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  RESUMEN 
 
El cultivo del frijol común Phaseolus vulgaris es sensible a diversos factores bióticos y abióticos, entre ellos la 

salinidad. A nivel mundial, la salinización de los suelos es un factor muy importante en la degradación de los 

suelos agrícolas el cual continua en aumento debido a malas prácticas agriculturales. El uso de organismos 

endófitos, definidos como microorganismos que colonizan tejidos vegetales inter y/o intra-celularmente sin 

causar síntomas aparentes de enfermedad, ha ido aumentando en las últimas décadas debido a que se ha 

comprobado que pueden mejorar el crecimiento de su hospedero, conferir resistencia a algunas plagas y 

patógenos y mejorar la tolerancia a diversos factores abióticos como la salinidad.  

 
El objetivo de este trabajo fue determinar la influencia de la asociación endófita del hongo entomopatógeno 

Metarhizium anisopliae y la bacteria metilótrofa Methylobacterium oryzae sobre el crecimiento de Phaseolus 

vulgaris bajo condiciones de estrés salino. Por lo cual, este trabajo se dividió en dos etapas. La primera, para 

promover el crecimiento de P. vulgaris se probaron medios de cultivo con dos concentraciones de sales 

Murashige-Skoog (50 y 100%) con (5 g/L) y sin sacarosa como fuente de carbono. Se evaluó también, el efecto 

de las condiciones nutrimentales sobre el establecimiento de las asociaciones planta-hongo y planta-bacteria. 

Se encontró que los medios de cultivo que incluyeron sacarosa favorecieron el crecimiento de P. vulgaris, siendo 

el medio con sales Murashige-Skoog al 50% con 5 g. de sacarosa (½MS5) el medio seleccionado para los ensayos 

bajo condiciones salinas. También se corroboró que la asociación es con ambos microrganismos es carácter 

endófito y pueden establecerce, en el medio ½MS5, a partir de los 10 dias días de contacto tanto para M. 

anisopliae como para M. oryzae, encontrando los mayores índices de colonizacion en tallos y en menor 

porcentaje en raíz. En hojas,  las asociacion solo se presento con M. anisopliae.  

 

La segunda etapa consistió en la evaluación del efecto de la asociación sobre el crecimiento in vitro de P. vulgaris 

bajo condiciones de estrés salino, adicionando 30 mM de NaCl al medio ½MS5. Pudo observarse que el estrés 

salino afectó negativamente el crecimiento de P. vulgaris, reflejando algunos de los sintomas comunes de las 

plantas bajo estres salino como el enrollamiento, clorosis y necrosis en hojas, tricomas glandulares y perdida 

de turgencia en las plantas. También pudo corroborarse la asociación de M. anisopliae y M. oryzae con P. 

vulgaris bajo condiciones salinas. Se encontró que la asociación endófita con M. anisopliae y M. oryzae tienen 

un efecto neutro sobre el crecimiento de P. vulgaris bajo condiciones salinas.  La importanca de los efectos de 

las asociaciones endofitas con cultivos de interes para la alimentacion humana radica en que, estas 

asociaciones, no solo pueden promover el crecimiento y produccion de los cultivos, sino que al mismo tiempo 

pueden ayudar a las plantas a mitigar algunos tipos de estrés biotico o abiotico a los que se ven sometidas 

durante el tiempo del cultivo. 
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1 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

A nivel mundial, las plantas en su ambiente natural se enfrentan con diversos tipos de estrés y a través de 

diversas adaptaciones fisiológicas regulan su metabolismo usando mecanismos para detectar y adaptarse 

al estrés en cuestión (Rodríguez et al, 2009). Sin embargo, los cultivos agrícolas no necesariamente poseen 

estas características. La sequía, salinidad y temperaturas extremas son los principales tipos de estrés que 

causan efectos adversos en el crecimiento y productividad de los cultivos (Martínez et al, 2011). A nivel 

mundial, una quinta parte de las tierras de cultivo se encuentran afectadas por la salinidad y se estima que 

para el 2050, la mitad de los suelos agrícolas podrían estar desertificados (FAO, 2015).  

 

Existen métodos físicos, químicos y biológicos para recuperar los suelos afectados por sales, entre los que 

destacan la adición de abonos orgánicos para mejorar la estructura y permeabilidad del suelo, el uso de 

enmiendas químicas, como las sales cálcicas de alta solubilidad que intercambian el sodio por calcio, el 

lavado de las sales solubles con aguas de baja salinidad y la construcción de obras de drenaje para 

contribuir a la rehabilitación del suelo (FAO, 1988). Sin embargo, en países donde no se tiene acceso a la 

tecnología necesaria para solventar la problemática, o bien, al recuso económico para obtenerla, el 

desarrollo de técnicas agrícolas que permitan reducir los efectos adversos en el ambiente y la generación 

de productos seguros para consumo humano es un reto para las prácticas agrícolas actuales. 

 

Las semillas de muchas plantas hospedan a una gran diversidad de microorganismos que pueden ser 

transmitidos a la planta durante su desarrollo (Parsa et al, 2016). Los endófitos, sean bacterias u hongos, 

se definen como microorganismos que colonizan tejidos vegetales inter y/o intra-celularmente sin causar 

síntomas aparentes de enfermedad (Wilson, 1995). Algunos endófitos tienen la capacidad de mejorar el 

crecimiento de su hospedero, así como la tolerancia a diversos factores abióticos o conferir resistencia a 

algunas plagas y patógenos. Por esta razón, el interés por los organismos endófitos ha ido aumentando 

para su aplicación en la agricultura (Waqas et al, 2012), además de que se ha demostrado que pueden 

establecerse a través de diversos métodos de inoculación (Parsa et aI, 2016). 

 

1.1 Phaseolus vulgaris 

 

El frijol común, Phaseolus vulgaris, perteneciente al orden de los Fabales y a la familia Fabaceae (De Simone 

y Failde de Calvo, 2002) y su cultivo es uno de los más antiguos ya que se siembra desde hace más de 4000 
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años (Miranda, 1967; Hernández et al, 2013). El cultivo es muy sensible a factores climáticos como 

humedad del suelo, temperaturas, vientos fuertes, además de ser altamente susceptible a enfermedades 

y plagas (De Simone y Failde de Calvo, 2002). Sin embargo, es la leguminosa de mayor importancia en el 

consumo humano a nivel mundial, mismo que se realiza principalmente en los países en desarrollo. En 

México es el tercer cultivo en importancia, por la superficie que ocupa, después del maíz y el sorgo (FIRA, 

2016).  

 

A nivel mundial se han descrito alrededor de 150 especies de frijol, de las cuales, 52 especies son del género 

Phaseolus, alrededor de 40 son originarias de México (Miranda, 1966). Entre las cinco especies cultivadas 

del género, se encuentran el frijol común (P. vulgaris L.) y el frijol ayocote (P. coccineus L.), que junto con 

el maíz (Zea mays L.), son elementos importantes en la alimentación de los pueblos nativos de América. 

Algunas exploraciones botánicas realizadas en México han mostrado que las variedades silvestres de 

Phaseolus vulgaris L., crecen a lo largo de la Sierra Madre Occidental, en una franja de transición ecológica 

situada entre los 500 y los 2700 metros sobre el nivel del mar (msnm), aunque la mayor parte de estas 

variedades se presentan alrededor de los 1200 msnm. En esta misma área donde crecen diferentes 

especies del género Phaseolus, existe una gran diversidad genética, tanto de P. vulgaris como de algunos 

microorganismos que lo parasitan. También se han encontrado variedades silvestres de Phaseolus vulgaris 

en Guatemala y al noroeste de Argentina; sin embargo, por los antecedentes que se han mencionado, se 

infiere que esta especie tiene su centro de origen primario en la zona occidental del área México-

Guatemala (Miranda, 1966). En la actualidad es posible encontrar en estas especies un gran número de 

variantes morfológicas, en cuyo desarrollo han intervenido tanto la adaptación a diferentes ambientes 

como la participación de los diversos grupos humanos (Castillo et al, 2006). 

 

El desarrollo de la planta de frijol comprende de manera general dos fases sucesivas: la vegetativa y la 

reproductiva. La fase vegetativa (Figura 1) se inicia en el momento en que la semilla dispone de condiciones 

favorables para germinar, y termina cuando aparecen los primeros botones florales; en esta fase se forma 

la mayor parte de la estructura vegetativa que la planta necesita para iniciar su reproducción. 
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Figura 1. Etapas de desarrollo del frijol en fase vegetativa 

(http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/legumino/frejol/bibliogr.htm) 

 

La fase reproductiva (Figura 2) inicia con la aparición de los primeros botones o racimos florales y termina 

cuando el grano alcanza el grado de madurez necesario para la cosecha; a pesar de ser esta fase 

eminentemente reproductiva durante ella las variedades indeterminadas continúan, aunque con menor 

intensidad produciendo estructuras vegetativas (Fernández et al, 1986). 

 

 

Figura 2. Etapas de desarrollo del frijol en fase reproductiva 

(http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/legumino/frejol/bibliogr.htm) 

http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/legumino/frejol/bibliogr.htm
http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/legumino/frejol/bibliogr.htm
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El frijol tiene una gran adaptabilidad y variabilidad morfológica y se cultiva tanto en el trópico como en zonas 

templadas. Su ciclo vegetativo puede variar de 80 días en las variedades precoces, hasta 180 en las trepadoras. 

Sus métodos de cultivo son muy diversos, pues puede cultivarse como monocultivo, en asociación o en 

rotación. La sucesión y duración de la emergencia, la floración y la madurez fisiológica están determinadas 

genéticamente en cada variedad, y pueden verse afectadas en cierto grado por la temperatura, la humedad 

y la duración e intensidad de la luz, principalmente (Fernández et al, 1986; Treviño y Rosas, 2013). Destaca 

por su importancia socioeconómica y por la superficie destinada para su producción. Este se consume 

principalmente como grano maduro, aunque también como semilla inmadura o como vegetal (hojas y vainas). 

Existen otros factores que hacen que el frijol tenga importancia socioeconómica, uno de los cuales es su 

composición nutricional, ya que es una fuente de proteínas y minerales, como el zinc y el hierro. La semilla 

contiene entre 20% y 25% de proteína, sobresaliendo por su abundancia la faseolina, que posee un alto 

contenido de aminoácidos esenciales, como la lisina y el triptófano (Treviño y Rosas, 2013).  

 
Independientemente de la variedad, la producción del frijol común en México está comprometida por una 

serie de factores bióticos y abióticos. Los principales factores bióticos que merman la producción incluyen 

las enfermedades causadas por hongos y, en menor grado, las producidas por bacterias, virus, gusanos, 

plagas y malezas (CESAVEG, 2011). Entre los principales factores abióticos que afectan al cultivo, se 

encuentran la temperatura, la disponibilidad de agua y la salinidad de los suelos (Moreno, 1998). 

 
En México, el frijol en se produce en los ciclos agrícolas primavera-verano y otoño-invierno. Se ha observado 

que en el ciclo otoño-invierno la producción es más baja (INEGI, 2015). Esto puede deberse a que el cultivo 

de frijol es sensible a la salinidad y las bajas condiciones de humedad residual. En condiciones de humedad 

bajas, los efectos de la salinidad incrementan, debido a que la evapotranspiración excede la precipitación, 

por lo que la concentración salina aumenta y las sales de menor solubilidad precipitan (Ayers y Westcot, 

1987; Martínez et al, 2011; Chulim et al, 2014).  

