es decir, existe una gradacion en la
respuesta de crecimiento a la micorrizacion. Klironomos (2003) report6 64 especies silvestres
cuyas respuestas de crecimiento a la micorrizacion fluctuaban entre -46% a 48%, es decir,
plantas en los que la micorrizacion causaba una disminucion en el crecimiento (46%) asi
como un aumento en el mismo (48%). La regulacion del crecimiento como consecuencia de
la micorrizacion es un fenémeno complejo, que no depende unicamente del genotipo de la
especie vegetal, sino también de otros factores como la especie de el/los HMAs involucrados,
asi como las condiciones ambientales bajo las que se desarrollan las plantas micorrizada

(Smith y Read, 2008). Con respecto a frijol, estudios en variedades cultivadas de esta
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leguminosa, reportan resultados variables en cuanto a su respuesta de crecimiento por
micorrizacién. Por un lado, Chauhan et a/, (2012) reportaron que la especie de HMA utilizado
determina la respuesta de crecimiento arbuscular en frijol (french) encontrando que Glomus
mosseae es el HMA que causa una mayor respuesta de crecimiento en esta variedad de frijol.
Por otro lado, Hacisolihoglu et al. (2005) probaron siete genotipos de frijol comun
colonizados con G. intrarradices encontrando que tres de los genotipos mostraron una alta
respuesta de crecimiento a la micorrizacion, en dos de estos la respuesta fue positiva pero
discreta, y en uno de estos fue negativa. Resultados similares fueron obtenidos en tres
variedades de P. vulgaris sembradas en el norte de Sinaloa, México, en donde frijol azufrado
regional 87 y azufrado higuera no mostraron aumento en el crecimiento por micorrizacion,
pero la variedad A-55 si la mostré (Mora-Romero et al., 2015). Toda esta informacion
refuerza la idea de que la respuesta positiva (aumento), negativa (disminucion) o neutra (sin
cambio) del crecimiento de una especie vegetal a la micorrizacion arbuscular, es un fendmeno

complejo y multifactorial.

7.4.3. Ensayo de defensa contra S. sclerotiorum por micorrizacion en hoja desprendida

En la Figura 20 se muestran algunos foliolos de plantas micorrizadas y no micorrizadas
provenientes de semillas colectadas en cada una de las tres comunidades estudiadas (Encinal
II, Matlalapa y Ocotepec) infectados con el patdgeno foliar S. sclerotriorum. Los resultados
de infeccion indican que las especies de frijoles analizados se comportan de manera
diferencial con respecto a la induccion de defensa por micorrizacion contra S. sclerotiorum
(Tabla 4). P. vulgaris mostré menor dafio por el patdogeno en hojas de plantas MIC que las
NO MIC en plantas de semillas colectadas en el Encinal II, lo cual indica la induccion de
resistencia por micorrizacion. Este comportamiento, sin embargo, no se observo en hojas de
plantas de esta especie cuya semilla fue colectada en las comunidades Matlalapa (municipio
de Xico) y Ocotepec (municipio de Ayahualulco). Con respecto a P. coccineus, las hojas de
plantas analizadas provenientes de semillas colectadas de Ocotepec mostraron induccion de
defensa por micorrizacion, aunque no fue el caso para las plantas de Matlalapa (municipio
de Xico). Por otro lado, con respecto a P. dumosus plantas colectadas en Matlalapa si
mostraron defensa por micorrizacion, mientras que las de Ocotepec y las de Encinal 11 no, de

manera inversa a lo registrado para P. coccineus. De manera atipica, hojas de plantas de P,
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dumosus provenientes de semilla colectada en El Encinal II, resultaron mas susceptibles a S.

sclerotiorum cuando las plantas fueron micorrizadas.

6446444
664000

84 46

Figura 20. Foliolos infectados por S. sclerotiorum a las 40 h postinfeccion en el tratamiento

micorrizado y el control. A. Matlalapa, P. coccineus. B. Matlalapa, P. vulgaris. C. Matlalapa. P.dumosus.
D. Ocotepec, P. coccineus. E. Ocotepec, P. vulgaris. F. Ocotepec, P. dumosus. G. Encinal 11, P. vulgaris.

H. Encinal II, P. dumosus. ;con? * foliolos provienen de plantas micorrizado, sin * foliolos de plantas no

micorrizadas.
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Tabla 4. Medias del area de lesion a las 40 horas de infeccion en hoja desprendida de tres especies
de frijol en tres comunidades de Cofre de Perote.