 
La problemática de la distribución y extensión de suelos con problemas de salinidad en México se ha 

incrementado en áreas de riego en las zonas áridas (Martínez et al, 2011). De manera simultánea, la calidad 

del agua de riego en estas áreas se deteriora progresivamente debido al exceso de sales y como 

consecuencia del mal manejo del agua y del suelo, así como también el no tomar en cuenta factores que 

promueven la acumulación de sales, el proceso de salinización de suelos se acelera y se agrava, 

conduciendo a un deterioro progresivo de los suelos por salinización y como consecuencia genera una 

disminución en el rendimiento y la calidad de las cosechas (Carter, 2002). 
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1.2 Efectos de la salinidad en plantas  

 

El estrés salino, junto con el estrés hídrico, son los principales factores abióticos que afectan la 

productividad agrícola, debido a que la mayoría de las plantas cultivadas son sensibles a estas condiciones 

(Martínez et al, 2011). La salinización de los suelos es el proceso de acumulación de sales solubles en agua. 

Esto puede ocurrir de forma natural, asociado a condiciones climáticas de aridez y en presencia de 

materiales originales ricos en sales, o tener origen antropogénico, causado por el riego prolongado con 

aguas con elevado contenido de sales, bajo climas secos o con una baja precipitación (Carter 2002; Martínez 

et al, 2011). Para propósitos de definición, un suelo salino es aquel que tiene una conductividad eléctrica 

mayor a 4 decisiemens por metro (dS/m) a 25°C (Richards, 1954). Este valor es comúnmente citado 

alrededor del mundo. Sin embargo, debido a que la salinidad también depende de la distribución de las 

sales en el suelo, el contenido de agua y las prácticas agriculturales, incluido los métodos de irrigación, el 

comité de terminología de la Sociedad de la Ciencia del Suelo de América (SSSA, por sus siglas en inglés) 

redujo el límite a 2 dS/m (FAO, 1988).  

Muchos procesos en las plantas se ven afectados por el estrés salino, tales como la germinación, el 

crecimiento, la fotosíntesis, la producción de pigmentos fotosintéticos, lo que puede derivarse en un 

desbalance nutrimental, estrés oxidativo e incluso la muerte de la planta (Parihar et al, 2015). Los efectos 

del estrés salino están divididos en tres categorías que interactúan entre sí (Figura 3): efectos en la relación 

hídrica, efectos nutricionales y efectos en el balance de energía. Además, estos efectos pueden variar de 

una especie a otra, así como en una misma especie dependiendo de las condiciones ambientales 

(Pasternak, 1987). 

El principal efecto del estrés salino sobre la relación hídrica en plantas se ve reflejado sobre la reducción de 

la capacidad de absorción de agua de la planta. Esta se puede manifestar en la reducción de la expansión 

foliar y perdida de turgencia, es decir, una célula vegetal expuesta a un medio salino equilibra su potencial 

hídrico perdiendo agua, lo que produce la disminución del potencial osmótico (Leidi y Pardo, 2002).  

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Sal_(qu%C3%ADmica)
https://es.wikipedia.org/wiki/Disoluci%C3%B3n
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Figura 3. Efectos de del estrés salino en las plantas (Tomada de Pasternak, 1987) 

 

En relación con los efectos causados por el estrés salino sobre la nutrición de las plantas, se observan dos 

efectos: la absorción excesiva de Na+ y Cl- y un desequilibrio nutricional debido a la interferencia de los 

iones salinos con la absorción de los nutrientes esenciales que requiere la planta (Stoeva y Kaymakanova 

2008; Quintana et al, 2016). La toxicidad metabólica del sodio está asociada con perturbaciones en la 

membrana celular y con la competencia por los sitios del enlace del potasio (K), esencial para el 

metabolismo. Una alta concentración de sodio desplaza los iones de calcio de los sitios de enlace de la 

membrana celular en la raíz y altera su permeabilidad, lo que causa una salida de potasio de las células y 

favorece la entrada del sodio (Leidi y Pardo, 2002). Al deteriorarse la selectividad de la membrana por 

efecto del sodio, se favorece la acumulación pasiva del mismo en raíces y tallos. Por consecuencia, las 

elevadas concentraciones de sales en el suelo inhiben el crecimiento de las plantas por causa de una 

acumulación de iones en cantidades toxicas y la reducción de la disponibilidad de nutrientes (Garzón y 

García, 2011). 

 

La adaptación de las plantas bajo estrés salino tiene como consecuencia la reducción del crecimiento de las 

plantas, esto debido principalmente a una alteración en la tasa fotosintética y en el metabolismo de los 

carbohidratos y su posterior distribución. La reducción de las tasas fotosintéticas en plantas sometidas a 
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estrés salino se produce debido a la pérdida del potencial hídrico, así como también y a la acumulación de 

Na+ y Cl- en los cloroplastos, a un aumento en la actividad de la enzima clorofilas, afectando la síntesis de 

clorofilas (Argentel et al, 2009).  

 

Además del impacto directo de la salinidad, la exposición de una planta a altos niveles salinos desencadena 

la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) (Parihar et al, 2015). El estrés salino puede conducir 

al cierre de estomas, lo cual reduce la disponibilidad del dióxido de carbono en las hojas e inhibe la fijación 

de carbono, exponiendo a los cloroplastos a una excesiva energía de excitación que en consecuencia 

incrementa la producción de ERO, como el superóxido, hidroxilo y peróxido, que causan la peroxidación de 

los lípidos de la membrana, la oxidación de las proteínas y daño a los ácidos nucleicos (Gama et al, 2007; 

Quintana et al, 2016).  

 

1.3 Mecanismos de tolerancia a salinidad en plantas 

 

Se ha observado que, bajo condiciones salinas, muchas plantas presentan mecanismos que les permiten 

tolerar la salinidad. Recientemente Munns y Tester (2008), mencionan que, a nivel general, la respuesta 

de las plantas a la salinidad puede ser descrita de dos fases principales: 

 

La primera se basa en el impedimento de la entrada de sales a la planta, mientras que la segunda minimiza 

la concentración de sales dentro de la planta a través de diferentes mecanismos. A grandes rasgos, la 

primera fase es independiente del ion salino, ocurre en minutos o días, y está relacionada a la detección y 

señalización del Na+. En esta primera fase, los efectos del Na+ en las relaciones hídricas son importantes ya 

que causa el cierre de estomas y la inhibición de la expansión foliar. La segunda fase, es una respuesta 

dependiente al ion salino, se desarrolla en un periodo más largo (días a semanas) e involucra la 

acumulación de iones en las plantas a concentraciones tóxicas, particularmente en hojas maduras, 

causando una senescencia prematura y reduciendo el rendimiento de la planta o causando la muerte.  

Asimismo, algunos de los mecanismos utilizados en estas fases se describen brevemente a continuación: 

 

Toma de sodio en raíces. Las raíces son el primer sitio de contacto con las altas concentraciones de Na+ del 

suelo y, por consiguiente, de su toma o absorción. El Na+ entra a la raíz en forma pasiva desde el medio 

ambiente externo al citoplasma de las células epidérmicas y del córtex. La entrada pasiva de Na+ a la raíz 

depende del gradiente de concentración y la diferencia de potencial a través de la membrana plasmática. 
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Las células epidérmicas constituyen la primera barrera para el movimiento de iones en la raíz. Esta barrera 

permite a la mayoría de las plantas excluir alrededor del 98% de las sales en la solución del suelo, 

permitiendo que sólo el 2% de las sales entren al xilema. Posteriormente, el Na+ es transportado hacia el 

xilema de la raíz por la vía del apoplasto y el simplasto. Una vez en el xilema, es transportado hacia los 

brotes por la corriente de transpiración y flujo del xilema (Munns y Tester, 2008; Parihar et al, 2015) 

 

Acumulación de solutos compatibles. Uno de los mecanismos para mantener estables las condiciones 

intracelulares bajo condiciones de estrés salino o hídrico, es incrementar el potencial osmótico de la planta 

a través de la acumulación de osmolitos tales como: azúcares (fructosa, sucrosa y glucosa), polialcoholes 

(manitol, glicerol e inositol), azúcares complejos (trehalosa, rafinosa, otros), y algunos aminoácidos o 

derivados de aminoácidos (prolina, glicina-betaína, alanina-betaína ), los cuales conducen a diversas 

respuestas adaptativas relacionadas al uso eficiente del agua y mantener la turgencia celular (Mass, 1990; 

Kaymakanova y Stoeva, 2008). 

 

Distribución y transporte de sodio a larga distancia. La translocación de Na+ de las raíces a las hojas es una 

importante estrategia de las plantas bajo estrés salino. La exclusión de sales en la planta previene la 

acumulación de sales en los tejidos fotosintéticos a través del control del transporte del Na+ en el xilema 

de la raíz. En las plantas, la vía apoplástica, permite el movimiento de iones de Na+ hacia xilema a través de 

la pared celular y espacios intercelulares sin atravesar la membrana plasmática. Mientras que por la vía 

simplástica involucra proteínas integrales de membranas como los transportadores de K+ de alta afinidad 

(HKT) (Parihar et al, 2015).  

 

Compartimentación de sodio. Un mecanismo para mantener niveles bajos de Na+ en el citoplasma es su 

secuestro dentro de vacuolas. La compartimentación celular puede estar asociada con la suculencia, para 

proveer de un gran volumen a las vacuolas en donde el Na+ pueda ser almacenado. Durante este proceso, 

el sodio es acumulado y depositado en un gradiente a lo largo de su eje de crecimiento, con la mayor 

concentración depositada en las partes jóvenes de las hojas, donde es secuestrado dentro de la gran 

vacuola central de las células (Flowers y Yeo, 1986). 

 

Otros mecanismos se relacionan con cambios anatómicos como respuesta para contrarrestar los efectos 

negativos de las sales. Como la formación de tricomas glandulares (Garzón y García, 2011) que se cree tienen 

un papel en la secreción del exceso de sales, así como, células “vejiga” que funcionan como reservorios de 



 
 

9 

agua para las células fotosintéticas (mesófilo) que se encuentran dentro de la hoja (Barkla et al, 2007). 

 

1.4 P. vulgaris bajo estrés salino 

 
Se ha reportado que la salinidad afecta no solo a cultivos de interés alimenticio, sino también a muchos 

otros tipos de plantas (FAO, 1988). En este aspecto, el cultivo de frijol ha sido identificado como sensible a 

la salinidad, demostrándose que diferentes concentraciones de sales afectan la etapa y tasa de 

germinación, la longitud del tallo y el tamaño de las hojas (Chulim et al 2014), observándose que la 

variabilidad de la respuesta se amplía más entre especies y variedades (Kaymakanova, 2008). 

 

En el aspecto agrícola, la producción de biomasa y relación raíz/follaje son criterios comúnmente utilizados 

para seleccionar individuos con tolerancia a la salinidad, ya que el efecto inhibitorio que causa el estrés 

salino sobre estas variables de crecimiento es más notable en cultivos sensibles a la salinidad, que en los 

tolerantes de la misma especie (Moreno 1998; Gama et al, 2007). Argentel et al (2009), menciona que un 

cultivo puede clasificarse como sensible a salinidad como consecuencia de una drástica disminución en el 

peso seco al tener una concentración arriba de 20 mM de NaCl. Como se mencionó previamente, el cultivo 

de fríjol es sensible a la salinidad ya que puede reducir su rendimiento hasta en un 50%, cuando se presenta 

una conductividad eléctrica (CE) del suelo ≥ 2 dS/m, equivalente a 20 mM de NaCl (Quintana et al, 2016). 

Sin embargo, tanto en este como en otros cultivos, las adaptaciones estructurales ante el estrés salino 

varían entre especies y genotipos de una misma especie. En el caso de P. vulgaris, existen estudios (França 

et al, 2007; Chulim et al, 2014) que han mostrado que concentraciones de sales mayores que 50 mM de 

cloruro de sodio (NaCl) afectan la capacidad de germinación de las semillas, así como también, la longitud 

de tallo, el peso fresco y seco de la plántula, los cuales disminuyen conforme aumenta la concentración de 

sales (Gama et al, 2007). Diversos estudios (González et al, 2006; França et al, 2007; Chulim et al, 2014) han 

demostrado diferentes grados de afectación debido al estrés salino, dependiendo de la variedad de P. 

vulgaris (Tabla 1).  