COMUNIDAD MICORRIZADO NO MICORRIZADO ESPECIE
DS* DS*
MATLALAPA 3.09+0.88 334099 e
: P. coccineus
OCOTEPEC 231=029 4512043 | ;
ENCINAL II 0.27+£0.27 2.53+0.53
MATLALAPA 3.43+0.86 4.08=0.27 P. vulgaris
OCOTEPEC 2.88=0.19 3.28=0.33
ENCINAL IT 3.58+0.29 1.8+0.26
MATLALAPA 0.27=+0.27 2.53=0.53 P. dumosus
OCOTEPEC 2.76 £0.54 3.18=0.36

Una de las hipdtesis de la presente tesis es que plantas de frijoles criollos colonizados con R.
irreglaris inducird defensa por micorrizacion con respecto a plantas no micorrizadas, tal
como ha sido reportado para diferentes especies vegetales, asi como para variedades de frijol
comercial (Mora-Romero et al., 2015). Aunque hay reportes que indican que no todas las
variedades de especies vegetales responden a la micorrizacion aumentando la defensa, resultd
inesperado que las diferentes especies de frijoles cuya semilla fue obtenida en diferentes
localidades presentaran comportamientos distintos y hasta contrastantes (Figura 21) cuando
fueron colonizadas con el hongo micorrizico R. irregularis frente al patdégeno foliar S.
sclerotiorum. Plantas de la misma especie no mostraron un comportamiento consistente con
respecto a la induccion de defensa por micorrizacién en plantas provenientes de semillas
colectadas en las diferentes localidades, contrario a lo esperado. Una posible explicacion al
respecto podria ser que las plantas de cada una de las especies identificadas no sean
genéticamente iguales entre las poblaciones en las diferentes localidades. Sin embargo, es
claro que andlisis adicionales de variabilidad genética serian necesario para definir con total
certeza si los frijoles de las mismas especies cuyas semillas fueron colectadas en distintas

localidades son poblaciones iguales o diferentes genéticamente. Otra posible explicacion a
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las diferencias en las respuestas de las plantas provenientes de semillas colectadas en
diferentes localidades con respecto a su respuesta de defensa por micorrizacion es que estas
semillas no fueran axénicas y pudieran estar acarreando diferentes microorganismos propios
de los suelos de cada localidad donde fueron colectados, de tal manera que estos
microorganismos puedan tener algun efecto inadvertido en los ensayos posteriores de
defensa. De hecho, al procesar los tejidos radiculares para determinar el porcentaje de
colonizacion micorrizica, se observd que las raices de frijoles de las tres especies
desarrollaron nédulos fijadores de nitrégeno (Anexo 1). La simbiosis de fijacion de nitrégeno
es una interaccion de bacterias del género Rhizobium con plantas leguminosas como el frijol
en las que estas bacterias son capaces de interaccionar con las raices de las plantas para
formar ndédulos en donde se lleva a cabo la fijacion de nitrogeno atmosférico. La asociacion
de bacterias fijadoras de nitrégeno (BFN) en P. vulgaris ya ha sido extensamente estudiada,
siendo Rhizobium etli la especie bacteriana mas comunmente asociada a esta especie, al
menos en América, aunque también R. gallicum junto con R. etli ha sido reportado en milpas
del centro de México (Silva et al., 2003). La colonizacion de los sistemas radiculares de las
diferentes especies de frijol estudiados por bacterias fijadoras de nitrogeno acarreadas en las
semillas pudo haber afectado el resultado en los ensayos de defensa contra el patogeno foliar.
Ya ha sido reportado que semillas de frijoles criollos pueden acarrear bacterias de Rhizobium
en sus testas (Pérez-Ramirez ef al., 1998). En dicho trabajo, 13 cultivares de frijoles de P.
vulgaris provenientes de diferentes parcelas, mostraron nodulacion a pesar de que las
semillas fueron desinfectadas por superficie (al igual que en la presente tesis). La conclusion
de estos autores fue que los rizobios acarreados en las semillas fueron adquiridos del suelo
durante el proceso de cosecha. Trejo ef al. (2022) también reportaron que semillas de seis
leguminosas coberteras transportaban rizobacterias en su testa capaces de desarrollar
nddulos, a pesar del proceso de desinfeccion a la que fueron sometidas. Este fenomeno de
acarreo de bacterias fijadoras de nitrogeno por la semilla ha sido propuesto como un
mecanismos de dispersion de estas especies bacterianas al ser acarreadas en las semillas que
son movilizadas a otros lugares (Martinez et al., 2001). Por otro lado, recientemente se ha
reportado que la interaccion simbiotica con bacterias fijadoras de N también induce un

mecanismo del tipo resistencia sistémica inducida (o ISR) lo cual trae como resultado el
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aumento de defensa mas generalizado contra patogenos (Diaz-valle et al., 2019; Tonelli et

al., 2020), algo similar a la MIR (o resistencia inducida por micorrizacion).