Strogonov (1964) y Mass (1990), coinciden en que el efecto más común de la salinidad en P. vulgaris es el 

retraso general del crecimiento de la planta. Cuando la concentración de sales aumenta arriba del nivel 

límite de tolerancia (2 dS/m), la velocidad del crecimiento y el tamaño de la mayoría de las variedades 

decrecen progresivamente.  
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Tabla 1. Porcentaje de germinación (%) en diversas variedades de P. vulgaris bajo estrés salino. 

Variedad de P. vulgaris 
Concentración de NaCl  

50 mM 100 mM 

Azufrado a 75  70 

Negro a 66 52 

Pinto a 59 46 

Carioca b 33 22 

Mulatinho b 22 66 

Canario-60 a 18 17 

Pinto-Villa a 17 33 

Tomada de González et al, 2006a; França et al, 2007b; Chulim et al, 2014c.  

 

1.5 Microorganismos endófitos 

 

El término endófito fue acuñado por Anton de Bary en 1886, para describir “microorganismos que colonizan 

los tejidos internos de brotes y hojas (Wilson, 1995). Esta definición fue revisada posteriormente para 

especificar que las infecciones causadas por los endófitos son asintomáticas. Éstos pueden colonizar todos 

los tejidos internos de su hospedero, sin dañar o provocar una respuesta en los sistemas de defensa, 

además de que los endófitos pueden no permanecer como tal durante todo su ciclo de vida (Porras y 

Bayman, 2011). 

 

Los microorganismos endófitos han sido aislados de casi todas las plantas conocidas hasta la fecha. De 

acuerdo con sus estrategias de vida, los microorganismos endófitos se han clasificado como obligados o 

facultativos, sin causar daño alguno a la planta. Los primeros dependen estrictamente de la actividad de la 

planta para su sobrevivencia y crecimiento, mientras que los endófitos facultativos son aquellos que, en 

una etapa de su ciclo de vida, pueden existir fuera de la planta hospedera, principalmente en el suelo, para 

luego ingresar en la planta por las grietas existentes en las uniones de las raíces laterales (Nair y 

Padmavathy, 2014; Hardoim et al, 2015).  

 

Este tipo de microrganismos exhiben interacciones complejas y se ha demostrado que tienen la capacidad 

de conferir potencial adaptativo a las plantas hospederas como: (i) la promoción del crecimiento vegetal 

por efecto de la producción de reguladores de crecimiento vegetal como auxinas, citocininas y giberelinas 

(Kumar  et al, 2016; Waqas  et al, 2012); (ii) la mitigación de diversos tipos estrés vegetal, como el estrés 
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hídrico o salino (Kumar  et al, 2016; Khan  et al, 2012); (iii) el suministro de nutrientes por la fijación o 

movilización de nitrógeno o fósforo (Nóbrega  et al, 2015; Kumar  et al, 2016); así como, (iv) la capacidad 

de conferir protección contra insectos y patógenos mediante la inducción de mecanismos de defensa, por 

antagonismo o parasitismo, (v) la producción de metabolitos secundarios y (vi) la inducción del sistema de 

defensa del hospedero (Porras y Hayman, 2011; Reinhold y Hurek, 2011). 

 

1.5.1 Hongos endófitos 

 

Aunque actualmente solo se han descrito alrededor de 100,000 especies de hongos, probablemente 

existen muchos más, estimándose alrededor de 1,500, 000 aun por describir. Los hongos asociados a 

plantas usualmente se encuentran divididos en cinco grupos funcionales: micorrizas, patógenos, epifitos, 

endófitos y saprofitos (Porras y Bayman, 2011). Los hongos endófitos poseen una gran biodiversidad, ya que 

han sido encontrados en prácticamente todas las plantas leñosas examinadas (Saikkonen et al, 2004), así 

como también en especies de importancia agrícola, pudiéndose encontrar hasta 90 especies diferentes de 

endófitos en una sola hoja de un árbol tropical (Bayman, 2006) y hasta 50 géneros relacionados en raíces 

y tallos. Sin embargo, algunos endófitos son específicos de algunos tejidos u hospederos (Rodríguez et al, 

2009; Behie et al, 2015).  

 

La aplicación de hongos que se asocian con plantas, sean endófitos o no, puede tener efectos directos e 

indirectos sobre el crecimiento de su hospedero. Entre los efectos directos, se encuentra la formación de 

metabolitos, como hormonas de crecimiento y una mayor transferencia de minerales hacia la rizósfera 

(Sasan y Bidochka, 2012). De manera indirecta, los hongos pueden ser responsables de la inducción de los 

mecanismos de defensa de la planta (Rodríguez et al, 2009). Otro mecanismo importante para la 

promoción del crecimiento vegetal por hongos es contrarrestar microorganismos nocivos asociados a la 

rizósfera (Sasan y Bidochka, 2013).  

 

En general, se han reconocido dos tipos principales de hongos endófitos, reflejando esta clasificación las 

diferencias en su relación evolutiva, taxonomía, plantas hospederas y funciones ecológicas: los endófitos 

clavicipitaceos, que infectan pastos, y los endófitos no clavicipitaceos, que pueden ser recuperados de 

tejidos asintomáticos de plantas no vasculares, helechos, coníferas y angiospermas (Rodríguez et aI. 2009).  

Las investigaciones de los efectos de los hongos endófitos se han concentrado en los efectos que estos 

tienen sobre los insectos herbívoros y algunos patógenos (Sasan y Bidochka, 2013).  Algunos endófitos 
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pertenecen a diversos géneros que incluyen a hongos entomopatógenos, los cuales han sido aislados de 

diferentes tipos de plantas, así como también, inoculados al depositar una suspensión de las esporas del 

hongo en la radícula de la planta a infectar posterior a la germinación (Vega et al, 2008). Aunque muchas 

publicaciones relacionadas con este tema involucran a Beauveria bassiana como un hongo endófito, se ha 

demostrado que otros entomopatógenos como Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii, 

Cladosporium sp pueden ser bifuncionales, es decir, pueden actuar como patógenos de insectos, así como 

también ser endófitos de plantas, confiriéndoles protección contra diferentes tipos de estrés biótico o 

abiótico (Bonilla, 2012).  

 

En este aspecto, el género Metarhizium es el micoinsecticida más intensamente estudiado en la familia de 

los Clavicipitaceae, el cual ha sido usado a gran escala en diferentes países (Padilla et al, 2000). El amplio 

rango de insectos que son afectados por el género Metarhizium lo hace comercialmente atractivo como 

agente de control biológico (García et al, 2013). Entre los órdenes afectados están Coleóptero, Hemíptera, 

Lepidóptera, Ortóptera, así como también algunas especies de arañas y camaleones (Kepler et al, 2014). 

Metarhizium anisopliae, antes conocido como Entomophthora anisopliae, está clasificado en el reino Fungi, 

phylum Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Clavicipitaceae. Es capaz de 

prosperar en el suelo o sobrevivir de forma latente en espera de un hospedero susceptible. Es un hongo 

con reproducción asexual a través de conidios. Los conidios son ovalados a cilíndricos, truncados en ambos 

extremos, con un tamaño que varía entre 3.5 y 9 µ de largo, las colonias del hongo exhiben formas variadas 

y matices de color verde (Kepler et al, 2014). La evidencia del ataque de M. anisopliae sobre insectos, en 

condiciones naturales, ha sido descrita como “muscardina verde” en más de 200 especies de insectos, 

exhibiendo diferentes grados de especificidad, la cual está influenciada por las características del patógeno 

y de la cutícula del hospedero. Esto es debido a que este hongo entomopatógeno produce alrededor de 27 

tipos de destruxínas, swainsonina y citocalasina C, que son compuestos con actividad biológica contra un 

amplio rango de insectos (García et al, 2013). Durante la patogénesis, M. anisopliae secreta enzimas que 

pueden degradar los polímeros de la cutícula (proteínas, lípidos y quitina), permitiendo el 

aprovechamiento de nutrimentos para su crecimiento (Padilla et al, 2000; Behie et al, 2015). También se 

ha reportado que Metarhizium spp. presenta antagonismo contra algunos microorganismos patógenos y 

puede colonizar las raíces de las plantas (Sasan y Bidochka, 2012). Pero M. anisopliae no solo funciona 

como un agente de control biológico. Recientes estudios han demostrado que una característica de este 

hongo como organismo endófito es conferirles a las plantas hospederas tolerancia a condiciones de estrés 

como salinidad (Khan et al, 2012), altas temperaturas y radiación UV (Rangel et al, 2008). 
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1.5.2 Bacterias endófitas 

 

Al igual que los hongos endófitos, las bacterias endófitas habitan dentro de los tejidos de las plantas al 

menos durante una parte de su ciclo de vida sin causar daño alguno a su hospedero. Desde los primeros 

reportes de bacterias endófitas, se han reportado más de 200 géneros de 16 divisiones, los cuales incluyen 

bacterias cultivables y no cultivables. Sin embargo, las bacterias endófitas más predominantes y estudiadas 

pertenecen a tres divisiones: Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes (Reinhold y Hurek, 2011). Muchos 

géneros pertenecientes a estas divisiones son comunes en el suelo/rizósfera y tienen la capacidad de 

colonizar diferentes tipos de tejido, como el espacio intracelular de la pared vegetal y el xilema, así como 

también órganos reproductores, como flores, frutos y semillas en donde producen diversos compuestos 

como antibióticos y metabolitos secundarios (Reinhold y Hurek, 2011). Estos compuestos pueden 

promover el crecimiento vegetal, actuar como un agente de biocontrol sobre una gran cantidad de 

fitopatógenos (Chanratana  et al, 2017), mejorar la eficiencia de los procesos de fitorremediación de 

compuestos tóxicos en la rizósfera, mejorar la fijación de nitrógeno y balancear el ciclo del carbono (Nair y 

Padmavathy, 2014), además de la posibilidad de su uso como bioinoculantes, una alternativa 

ambientalmente amigable al uso indiscriminado de fertilizantes químicos y plaguicidas (Kumar  et al, 2016).  

 

Existe un grupo importante de bacterias, denominado metilótrofos, compuesto por bacterias Gram 

negativas que, generalmente poseen una pigmentación color rosa debido a la síntesis de carotenoides. 

Debido a esto, a estas bacterias se les conoce como metilótrofos facultativos rosas. Los metilótrofos están 

clasificados en tres subgrupos, en función del sustrato que utilizan: 1) metilótrofos que usan compuestos 

de un carbono (C1), llamados obligados, 2) metilótrofos que usan un rango limitado de compuestos de más 

de un carbono, denominados facultativos, y 3) metilótrofos capaces de crecer en un amplio rango de 

compuestos carbonados complejos pero que son menos restrictivos que los facultativos. Estas bacterias 

son capaces de penetrar en la planta, generalmente a través de las raíces y colonizar al hospedero (Omer 

et al, 2004; Rekadwad et al, 2014). Debido a su gran plasticidad fenotípica, los miembros de este género 

pueden establecerse en diferentes hábitats como el suelo, la superficie de las hojas, nódulos, semillas y en 

el aire (Nóbrega et al, 2015), sin mostrar actividad fitopatógena (Meena et al, 2012), y pueden asociarse 

con diversas funciones (Tabla 2). 
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Tabla 2. Efecto de la asociación endófita de bacterias metilótrofas con diversos cultivos  

Cultivo Metilótrofo asociado Fuente Efecto 

Trigo Methylobacterium oryzae Filósfera 
Producción de ácido 
indolacético (AIA) 

Arroz M. extorquens, M. fujisawaense Filósfera Producción de AIA 

Caña de azúcar M. oryzae Rizósfera 
Producción de AIA, 
actividades promotoras de 
crecimiento vegetal 

Arroz M. oryzae CBMB-20, M. oryzae Rizósfera Fijación de N2 

Pimiento rojo 

M. suomiense Rizósfera Colonización de raíces 

M. oryzae Filósfera 
Producción de AIA y 
citocininas 

M. oryzae Rizósfera Biofertilizante 

Tomate M. suomiens Rizósfera Colonización de raíces 

Soya 
Metilótrofo facultativo pigmentado de 
color rosa 

Filósfera Producción de AIA 

Maní 
Metilótrofo facultativo pigmentado de 
color rosa 

Filósfera Producción de AIA 

Frijol mungo M. organophilum Suelo Biofertilizante 

Frijol mungo 
Metilótrofo facultativo pigmentado de 
color rosa 

Filósfera Biofertilizante 

Modificada de Kumar et al, 2016. 

 
Varios estudios han demostrado los efectos positivos en la biorremediación de hidrocarburos aromáticos 

policíclicos y el aumento a la tolerancia de algunos metales pesados al utilizar Methylobacterium spp 

(Nóbrega et al, 2015). Algunos de los mecanismos por medio de los cuales Methylobacterium spp. estimula 

el crecimiento vegetal, están relacionados a la disponibilidad de nutrientes originados de procesos, como 

la fijación biológica de nitrógeno, la solubilización de fosfatos, el amortiguamiento del estrés mediante la 

modulación en la expresión de ACC desaminasa, la producción de fitohormonas, entre otros (Kumar et al, 

2016), además de que estos mecanismos también influyen en la iniciación floral y promueven el 

establecimiento y crecimiento de frutos (Nóbrega et al, 2015). Un ejemplo de esto es Methylobacterium 

oryzae, la cual se ha encontrado formando asociaciones endófitas con más de 70 especies de plantas, 

colonizando activamente raíces, tallos y hojas (Kumar et al, 2016). Presenta algunos beneficios como la 

promoción del crecimiento vegetal, debido a la producción de hormonas vegetales como auxinas y 

citocininas, así como a su capacidad para fijar nitrógeno (Patt et al, 1976; Omer et al, 2004). 
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1.6 Efecto de los microorganismos endófitos en plantas bajo estrés salino. 

 

Poco se conoce sobre el mecanismo de acción de los microorganismos endófitos contra el estrés salino. 

Khan et al. (2012) reportan que plantas asociadas con M. anisopliae bajo condiciones de estrés salino 

contrarrestan los efectos de la salinidad, incrementando el largo del explante y área foliar, a través de la 

síntesis de bajas concentraciones de ácido abscísico y altas de ácido jasmónico, el cual actúa como una 

molécula señalizadora de la respuesta de las plantas a condiciones de estrés como la exposición a ozono, 

sequía y el ataque por patógenos y plagas. Otro mecanismo de M. anisopliae contra el estrés salino es el 

aumento de la producción de prolina, la cual funciona como un antioxidante, estabilizando las estructuras 

celulares y permitiendo un ajuste en el potencial osmótico; lo anterior mantiene niveles bajos de 

malondialdehído, lo cual se traduce en una mejor integridad membranal (Turkal y Demiral, 2009; Azad y 

Kaminskyj, 2016).  

 

Estudios recientes (Giri et al, 2013; Chanratana et al, 2017) han demostrado que, aunque en general 

Methylobacterium spp. no crece bien bajo condiciones de estrés salino, su desempeño varía de acuerdo 

con la concentración de NaCl a la que se expone. Chanratana et al. (2017) encontraron que en 

concentraciones entre 50mM y 100 mM de NaCl, M. oryzae tiene una supervivencia significativamente alta 

en comparación con los controles (0 mM), aun en exposiciones prolongadas (más de 72 horas). Este 

resultado se atribuyó a que cuando M. oryzae es expuesta a concentraciones de hasta 100 mM de NaCl 

incrementa la producción de exopolisacáridos, ácido polihidroxibutírico, AIA, ACC desaminasa y prolina, así 

como también la producción de biopelículas. Además, también se ha encontrado que puede formar 

asociaciones endófitas con algunos cultivos aún bajo condiciones salinas (Lee et al, 2015). 
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2 JUSTIFICACIÓN 

 

La evidencia de los diversos efectos positivos que los microorganismos endófitos tienen sobre sus 

hospederos ha conducido la búsqueda de vías alternas para mejorar la fertilidad del suelo, la producción 

de cosechas y la eliminación de enfermedades de manera sostenible. 

 

En relación con los microorganismos endófitos utilizados en el presente trabajo, se ha comprobado que 

diferentes especies de Metarhizium, en asociaciones endófitas, pueden mejorar el crecimiento vegetal, la 

tolerancia a condiciones de estrés salino e hídrico y la resistencia a enfermedades en plantas (García et al, 

2011; Khan et al, 2012; Sasan y Bidochka, 2012). En el caso del género Methylobacterium, se ha 

demostrado la mejora del crecimiento vegetal por medio de la fijación de nitrógeno (Kumar et aI, 2016) y 

la producción de fitohormonas como ácido indolacético y citocininas (Meena et al, 2012), así como la 

capacidad de proveer nutrientes en condiciones de estrés por medio de diferentes mecanismos (Rekadwad 

et al, 2014).  

 

Todas estas características, juntas o por separado, hacen que M. anisopliae y Methylobacterium oryzae 

puedan promover el crecimiento vegetal de Phaseolus vulgaris ante condiciones adversas, como el estrés 

salino.  
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3 HIPÓTESIS DE TRABAJO 

 

El crecimiento de Phaseolus vulgaris en condiciones de estrés salino, se verá favorecido a través de una 

asociación con Metarhizium anisopliae y/o Methylobacterium oryzae bajo condiciones in vitro. 

 

 

4  OBJETIVOS 

 

4.1 General 

 

Determinar la influencia de la asociación endófita entre Phaseolus vulgaris y un hongo entomopatógeno o 

una bacteria metilótrofa sobre el crecimiento vegetal, bajo condiciones de estrés salino. 

 

4.2 Específicos 

 

1. Definir las condiciones nutrimentales que permitan establecer la asociación endófita de P. vulgaris con 

M. anisopliae y con M. oryzae. 

2. Determinar el tiempo del establecimiento de las asociaciones planta-hongo y planta-bacteria y evaluar 

su naturaleza endófita. 

3. Determinar el nivel de colonización de la planta por los microorganismos, en función del tiempo de 

contacto y de la parte de la planta. 

4. Evaluar el efecto de las asociaciones P. vulgaris-M. anisopliae y P. vulgaris-M. oryzae sobre el 

crecimiento vegetal bajo condiciones de estrés salino. 
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5 MÉTODOS Y MATERIALES 

 

5.1  Estrategia experimental 

 
El presente trabajo se llevó a cabo en dos etapas generales (Figura 4). En la primera etapa, se probaron 

diferentes condiciones nutrimentales para promover el crecimiento de P. vulgaris, e inducir la asociación 

endófita con M. anisopliae y M. oryzae. Esto se realizó bajo condiciones in vitro, utilizando medios de 

cultivo con diferentes concentraciones (50 y 100%) de sales Murashige-Skoog con (5 g/L) y sin sacarosa 

como fuente de carbono. Con los resultados obtenidos en la primera etapa, se seleccionó el medio de 

cultivo con los mejores resultados en cuanto a la producción de biomasa y el establecimiento de la 

asociación. La segunda etapa consistió en la evaluación del efecto de la asociación sobre el crecimiento in 

vitro de P. vulgaris bajo condiciones de estrés salino, adicionando 30 mM de NaCl. La variable usada para 

analizar diferencias de crecimiento en ambos ensayos fue la biomasa en peso seco. 

 

 

Figura 4. Estrategia experimental general. Los cuadros en rojo muestran las etapas en que se divide 

el ensayo, los cuadros en gris claro muestran las variables de respuesta. 
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5.2 Material biológico  

 

5.2.1 Cultivo de inóculos y conservación de las cepas 

 

Metarhizium anisopliae. El hongo utilizado fue Metarhizium anisopliae cepa CP-OAX (Figura 5), que 

pertenece a la colección de hongos del Colegio de Posgraduados, México. Este hongo se identificó por análisis 

de secuencia de los genes ribosomales como Metarhizium anisopliae var. Lepidiotum (Tlecuitl-Beristain et 

al, 2010). Para la propagación de la cepa, se utilizaron cajas de Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA), 

las cuales fueron inoculadas por punción utilizando una aguja bacteriológica. Posteriormente, las cajas se 

incubaron a 25°C por 10 días, hasta la esporulación del hongo. Después de su crecimiento por 10 días, el 

hongo se almacenó en PDA a 4°C para su conservación. 

 

Methylobacterium oryzae. La cepa de Methylobacterium oryzae AMF14 (Figura 5), se aisló de raíces de 

Acacia farnesiana creciendo bajo condiciones in vitro. La cepa fue identificada (99% de similitud) como M. 

oryzae mediante el análisis de secuencias de nucleótidos del gen 16S rRNA (Alcántara et al, 2018). Para la 

propagación de la cepa, se utilizaron cajas de Petri con agar nutritivo (AN), las cuales fueron inoculadas por 

estría. Las cajas se incubaron a 25°C por 10 días. Posterior a los 10 días, la bacteria fue conservada en agar 

nutritivo a 4°C. 

 

 

Figura 5. Cepas de Methylobacterium oryzae y Metarhizium anisopliae usadas en el estudio. 
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5.2.2 Phaseolus vulgaris  

 

En el presente estudio se utilizaron semillas de Phaseolus vulgaris que fueron adquiridas de la zona agrícola 

de Cholula, Puebla y, de acuerdo con algunas de características morfológicas, se identificó como la variedad 

Amarillo (color amarillo a café claro, peso de 100 semillas: 31.58 g., forma ovalada o arriñonada) (Castillo 

et al, 2006) y se cultiva principalmente en los estados de Morelos, Puebla y el Estado de México. Las 

semillas fueron conservadas en una bolsa de plástico a temperatura ambiente hasta su uso.  

 

5.2.3 Prueba de viabilidad y desinfestación de las semillas 

 

Previo al inicio del ensayo, se corroboró la viabilidad de las semillas. Esto se realizó mediante una prueba 

de flotación (FAO, 1991). Se colocó un número determinado de semillas en un vaso de precipitados con 

120 ml de agua destilada, el tiempo estimado de hidratación se determinó al exponer las semillas a 

diferentes tiempos de remojo (10, 20, 40 y 60 min), ya que dejar demasiado tiempo en remojo la semilla, 

el tegumento que cubre a los cotiledones y al embrión se reblandece, ocasionando el daño del embrión al 

iniciarse el proceso de desinfestación. Posterior al remojo de las semillas durante 10 minutos, las semillas 

flotantes fueron eliminadas.  

 

Las semillas seleccionadas mediante la prueba de flotación fueron colocadas en un vaso de precipitados y 

se desinfestaron de acuerdo con la metodología modificada de Sasan y Bidochka (2012) y Greenfield et al, 

(2016): (i) agitación en solución de detergente comercial marca Roma (4%), 25 min; (ii) agitación en 

solución de etanol (70%), 2 min; (iii) agitación en solución de hipoclorito de sodio (2%), 50 min. Posterior a 

cada fase, las semillas se enjuagaron con agua destilada estéril hasta eliminar completamente el 

detergente, el etanol o el hipoclorito de sodio. 

 

5.2.4 Germinación y selección de plántulas 

 

Una vez finalizado el proceso de desinfestación, la germinación de las semillas se llevó a cabo en cajas de 

Petri con agar-agua (8 g/L) y se colocaron cuatro semillas en cada caja. Las cajas de Petri con las semillas 

fueron colocadas en una cámara de crecimiento a 25° C con un fotoperiodo de 16 h por tres días. 