La manifestacion de resistencia inducida por micorrizacion (o defensa inducida por
micorrizacioén), de manera similar con la respuesta de crecimiento por micorrizacion, puede
variar con el genotipo, asi como con el tipo de patdégeno como se demuestra en frijoles
comerciales de las variedades AZUFRADO REGIONAL 87 y A-55 que manifestaron
defensa por micorrizacion contra S. sclerotiorum, mientras que la variedad AZUFRADO
HIGUERA no la mostré (Mora-romero et al., 2015; Mora-romero et al., 2016). De manera
similar, tomate micorrizado con R. irregularis manifestd defensa por micorrizacion ante S.
sclerotiorum en la variedad Missouri, pero no en la variedad Microtom (Mora-Romero ef al.,

2015).

Las tres especies de frijol (P. coccineus, P. dumosus. P. vulgaris) analizadas en esta tesis
mostraron induccion de defensa por micorrizacion, pero solo en plantas cuyas semillas fueron
colectadas en una de las tres comunidades, pero no en las tres (Tabla 4). Es posible que la
colonizacion simultanea de las raices de estas plantas con bacterias formadoras de nédulos
fijadores de nitrogeno puedan haber comprometido la respuesta de defensa global contra el
patdgeno. Existen reportes en la literatura en donde se prueban tanto la aplicacion de HMAs
y de BFN en cultivos de interés comercial con resultados variables. En muchos de estos
trabajos los resultados son positivos en cuanto a la proteccion que estos microorganismo
benéficos confieren a las plantas en cuanto a la defensa contra patdégenos. En algunos casos,
el uso simultaneo de los dos microrganismos benéficos (HMA y rizobias) pueden actuar de
manera aditiva o sinérgica en cuanto a los beneficios observados, por lo que la estrategia de
combinar ambos microorganismos es vista como promisoria por algunos autores (Sayeed et
al., 2010). En otros casos, ya se ha observado que la respuesta no favorece a la aplicacion
simultdnea del HMA y de Rhizobium, sino solo a uno de los dos. Por ejemplo, ensayos de
defensa en la planta Vigna mungo (black gram) mostraron que las plantas micorrizadas con
G. intrarradices se defendieron mejor contra el insecto herbivoro Spodoptera litura que
cuando las plantas se colonizaron con el HMA y con Rhizobium de manera simultaneo
(Selvaraj et al., 2020). Finalmente, la respuesta de defensa dependera de las especies de HMA

y Rhizobium utilizados, asi como el genotipo de la planta.
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En Japon, Asai et al., (1944) estudiaron diferentes leguminosas en suelos con una baja
microbiota y demostraron que en estas condiciones las plantas tenian dificultad para crecer y
para nodular, pero cuando hicieron la aplicacion del HMA Glomus elunicatum, las plantas
empezaron un proceso de recuperacion a parte las BFN, empezaron el proceso de nodulacion.
Esta puede ser otra forma de explicar lo que sucedid en nuestros experimentos, al inocular
las plantas con el HMA R. irregularis contribuy6 al proceso de nodulacion, sin embargo, no
podemos deducir que los nodulos estaban en un proceso de fijacion de nitrogeno y
cumpliendo una actividad dentro de la planta. Esta relacion entre la fijacion de nitrogeno y
los HMA sugieren un mayor crecimiento en las diferentes especies de plantas, pero, es de
saberse que, desde hace muchos afios se ha estudiado que este crecimiento depende de la
especie de la planta, el tipo de la raiz de la planta y de la especie simbidtica con la que se
relacione la planta, esto concuerda con los resultados de la variable altura evaluada en este
trabajo, donde el tratamiento como el control no tuvieron diferencias significativas en las tres
especies de las tres comunidades (Encinal II: P. dumosus, P. vulgaris; Ocotepec: P. dumosus,

P vulgaris, P. coccineus Matlalapa: P. dumosus, P. vulgaris, P. coccineus).