Transcurrido este periodo, se seleccionaron las semillas con una radícula mayor a 1 cm, para ser 

trasplantadas al cuarto día a los medios del ensayo. Se trasplantó una semilla por caja Magenta®. 
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5.3 Ensayos in-vitro 

 

5.3.1 Condiciones nutrimentales y asociación endófita 

 

Con el propósito de definir las condiciones nutrimentales que promovieran el crecimiento de la planta y 

permitiera establecer una asociación endófita entre P. vulgaris-M. anisopliae, P. vulgaris-

Methylobacterium oryzae y P. vulgaris con ambos microorganismos, se evaluaron cuatro medios de cultivo 

basados en las sales de Murashige-Skoog (MS) debido a que permite el rápido crecimiento vegetal bajo 

condiciones in vitro y es apto para la mayoría de las especies. Los componentes del medio MS, se listan a 

continuación en la tabla 3.  

 

Tabla 3. Componentes del medio Murashige and Skoog adquirido en Sigma-Adrich  

 Componente (mg/L) 

 Nitrato de amonio 1650.0 

 Ácido bórico 6.2 

 Cloruro de calcio (anhidro) 332.2 

 Cloruro de cobalto • 6H2O 0.025 

 Sulfato cúprico • 5H2O 0.025 

 Disodio-EDTA • 2H2O 37.26 

 Sulfato ferroso • 7H2O 27.8 

 Sulfato de magnesio (anhidro) 180.7 

 Sulfato de manganeso • H2O 16.9 

 Ácido de molibdeno (sodio sal) • 2H2O 0.25 

 Ioduro de potasio 0.83 

 Nitrato de potasio 1900.0 

 Fosfato de potasio monobásico 170.0 

 Sulfato de zinc • 7H2O 8.6 

 Glicina (base libre) 2.0 

 Mio-Inositol 100.0 

 Ácido nicotínico (ácido libre) 0.5 

 Piridoxina • HCl 0.5 

 Tiamina • HCl 0.1 

Son requeridos 4.4 g del medio para preparar 1 L de solución 
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sales MS 100% - sin sacarosa (MS); sales MS 50% - sin sacarosa (½MS); sales MS 100% - 5 g/L de sacarosa 

(MS5); sales MS - 50% - 5 g/L de sacarosa (½MS5). El pH de los medios se ajustó a 5.7 con NaOH 1 M antes 

de su distribución en cajas Magenta® (75 mL por caja) y su esterilización (121 °C, 20 psi, 20 min). Cada 

tratamiento se evaluó con cinco replicas.  

 

Cada unidad experimental se colocó en una cámara de crecimiento a 25° C con un fotoperiodo de 16 h por 

tres días después del trasplante. Una vez desplegadas las hojas primarias, los microorganismos en estudio 

se inocularon por punción cerca de las raíces, con una aguja microbiológica, bajo condiciones asépticas. 

Este procedimiento se realizó 2 veces en cada planta. Las plantas se incubaron bajo las mismas condiciones 

durante 15 días más y se monitorearon cada 48 horas para observar el estado de salud. Como controles, 

se usaron plantas crecidas bajo las mismas condiciones descritas, pero sin inocular. Se realizaron cinco 

replicas para cada control. 

 

5.3.2 Estrés salino 

 

Con base en los resultados del ensayo anterior, se seleccionó el medio MS al 50% con 5 g/L (½ MS5) de 

sacarosa para el crecimiento de las plantas y el establecimiento de las asociaciones. El ensayo de salinidad 

se desarrolló de manera similar al anterior. Sin embargo, cada unidad experimental contenía el medio ½ 

MS5 adicionado con 30 mM de cloruro de sodio (NaCl), para inducir el estrés salino.  

 

5.4 Evaluación del crecimiento 

 

Después de 15 días de incubación, se cuantificó el crecimiento de P. vulgaris a través de la biomasa seca 

de tallos y raíces cada plántula. Para lo anterior, cada planta se retiró del medio de cultivo, cuidando 

obtener toda la zona de la rizósfera. Se realizó un lavado con agua destilada para eliminar posibles restos 

del medio de cultivo y se secó con un trozo de papel absorbente para eliminar el exceso de agua. Se separó 

el tallo de la zona de las raíces realizando un corte a 0.5 cm de distancia por encima de la última raíz lateral. 

Se pesó el tejido fresco de raíz y tallos, además de tomar la longitud total y contabilizar el número de hojas 

de cada planta. Las plantas (tallo y raíz por separado) se colocaron en una hoja de papel aluminio a peso 

constante. La biomasa se deshidrató a 60°C durante 48 h para determinar el peso seco.  
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5.5 Pruebas de asociación con P. vulgaris 

 

Para las pruebas de asociación con P. vulgaris, se tomaron muestras de las plántulas a los 5, 10 y 15 días 

después de la inoculación con M. anisopliae, M. oryzae o la mezcla de ambos microorganismos. De cada 

planta, se tomaron muestras de tres tejidos diferentes (hojas, raíz y tallo). Se seleccionaron de manera 

aleatoria muestras de dos hojas. Con relación al tallo, se tomaron dos fragmentos de 5 cm de largo, las 

muestras se tomaron de la mitad de la planta y la segunda cerca de la base del tallo. Se obtuvieron tres 

piezas de 5 cm de longitud de diversos puntos de las raíces.  

 

Los tejidos de plántulas se esterilizaron superficialmente, por separado, con base en la modificación 

propuesta por Alcántara (2013) y Greenfield et al. (2016). El proceso de desinfestación de los tejidos de las 

plantas fue específico para cada tipo de tejido (Tabla 3).  

 

Tabla 4. Condiciones de esterilización superficial para los diferentes tejidos de P. vulgaris. 

Tejido 

Tween 80 Etanol (C2H6O) 
Hipoclorito de sodio 

(NaClO) 

Concentración 
(%) 

Tiempo 
(min) 

Concentración 
(%) 

Tiempo 
(min) 

Concentración 
(%) 

Tiempo 
(min) 

Raíz 0.05  5 70  2  2 10 

Tallo - 70  2  1.5 10 

Hojas - 70  2  1.2 10 

 

Al finalizar la agitación en NaClO, se lavó cada muestra 3 veces con agua destilada estéril para eliminar 

cualquier residuo. Posterior al proceso de desinfestación, los tejidos fueron cortados en segmentos de ~1 

cm, descartando las orillas, donde los endófitos pudieron ser eliminados debido al tratamiento de 

desinfestación (Figura 6). 

 

Para verificar la efectividad del proceso de desinfestación, previo a la siembra de los tejidos en las placas 

de PDA y agar nutritivo, en una caja de Petri con el mismo tipo de medio en el cual el tejido seria incubado, 

se presionó cada una de las piezas de tejido sobre la superficie del medio hasta dejar la forma de ese tejido 

en el medio y posterior a la impresión fueron transferidos a las cajas donde finalmente se incubaron. Los 

fragmentos de raíz, tallos y hojas se transfirieron por separado, bajo condiciones asépticas, a cajas Petri 

con PDA para los tejidos inoculados con M. anisopliae y cajas con agar nutritivo en los tejidos con 
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inoculados con M. oryzae y la mezcla de ambos microorganismos. Las cajas de Petri con los diferentes 

tejidos se incubaron a 25°C y se monitorearon cada 24 horas por 15 días para observar la aparición de hifas 

o crecimiento bacteriano. 

 

Figura 6. Cortes de los diferentes tejidos de P. vulgaris para la prueba de asociación. 

 

5.6 Análisis estadístico 

 

Con los datos obtenidos, se realizó un análisis de varianza seguido de la comparación de medias usando la 

prueba Tukey, así como una prueba T para corroborar diferencias entre los tratamientos. Para analizar el 

efecto de la inoculación de M. anisopliae y M. oryzae sobre el crecimiento de P. vulgaris, la variable 

analizada fue la producción de biomasa. Los análisis estadísticos se realizaron usando el programa 

estadístico Minitab® 17.1.0 con un nivel de significancia (α) de 0.05. 

 

6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

En esta sección, se presentan los resultados del presente estudio, donde se definió el medio con sales MS 

al 100% y 5g de sacarosa como el mejor medio de cultivo para inducir la asociación endófita de Metarhizium 

anisopliae y Methylobacterium oryzae, juntos y por separado, con Phaseolus vulgaris. También pudo 

confirmarse la naturaleza endófita de estas asociaciones, además del tiempo en el que ésta puede 
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establecerse. Por último, se presentan los resultados acerca de los efectos que esta asociación bajo una 

condición de estrés salino. 

 

6.1 Prueba de viabilidad  

 

Posterior al proceso de desinfestación, las semillas de los tiempos de inmersión en agua destilada durante 

40 y 60 minutos sufrieron oxidación en los cotiledones, por lo que estos tiempos de remojo fueron 

descartados para la prueba de viabilidad. Las semillas tratadas durante 10 y 20 min fueron germinadas en 

cajas de Petri con medio agar-agua. Trascurrido el periodo de incubación (3 días), algunas de las semillas 

presentaron contaminación, oxidación e inhibición en la germinación y crecimiento (Figura 7). 

 

   

Figura 7. a) Porcentaje de germinación en semillas inmersas en agua destilada durante 10 y 20 min.              

b) Daños en semillas e hipocótilos presentados después del proceso de desinfestación y germinación. El 

cuadro en amarillo enmarca contaminación por un hongo desconocido. 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se seleccionaron las semillas inmersas durante 10 minutos en 

agua destilada para el resto de los ensayos. Este lapso de tiempo permitió la absorción de agua por la semilla 

sin reblandecer demasiado su tegumento (FAO, 1991) y evitar daños severos al someterlas al proceso de 

desinfestación, permitiendo obtener un mayor número de plántulas sanas.  
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6.2 Efecto de las condiciones nutrimentales sobre el crecimiento de P. vulgaris 

 
El crecimiento de una planta generalmente es definido como un incremento irreversible en sus dimensiones. 

Para determinarlo suelen medirse variables relacionadas al crecimiento, como la acumulación de peso, las 

variaciones en altura o diámetro, o los cambios en el área foliar. En condiciones de turgencia plena, el peso 

fresco o húmedo es un buen estimador del volumen, ya que las variaciones en el peso específico de los 

tejidos vegetales son bajas. Esto es así debido a que el agua es el principal componente en casi todos los 

órganos y tejidos (las semillas son una notoria excepción). Sin embargo, el análisis clásico del crecimiento 

es un análisis de la acumulación de peso seco, ya que es un muy buen estimador del carbono total de la 

planta, lo que permite analizar importantes aspectos de su fisiología (Di Benedetto y Tognetti, 2016).  

 
En relación con el desarrollo de las plantas en diferentes concentraciones nutrimentales pudo observarse, 

de manera cualitativa, un efecto positivo en el crecimiento de las plantas, con hojas de mayor tamaño en 

los medios con sacarosa (Figura 8).  

 

Figura 8. Biomasa fresca de plantas control de P. vulgaris 22 días después de la siembra. MS: medio con 

sales MS al 100% sin sacarosa; ½MS: Sales MS al 50%, sin sacarosa. MS5: Sales MS al 100% con 5 g/de 

sacarosa; ½MS5: Sales MS al 50%, con 5 g/L de sacarosa. 

 

Esto se corroboró de manera cuantitativa, ya que el análisis estadístico demostró que la producción de 

biomasa de tallos de P. vulgaris aumentó significativamente (ANOVA, P=0.001) y raíces (ANOVA, P=0.02) en 

los medios a los que se adicionó 5 g/L de sacarosa (Figura 9).  
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Figura 9. Biomasa (peso seco) de tallos (a) y raíces (b) de P. vulgaris después de 22 días de ensayo. 

Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, α=0.05; prueba de Tukey, n=3). MS: sales 

MS 100%, sin sacarosa; ½MS: sales MS 50%, sin sacarosa; MS5: sales MS 100%, 5 g/L de sacarosa; 

½MS5: sales MS 50%, 5 g/L de sacarosa. 