Alaya et al., (2021), investigaron el efecto de diferentes cantidades de inoculos R. irregularis
sobre el crecimiento y porcentaje de micorrizacion en el cultivo del maiz (Zea mays L.), como
resultados para el caso del crecimiento de la planta tomando en cuenta la variable altura,
difieren con los resultados del presente trabajo porque no se obtuvieron diferencias
significativas en la variable altura, no obstante, ellos encontraron diferencias significativas
en el crecimiento de la planta respecto al testigo, aplicando 2 g de inoculo de R. irregularis
por planta, con 42 dias de exposicion, la altura mayor fue de 140 cm, asi como se encontro
el valor mas bajo que fue de 71.3 cm, a 28 dias de exposicion y 0 gramos (testigo). Para el
caso del porcentaje de micorrizacion, si se obtuvieron diferencias significativas con respecto
al control, para el caso del cultivo de maiz, el porcentaje mas alto (44.6%) se obtuvo a los 28
dias con 5 g de inoculo, para el caso del cultivo del frijol (tres especies estudiadas) del
presente trabajo, también se trabajo con el HMA R. irregularis, los porcentaje de
micorrizacién mas altos se obtuvieron a los 70 dias de inoculadas las plantas, las especies P
vulgaris y P. dumosus de la comunidad Ocotepec, tuvieron 74% y 72% de micorrizacioén
mientras que las especies P. dumosus de la comunidad Encinal I y P. dumosus de la

comunidad Matlalapa presentaron los porcentajes mas bajos de micorrizacion 49 y 46%.
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Segun lo establecido en parrafos preliminares por Oldroyd, (2013), los HMA no solo ayudan
a la absorcion de nutrientes, y dependiendo de la planta y del HMA que se utilice, el aumento
de la biomasa, también, las ayudan a la proteccion durante el ataque de fitopatdgenos y
plagas, esto gracias a la respuesta sistémica y de acondicionamiento de la planta ante estos

eventos.

Todos los casos hipotéticos aqui planteados, serian necesarios ratificarse con ensayos donde
de manera especifica se haga un porcentaje de micorrizacion de cada estructura y asi saber
con exactitud qué pasa en cada paso de la interaccion mutualista, eso acompafnado de ensayos
de cinética, para saber en qué dia, la actividad del HMA esta en su méxima expresion, ademas
de esto, aunque se conocen varios genes que se activan para la defensa de las plantas, es
interesante seguir estudiando en el caso de los frijoles criollos, como interactiian con la
micorrizacién, ademds de esto, no podemos olvidar el hecho que los frijoles acarreaban
rizobacterias en las semillas, otro factor importante para investigar esta interaccion tripartita,
porque ya hay estudios donde demuestran que los dos microorganismos comparten genes
similares llamados SYM (simbiosis) para crear este vinculo con la planta y no podemos

olvidar que la resistencia inducida no es especifica contra un patdégeno (Zuiiiga et al., 2022)

De manera evidente, no es posible llegar a conclusiones definitivas sobre la respuesta de defensa
inducida por micorrizacion en las especies estudiadas ya que las semillas utilizadas acarreaban
indculo bacteriano desconocido, los cuales pudieron alterar los resultados de defensa observados.
Aun asi, este experimento nos permitid saber que los frijoles criollos estudiados (especies: P,
coccineus, P. dumosus. P. vulgaris) poseen la capacidad de mostrar que el establecimiento de la
micorrizacion arbuscular con R. irregularis, indujo defensa contra un patdégeno foliar necrotrofo
como S. sclerotiorum. También, la presencia de nddulos en las raices de las plantas de frijol
sugiere la presencia inadvertida de bacterias fijadoras de nitrégeno que estan siendo acarreadas
en la testa de las semillas, y que esta asociacion simbiotica afecta la respuesta de defensa contra
patogenos. Finalmente, la diversidad de respuestas observadas en los diferentes frijoles y sus

procedencias sugiere que las poblaciones de rizobia en las distintas localidades no son iguales.
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VII. CONCLUSIONES

Los tres morfotipos de frijoles pertenecen a tres especies diferentes: ayocote como P,
coccineus, gordo como P. dumosus, enredador como P. vulgaris.

Las especies identificadas son igual de susceptibles a S. sclerotiorum.

En general, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
micorrizados y NO micorrizados en crecimiento (peso seco y altura de planta), en los
frijoles de cada una de las comunidades Encinal II, Matlalapa y Ocotepec.

Los tres morfotipos estudiados mostraron induccion de defensa por micorrizacion en

plantas obtenidas de semillas de al menos una de las comunidades seleccionadas.
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ANEXO UNO

Nodulos en raices de plantas de la especie P. dumosus de la comunidad Encinal II del Cofre
de Perote, Veracruz. Esta es s6lo una muestra de una sola especie de las tres especies aqui

estudiadas, las cuales se nodularon de igual manera.
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