 

La causa de una mayor produccion de biomasa en los medios con sacarosa, puede deberse a que las 

plantas, en condiciones normales, utilizan el dióxido de carbono (CO2) como fuente de carbono para la 

síntesis de todos sus componentes mediante la fotosíntesis. Sin embargo, se ha reportado que los tejidos 

vegetales cultivados in vitro tienen una capacidad fotosintética muy reducida o nula, aunado al hecho de 

que la unidad experimental y/o la iluminación pudieran no ser las adecuadas, causando que la planta 

requiera de una fuente de carbono exógena para satisfacer sus necesidades a partir del medio de cultivo 

(Troncoso et al, 1997). Además de la sacarosa, se han probado otras fuentes de carbono como la glucosa, 

fructosa, lactosa, galactosa, rafinosa, maltosa e incluso almidón, pero con resultados casi siempre 

inferiores a la sacarosa (Bharati et al, 2007). La adición de sacarosa en medios de cultivo para el cultivo de 

plantas en condiciones in vitro, se ha reportado en varias investigaciones, demostrando que mejora el 

crecimiento, siendo la concentración óptima variable dependiendo de la composición del medio de cultivo 

y de la planta (Troncoso et al, 1997, Bharati et al, 2007).  

 
 
Con base en los resultados anteriores y, debido a que la sacarosa además de ser usada como fuente de 

carbono por la planta, en condiciones in vitro tiene un papel importante como regulador del potencial 
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osmótico y funciona también como señal molecular para la regulación, negativa y positiva, de algunas 

enzimas clave involucradas en el metabolismo de carbohidratos, así como también, modifica el crecimiento 

y la acumulación de biomasa de algunas plantas en condiciones in vitro (Faria et al, 2004),  se seleccionaron 

los medios MS5 y ½MS5 para los siguientes ensayos. 

 

6.3 Efecto de la asociación con M. anisopliae y M. oryzae sobre el crecimiento de P. vulgaris 

 

Para acelerar el crecimiento y la producción de cultivos se ha hecho un excesivo uso de fertilizantes 

químicos y plaguicidas en la agricultura; lo anterior, ha generado un incremento en diferentes 

problemáticas agrícolas, tales como la resistencia de pestes y patógenos a los plaguicidas, contaminación 

ambiental e impactos negativos en la salud humana (Kumar et al, 2016). En años recientes, el interés en el 

uso de microorganismos endófitos, nativos y no nativos, para mejorar la salud y productividad de los 

cultivos se ha incrementado, ya que se ha demostrado una estimulación del crecimiento vegetal, 

cuantificado con el incremento de biomasa, la productividad del cultivo y la resistencia a condiciones de 

estrés biótico y abiótico, así como el incremento en la absorción de nutrientes (Rodríguez et al, 2009; 

Nóbrega et al, 2015).  Lo anterior, se debe principalmente a que, para mantener una simbiosis estable, los 

endófitos producen compuestos que promueven el crecimiento vegetal, además de ayudar a la adaptación 

de la planta ante diversos tipos de estrés (Nair y Padmavathy, 2014).  

 

Con relación al medio MS5, este mejoró significativamente la producción de biomasa aérea en las plantas 

inoculadas con M. oryzae con respecto al control o a los demás microorganismos (Figura 10). Esto puede 

atribuirse a que el género Methylobacterium se caracteriza por ser un grupo de bacterias productoras de 

reguladores de crecimiento vegetal (RCV), promoviendo el crecimiento de las plantas (Kim et al, 2010; 

Kumar et al, 2016). Sin embargo, los RCV pueden tener el efecto contrario dependiendo del tejido y la 

concentración (Jordan y Casareto, 2006). Methylobacterium oryzae puede producir algunas de las 

fitohormonas como el ácido indolacético y algunas citocininas, las cuales puede estimular el crecimiento 

del tallo principal y promover la división y la diferenciación celular, entre muchas otras funciones (Kumar 

et al, 2016).  Con respecto a las plantas control o las inoculadas con M. anisopliae y la mezcla de 

microorganismos, no se encontraron diferencias significativas. 

 

Con relación a la biomasa aérea de las plantas en el medio ½MS5 (Figura 10) no se encontraron diferencias 

significativas entre la biomasa de las plantas del control, las inoculadas con M. anisopliae y las inoculadas 
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con ambos microorganismos. Esto puede ser consecuencia de las condiciones nutrimentales, ya que se ha 

comprobado que la concentración y disponibilidad de los nutrientes en el medio pueden promover o inhibir 

el crecimiento microbiano, así como afectar las asociaciones endófitas (Usuki et al. 2002; Murphy et al. 

2015). Tomando en cuenta los antecedentes de este género bacteriano, la pérdida de biomasa pudo 

deberse a la sobreproducción de algún RCV (Jordan y Casareto, 2006).  

 

 

Figura 10. Biomasa de tallos de P. vulgaris en medio MS5 y ½MS5, de plantas inoculadas con M. 

anisopliae (M. a.), M. oryzae (M. o.) y mezcla de los endófitos (M&M). Letras diferentes indican 

diferencias significativas (ANOVA, α=0.05; prueba de Tukey, n=3). 

 

Con relación al medio MS5, la biomasa radicular de las plantas inoculadas con M. anisopliae (Figura 11), 

reflejó un aumento significativo, similar a lo reportado por Sasan y Bidochka (2012), donde la inoculación 

de plantas de frijol con M. robertsii estimuló la producción de la biomasa radicular, aunque los mecanismos 

que originaron este resultado se desconocen hasta ese momento.  No se encontraron diferencias 

significativas en la biomasa de raíces del control y las inoculadas con M. oryzae o la mezcla de ambos 

microorganismos.  

 

Con relación al medio ½MS5, los resultados fueron similares a lo reportado en la biomasa aérea, ya que no 

se encontraron diferencias significativas entre las plantas inoculadas con M. anisopliae, el control y la 

mezcla de los microorganismos (Figura 11), pero sí una pérdida de biomasa significativa en las plantas 

inoculadas con M. oryzae, lo cual, como se mencionó previamente, puede ser resultado de una 

sobreproducción de RCV ocasionada por efecto de M. oryzae. 
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Figura 11. Biomasa de raíces de P. vulgaris en medio MS5 (Anova a la izquierda, α=0.05) y ½MS5 (Anova 

a la derecha, α=0.05), inoculadas con M. anisopliae (M. a.), M. oryzae (M. o.) y mezcla de los endófitos 

(M&M). Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, α=0.05; prueba de Tukey; n=3). 

 

Además de la biomasa (peso seco), otra variable cuantificada para evaluar el crecimiento fue el número de 

hojas producidas. La importancia de esta variable radica en que las hojas son unidades funcionales de la 

fotosíntesis y la transpiración de las plantas vasculares por lo que son relevantes para el crecimiento de 

una planta. Bajo condiciones de estrés, las plantas presentan diversas respuestas de aclimatación que 

tienen efectos sobre el crecimiento. Uno de los principales efectos del estrés salino es la disminución de la 

expansión foliar y, debido a que de ella depende la fotosíntesis, esto puede causar un decremento en la 

biomasa total de la planta (Moreno, 2009; Martínez et al, 2011).  

 

En la Figura 12, se muestran las plantas obtenidas 15 días después de la inoculación con el hongo y la 

bacteria, juntos o por separado. En las plantas del medio MS5 inoculadas con M. oryzae y las inoculadas 

con ambos microorganismos, se observaron plantas con hipocótilos de mayor longitud en comparación 

con las plantas inoculadas con M. anisopliae o el control.  Las plantas creciendo en el medio ½MS5, en 

apariencia, tuvieron un color verde de mayor intensidad que las plantas creciendo en el medio MS5 además 

de que, con excepción de las plantas inoculadas con M. oryzae (en ½MS5), tuvieron hojas primarias más 

grandes.  

 

De manera cuantitativa, el análisis de varianza del medio MS5 indicó que no hubo diferencias significativas 

entre las plantas creciendo con o sin microorganismos. Sin embargo, el ANOVA del medio ½MS5, mostró 

que las plantas inoculadas con la mezcla de los microorganismos reflejaron una pérdida significativa en la 
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producción de hojas en comparación con las plantas inoculadas con los microorganismos por separado y 

el control (Figura 13).   

 

 

Figura 12. Biomasa aérea de P. vulgaris 15 días después de la inoculación con M. anisopliae (M. a.), M. oryzae 

(M. o.) o la co-inoculación con ambos microorganismos (M&M). MS5: sales MS 100%, 5 g/L de sacarosa; 

½MS5: sales MS 50%, 5 g/L de sacarosa 

 
La disminución en la producción de hojas en el medio ½MS5 por efecto de la mezcla de los 

microorganismos puede estar relacionada con un efecto antagónico entre M. anisopliae y M. oryzae, ya 

que se ha reportado que algunos metabolitos producidos por bacterias afectan el crecimiento de ciertos 

hongos filamentosos, lo cual, dependiendo del metabolito producido, puede modificar la asociación entre 

microorganismos (Ansari et al 2005; Frey et al, 2011). Asimismo, también se generó una prueba t-Student 

para corroborar si había diferencias entre los órganos colonizados de los tratamientos de los medios MS5 

y ½MS5, aunque no se encontraron diferencias significativas. Si bien se ha reportado que la aplicación de 

diversos tipos de microorganismos puede mejorar el crecimiento de las plantas a través de mecanismos 

como la regulación en la producción de fitohormonas, el aumento en la captura de nutrientes, así como 

mostrar antagonismo sobre algunos fitopatógenos (Frey et al. 2011; Porras y Bayman, 2011), en el presente 

estudio los microorganismos mostraron un efecto neutro sobre P. vulgaris en los medios MS5 y ½MS5.  
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Figura 13. Producción de hojas en plantas de P. vulgaris en medio MS5 y ½MS5, 15 días después de la 

inoculación con M. anisopliae (M. a.), M. oryzae (M. o.) o la mezcla de los endófitos (M&M). Letras 

diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, α=0.05; prueba de Tukey; n=3). 

 

En relación con los resultados presentados hasta este momento, se determinó que debido a que el medio 

½MS5 estimuló la producción de biomasa de P. vulgaris, en algunas ocasiones de manera significativa, se 

seleccionó este medio para los ensayos posteriores. 

 

6.4 Pruebas de asociación 

6.4.1 Asociación entre P. vulgaris y M. anisopliae 

 

Varias investigaciones coinciden en que los microorganismos endófitos se encuentran dentro de los tejidos 

de una gran diversidad de plantas y que poseen una amplia diversidad, estilo de vida (ej. diseminación), 

especificidad con su hospedero, y colonización dentro de un tipo de tejido (Porras y Bayman, 2011; 

Reinhold y Hurek, 2011).  

 

Muchos hongos endófitos pueden ser específicos de un hospedero. Además, la asociación entre diferentes 

especies de un mismo endófito puede ser influenciada por condiciones microclimáticas, así como debido 

a adaptaciones resultantes de los diversos mecanismos de defensa del hospedero (Saikkonen et al 2004). 

Sin embargo, también pueden mostrar especificidad por un órgano o tejido como resultado de su 

adaptación a diferentes condiciones fisiológicas (Porras y Bayman, 2011). 
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En el presente estudio, se registró la presencia endófita de M. anisopliae en todos los tejidos de P. vulgaris, 

siendo el tallo el órgano con mayor porcentaje de colonización (MS5: 33%, ½MS5: 67%), seguido por las 

raíces (MS5: 31%, ½MS5:44%) y en menor grado en hojas (MS5 y ½MS5: 25%) (Figura 10).  

 

Behie, et al. (2015) encontraron a Metarhizium robertsii como endófito en más de 82 especies de plantas 

analizadas, colonizando principalmente las raíces, con una muy baja presencia en tallos y nula en hojas, 

atribuyendo la presencia de Metarhizium en estos órganos a que los insectos que afectan las plantas 

asociadas con esta especie de Metarhizium atacan principalmente la zona radicular. Parsa et al. (2016), 

determinó que era posible establecer una asociación endófita entre M. anisopliae y una especie de 

mandioca Manihot esculenta, sugiriendo que este entomopatógeno tiene el potencial para colonizar, de 

manera endófita, diferentes especies de plantas y que tiene una alta preferencia por el sistema radicular 

de su hospedero.  

 

 

Figura 10. Órganos de P. vulgaris colonizados por M. anisopliae después de 15 días de contacto en 

medio MS. a) raíz, b) tallo y c) hoja. 

 

En comparación con la bibliografía hallada hasta el momento, el presente trabajo es el segundo reporte en 

el que se encuentra a M. anisopliae, de manera endófita en las hojas de su hospedero. Una de las causas 

que puede explicar la presencia del hongo en hojas y tallos de P. vulgaris, podría estar relacionado a lo 

concluido por Win et al. (2017) donde se encontró que diversos hongos endófitos presentes en plantas de 

Camellia sinensis tenían una alta preferencia en tejidos con una mayor cantidad de nutrientes. Tomando 

en cuenta que P. vulgaris presenta una germinación epigea, es decir, las reservas de energía utilizadas en 

la germinación son transportadas a los tejidos aéreos (FAO, 1991), M. anisopliae podría estar presente en 

estos tejidos por la acumulación de nutrientes en estas zonas.  Además, tomando en cuenta lo expuesto 
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por Behie et al. (2015) en comparación con M. robertsii, esta cepa de M. anisopliae (CP-Oax) ha sido 

reportada como un entomopatógeno chapulines, grillos y otros insectos que afectan los tallos y hojas de 

algunos cultivos (Tlecuitl-Beristain et al., 2010), por lo que esto esta cepa podría afectar insectos sobre el 

nivel del suelo.  

6.4.2 Asociación entre P. vulgaris y M. oryzae 

 

Así como los hongos, también existen bacterias capaces de colonizar plantas de manera endófita. Diversos 

estudios han demostrado que alrededor de 300,000 especies de plantas están asociadas con uno o varios 

tipos de bacterias. Éstas colonizan diferentes compartimentos de la planta, como el apoplasto, los espacios 

intercelulares de las paredes de las células y los vasos del xilema (Patt et al, 1976; Reinhold y Hurek, 2011).  

 

El género Methylobacterium ha sido reportado como endófito, encontrándose en raíces, tallos, hojas, flores 

y frutos de muchos cultivos de interés alimenticio, resaltando ser uno de los géneros microbianos 

reportados en hojas, principalmente alrededor de los estomas, tricomas o espacios intracelulares (Iguchi et 

al, 2015). Lo anterior, es poco frecuente, ya que puede ser un ambiente desafiante debido principalmente 

a la radiación UV, el rápido cambio de temperatura y el estrés hídrico (Kumar et al, 2016). Varias especies 

de Methylobacterium han sido halladas como endófitos de plantas. Por ejemplo, López et al. (2010) 

encontraron a M. adhaesivum, M. gregas y M. platani como endófitos nativos en raíces de tres variedades 

de P. vulgaris; Oliveira et al. (2012) encontraron a M. populi en las hojas de P. vulgaris. Kim et al. (2010) 

demostraron que es posible inducir la asociación endófita de M. oryzae con plantas Capsicum annuum L. 

(pimiento rojo) y que la bacteria se presentó principalmente en las hojas de la planta a los 45 días del 

ensayo. En el presente estudio, M. oryzae no se encontró en hojas, pero sí colonizando principalmente los 

tallos (MS5: 83%, ½MS5: 100%) y en menor presencia en las raíces (MS5: 22%, ½MS5: 33%), de P. vulgaris 

(Figura 11).  

 

En el caso del presente estudio, es probable que M. oryzae no se haya encontrado en las hojas de P. vulgaris 

debido a que el tiempo de exposición fue muy corto, así como también el método utilizado para inocular a 

la bacteria, ya que en el presente trabajo la inoculación solo se realizó una sola vez en el día 4 después de 

la germinación y directamente en las raíces, evaluando la presencia de la bacteria 15 días después de su 

inoculación. En comparación con Kim et al. (2010), la planta fue inoculada con Methylobacterium oryzae 
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los días 0, 15 y 45 después de la germinación, directamente a hojas (por aspersión) y a las raíces (con una 

suspensión en la que se encontraba la bacteria) en los 63 días que duro el ensayo. 

 

  

Figura 11. Órganos de P. vulgaris colonizados por M. anisopliae después de 15 días de contacto en 

medio MS. a) raíz y b) tallo. 

 

En el caso de los ensayos en los que Methylobacterium spp. se encontró en tres variedades de P. vulgaris 

(Oliveira et al, 2012), ninguna de las especies de la bacteria se encontró en las hojas, lo que podría indicar 

que, en el caso particular de la asociación con P. vulgaris, M. oryzae no tiene preferencia por las hojas de 

su hospedero. 

6.4.3 Asociación entre P. vulgaris y ambos microorganismos 

 

Los beneficios que los microorganismos endófitos pueden ofrecer a sus hospederos han sido ampliamente 

citados en diversas investigaciones. Sin embargo, solo en recientes años se han investigado los efectos 

benéficos que la inoculación conjunta de estos microorganismos puede proporcionar a su hospedero (Frey 

et al, 2011, Iguchi et al, 2015). Cuando se inocularon juntos M. anisopliae y M. oryzae alrededor de las 

raíces de P. vulgaris, ambos microorganismos penetraron los tejidos de la planta y las pruebas de 

endofiticidad mostraron que ambos pueden infectar un mismo tejido al mismo tiempo. Para ambos 

microorganismos, los tallos fueron el órgano con mayor porcentaje de colonización (MS5: 83%, ½MS5: 92%), 

seguido por las raíces (MS5: 28%, ½MS5: 17%). No obstante, no se halló presencia de la mezcla de los 

endófitos en las hojas. Los resultados de estas pruebas demostraron que el tipo de asociación entre P. 

vulgaris y M. anisopliae o M. oryzae es de naturaleza endófita y que el tejido con mayor porcentaje de 

colonización fueron los tallos, en ambos casos. A la fecha, se desconocen los mecanismos precisos por los 
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cuales los endófitos tienen preferencia por un tejido específico. Sin embargo, Win et al. (2017) ha sugerido 

que esto puede estar relacionado con el tipo de nutrientes en el mismo, la anatomía del órgano, el estado 

fisiológico de la planta y el tipo de microorganismo endófito. 

6.4.4 Pruebas de asociación en función del tiempo y las condiciones nutrimentales 

 

Como se mencionó anteriormente, se ha comprobado que las asociaciones entre plantas y endófitos sean 

de origen fúngico o bacteriano, pueden ser influenciadas por el genotipo, el desarrollo y el estado 

fisiológico del hospedero, la concentración y disponibilidad de nutrientes del sustrato en el que se 

desarrolla (Usuki et al, 2002; Frey et al, 2011), así como también por el origen del endófito (ej. Raíz, hojas, 

flores, etc.) (Hardoim et al, 2015).  

 

Además de corroborar el tipo de asociación entre los microorganismos usados en el presentes estudio, 

también se observaron los efectos de dos concentraciones de sales del medio MS, al que se le adicionó 5 

g/L de sacarosa como fuente de carbono sobre la asociación. En el caso de M. anisopliae, los resultados 

indicaron que la colonización endófita del hongo con P. vulgaris, ocurre en raíces y tallos entre los 5 y los 

10 días después de la inoculación y, en hojas, después del décimo día (Figura 12).  

  

   

Figura 12. Índice de colonización de hojas, tallos y raíces de P. vulgaris por M. anisopliae en medio 

Murashige-Skoog (MS) al 100% con 5g/L de sacarosa (a) y MS al 50% con 5g/L de sacarosa (b). 
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Esto es similar a lo reportado por Greenfield et al. (2016), quienes reportan un nivel de colonización en las 

raíces de Manihot esculenta (yuca) por M. anisopliae a partir del día 7 después de la inoculación. Con 

respecto a la biomasa aérea (tallos y hojas), García et al. (2011) reportan la presencia de M. anisopliae al 

en tallos y en hojas de Lycopersicom esculentum (tomate) a los 28 después de la inoculación.  

Con relación a las condiciones nutrimentales, las pruebas t-Student (α=0.05; n=2) no reflejaron diferencias 

significativas en los niveles de colonización de los órganos (tallos: P=0.3, raíz: P=0.7, hojas: mismos valores) 

de P. vulgaris entre los dos medios de cultivo. 

 

Con respecto a la asociación entre M. oryzae y P. vulgaris, se encontró que ésta también es de carácter 

endófito y que puede establecerse después de cinco días de contacto con las raíces y en los tallos a partir 

de los 10 días. 

 

  

 Figura 13. Índice de colonización de hojas, tallos y raíces de P. vulgaris por M. oryzae en medio 

Murashige-Skoog al 100% con 5g/L de sacarosa (a) y Murashige-Skoog al 50% con 5g/L de sacarosa (b). 

 

Existen antecedentes de que el género Methylobacterium puede ser inoculado como endófito en 

diferentes cultivos. Como ejemplo, Poonguzhali et al. 2008 inocularon M. suomiense en plantas de Oryza 

sativa (arroz) var. Dongjin y Lycopersicon esculentum L. (tomate) var. Mairoku encontrándolos de manera 

endófita en hojas y raíces entre los 7 y 10 días después de la inoculación. Las pruebas t-Student no 

reflejaron diferencias significativas en los niveles de colonización de los órganos de P. vulgaris (tallos: 

P<0.2, raíz: P<0.1) entre los dos medios de cultivo.  
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En las pruebas de la co-inoculación de P. vulgaris con el hongo y la bacteria pudo observarse el crecimiento 

de ambos microorganismos a partir de tallos y raíces a los 15 días después de la co-inoculación, 

nuevamente observándose una preferencia por los tallos (Figura 14). En relación con las condiciones 

nutrimentales, las pruebas t-Student (α=0.05; n=2) no reflejaron diferencias significativas en los niveles de 

colonización de los diferentes órganos de P. vulgaris entre los dos medios de cultivo. 

 

 

Figura 14. Colonización endófita de los órganos de P. vulgaris por la mezcla de ambos microorganismos 

(M. anisopliae y M. oryzae) 15 días después de la inoculación. (t-Student, α=0.05; n=2). MS5: sales MS 

100%, 5 g/L de sacarosa; ½MS5: sales MS 50%, 5 g/L de sacarosa 

 

Muchos factores inciden sobre el establecimiento de la asociación entre un endófito y su hospedero, por 

lo que la importancia de conocer el tiempo en el que ésta se establece radica en que los endófitos pueden 

cambiar las condiciones fisiológicas y morfológicas del hospedero, así como también, pueden afectar las 

poblaciones de otros microorganismos presentes en la planta (Reinhold y Hurek, 2011; Porras y Bayman, 

2011; Hardoim et al, 2015). Esto permite, una vez que se conoce el tiempo en el que se establece la 

asociación, probar diferentes condiciones, bióticas y abióticas, para mejorar dicha asociación. En el 

presente ensayo, la composición del medio de cultivo no mostró efectos significativos sobre el 

establecimiento de la asociación entre P. vulgaris y los microorganismos endófitos, juntos o por separado.  

 

6.5 Influencia de asociaciones endófitas en el crecimiento de P. vulgaris bajo estrés salino 

 

La salinidad es uno de los principales tipos de estrés abiótico que limita la productividad de muchos cultivos  
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de interés alimenticio (Pasternak, 1987). La salinización de las tierras de uso agrícola va en aumento a nivel 

mundial, restringiendo cada vez más el rendimiento de los cultivos (Garzón y García 2001). No obstante, 

aunque muchas plantas tienen mecanismos de respuesta al estrés salino (Strogonov, 1964), no todos los 

cultivos agrícolas poseen estos mecanismos (Azad y Kaminskyj, 2016). El uso de microorganismos endófitos 

es un método innovador que se ha ido desarrollando en décadas recientes, ya que puede promover el 

crecimiento vegetal y mejorar la tolerancia de las plantas a ciertos tipos de estrés (Frey et al, 2011). En el 

presente estudio, se indujo estrés salino utilizando NaCl en una concentración 30mM adicionado al medio. 

Esta concentración de NaCl fue seleccionada en base con los antecedentes, ya que se ha observado que 

los efectos negativos sobre el crecimiento o germinación de P. vulgaris ante condiciones salinas inician en 

concentraciones superiores a 20 mM de NaCl (Quintana et al, 2016), aunque los efectos de esta 

concentración de NaCl pueden variar dependiendo de la variedad o especie de frijol (França et al, 2007, 

Chulim et al, 2014).  

Al finalizar el ensayo (15 días después de la inoculación), se observó una menor cantidad de hojas y de 

menor tamaño en las plantas sometidas a estrés salino (Figura 15). 

 

 

Figura 15. Biomasa aérea de plantas de P. vulgaris, con y sin estrés salino, 15 días después de la 

inoculación con M. anisopliae (Ma), M. oryzae (Mo) o la mezcla de ambos microorganismos (M&M). 

 

Solo el tratamiento con M. oryzae estimuló significativamente la producción de hojas por efecto de la  
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asociación con la bacteria. No se encontraron diferencias significativas entre las plantas inoculadas con M. 

anisopliae, la mezcla de microorganismos o el control sometidos a estrés salino con respecto a las plantas 

con los mismos tratamientos, o con el control sin estrés salino (Figura 16). Las señales más comunes de 

una planta bajo estrés salino se reflejan en la baja producción de biomasa y la pérdida de hojas, ya que la 

capacidad de absorción de agua por la planta se encuentra reducida (Porras y Bayman, 2011), lo cual 

conduce a la activación de mecanismos para hacer frente a las condiciones salinas. 

 

 

Figura 16. Producción de hojas en plantas de P. vulgaris en medio ½MS5 sin NaCl y con NaCl, 15 días 

después de la inoculación con M. anisopliae (Ma.), M. oryzae (Mo) y mezcla de los endófitos (M&M). 

Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, α=0.05; prueba de Tukey; n=3). 

 

En algunas plantas del tratamiento control se observaron tricomas (Figura 17) en la superficie de las hojas, 

similares a los reportados por Garzón y García (2011) en dos especies del frijol Vigna unguiculata L., no 

obstante, no se encontraron en ningún otro tratamiento. Algunas dicotiledóneas, presentan dos tipos de 

adaptaciones anatómicas a condiciones de estrés salino: (i) incremento en el tamaño de las células debido 

al aumento del volumen vacuolar (suculencia); (ii) excreción de Na+ y Cl- mediante glándulas modificadas 

(tricomas) o vesículas vejiga (células epidérmicas modificadas). Estas células, localizadas en la superficie de 

las hojas y de los tallos, son células modificadas (tricomas) que se desarrollan durante el crecimiento de la 

planta y permanecen deprimidas en ausencia de sal, pero su crecimiento se ve estimulado por la presencia 

de ésta (Munns y Tester, 2008). Se ha propuesto que los tricomas pueden jugar algún papel en la secreción 

del exceso de sales (Garzón y García, 2011). La aparición de los tricomas, solo en el control con NaCl y no 

en los demás tratamientos, puede deberse a que los microorganismos estén amortiguando los efectos del 

estrés salino. 
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Con respecto a la biomasa de tallos en el medio ½MS5 con NaCl, la inoculación con M. anisopliae, M. oryzae 

no mostró diferencias significativas en comparación con el control, reflejando un efecto neutro de estos 

microorganismos sobre el crecimiento de P. vulgaris bajo condiciones salinas. Sin embargo, sí se encontró 

una disminución significativa (40%) en la producción de biomasa aérea en el tratamiento de la mezcla de 

los endófitos (M&M), en comparación con el control bajo estrés salino (Figura 18, a). 

 

 

Figura 17. Efectos causados por estrés salino en plantas de frijol, 15 días después de la inoculación con los 

endófitos: a) enrollamiento de hojas, b) necrosis, c) clorosis, d) tricomas, e) perdida de turgencia. 

 

En relación con el estrés salino en las raíces, solo M. oryzae mostró un efecto neutro en la producción de 

biomasa de las raíces de P. vulgaris, ya que los tratamientos con M. anisopliae y la mezcla de ambos 

microorganismos (M&M) causaron una disminución significativa (20 y 17%, respectivamente) en dicha 

variable, con respecto a las plantas control (Figura 18). 

 

 

Figura 18. Biomasa de tallos (a) y raíces (b) de P. vulgaris crecidas en medio ½MS5 bajo condiciones 

salinas, 15 días después de la inoculación con M. anisopliae (Ma), M. oryzae (Mo) y mezcla de los 
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endófitos (M&M). Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, α=0.05; prueba de Tukey; 

n=3). 

 

Estos resultados fueron comparados con los resultados de las condiciones no salinas mediante una prueba 

t-Student (Figura 19). Los resultados mostraron diferencias significativas en los tratamientos con los 

endófitos, juntos o por separado, para los tallos y para la zona radicular en el tratamiento con M. oryzae y 

ambos microorganismos. 

 

 

 
Figura 19.  Biomasa de tallos (a) y raíces (b) de P. vulgaris crecidas en medio ½MS5, con y sin NaCl, 15 

días después de la inoculación con M. anisopliae (Ma), M. oryzae (Mo) y mezcla de los endófitos 

(M&M). Diferencias significativas entre los tratamientos con NaCl y sin NaCl se marcan con un asterisco 

(t-Student, α=0.05; n=3) 

 

El efecto neutro de la asociación de P. vulgaris - M. anisopliae y P. vulgaris - M. oryzae en tallos se observó 

al comparar los resultados con y sin NaCl. Se encontró una reducción (22 y 20.4%, respectivamente) en la 

producción de biomasa vegetal de plantas asociadas con M. anisopliae y con M. oryzae (Figura 19, a). Este 

mismo efecto se observó en el tratamiento donde M. oryzae y M. anisopliae fueron co-inoculados, donde 
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la pérdida de biomasa fue mayor al 50% en comparación con los endófitos por separado. En relación con 

los efectos de los endófitos en la zona radicular, la co-inoculación de M. anisopliae y M. oryzae bajo 

condiciones salinas, redujo significativamente la producción de biomasa en comparación con el tratamiento 

sin NaCl.  

La prueba t-Student demostró que M. oryzae es capaz de promover la producción de biomasa de P. vulgaris, 

de manera significativa, bajo condiciones salinas en comparación con la biomasa de las plantas de P. 

vulgaris en asociación con M. oryzae, sin el estrés salino (Figura 19, b). Sin embargo, al comparar los 

resultados de la biomasa de P. vulgaris asociada con M. oryzae, bajo estrés salino con el control (sin 

asociación) bajo condiciones salinas este efecto no fue significativo (Figura 18, b).  

 

Aunque se ha demostrado el efecto benéfico de diversos microorganismos endófitos en la tolerancia de sus 

hospederos ante diversos tipos de estrés (Kim et al, 2010; Khan et al, 2012 Azad y Kaminskyj, 2016), los 

efectos potencialmente benéficos o perjudiciales para una planta varían dependiendo del ambiente, el 

estado fisiológico del hospedero y las condiciones en que se desarrolla, afectando así también la asociación 

(Uzuki et al 2002; Rangel et al, 2008; Frey et al, 2011). El género Methylobacterium ha mostrado efectos 

sinérgicos sobre el crecimiento vegetal al ser co-inoculado con hongos micorrízicos arbusculares en plantas 

de pimiento (Capsicum annuum L.), (Kim et al, 2010; Lee et al, 2015). En relación con Metarhizium, 

particularmente M. anisopliae, también existen antecedentes de que puede hallarse en condiciones 

endófitas interactuando con algunas bacterias entomopatógenas. Sin embargo, los efectos de la co-

inoculación puede tener efectos sinérgicos o antagónicos dependiendo de cantidad del inoculo utilizado 

(Ansari et al, 2005). En este caso, la disminución de la biomasa de P. vulgaris por efecto de la co-inoculación 

de los endófitos pudo haber sido causada por efecto de los metabolitos secundarios que los 

microorganismos producen bajo condiciones de estrés o de los exudados de la planta frente al estrés salino 

(Meena et al, 2012; Frey et al, 2011). 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos bajo condiciones de estrés salino, la asociación entre M. anisopliae 

y M. oryzae, por separado, con P. vulgaris es de carácter neutro; mientras que la asociación con la mezcla 

de los endófitos es antagonista. 

6.6 Asociación entre P. vulgaris y ambos microorganismos bajo condiciones salinas 

 

Como se mencionó, las asociaciones entre endófitos y sus hospederos pueden verse afectados por diversos 
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factores como el estado fisiológico del hospedero, la concentración y disponibilidad de nutrientes del 

sustrato en el que se desarrolla, así como el origen del endófito (Reinhold y Hurek, 2011; Hardoim et al, 

2015; Win et al, 2017).   

 
Las pruebas de endofiticidad mostraron que el estrés salino afectó la asociación de M. anisopliae en las 

hojas de P. vulgaris, ya que bajo condiciones salinas no pudo encontrarse la asociación y si bien se observó 

un marcado descenso en el porcentaje de colonización en los tallos, este no fue significativo (t-Student, 

α=0.05, P=0.1). En relación con M. oryzae y la mezcla de ambos endófitos, no se encontraron diferencias 

significativas entre el porcentaje de colonización en las plantas bajo condiciones salinas y no salinas, 

independientemente del órgano colonizado (t-Student, α=0.05, n=2) (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Índice de colonización endófita de los órganos de P. vulgaris por los microorganismos (M. 

anisopliae y M. oryzae y la mezcla de ambos), 15 días después de la inoculación. Sin NaCl: Medio ½MS5 

sin NaCl; con NaCl: Medio ½MS5 con NaCl. Diferencias significativas entre los tratamientos con NaCl y 

sin NaCl se marcan con un asterisco (t-, α=0.05; n=2). 

 

Metarhizium anisopliae y M. oryzae, juntos o por separado, proporcionan beneficios a otras plantas bajo 

condiciones salinas (Khan et al 2012; Lee et al, 2015). Sin embargo, este efecto  no se observó en el presente 

estudio, por lo que la importancia de saber si la asociación se afectó por las condiciones salinas radica en 

conocer el comportamiento de la asociación bajo esta condición,  en un órgano o en toda la planta, y esto 

a su vez puede afectar el crecimiento de P. vulgaris, ya que se ha corroborado que la asociación entre 
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hospederos y endófitos puede afectarse por diversas condiciones ambientales y los beneficios que los 

endófitos pueden conferirle a su hospedero pueden variar, modificando la relación endófita de mutualista 

a neutra o inclusive antagonista (Reinhold y Hurek, 2011; Hardoim et al, 2015; Win et al 2017). 
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7 CONCLUSIONES 

 

• La composición del medio de cultivo modificó significativamente el crecimiento de P. vulgaris bajo 

condiciones in vitro, encontrando que particularmente la adición de sacarosa (5 g/L) lo estimula y su 

ausencia lo reprime. 

• El medio con sales de Murashige-Skoog al 50% adicionado con 5 g/L de sacarosa (½MS5), permite 

establecer una asociación de tipo endófita entre P. vulgaris-M. anisopliae y P. vulgaris-M. oryzae, bajo 

condiciones in vitro. 

• Es posible establecer las asociaciones endófitas P. vulgaris-M. anisopliae y P. vulgaris-M. oryzae en 

medio ½MS5, a partir de los 10 dias días de contacto, encontrando índices decrecientes de 

colonización en el siguiente orden: tallo > raíz > hojas. 

• Bajo condiciones de no estrés salino, M. oryzae mejora el crecimiento de P. vulgaris después de 15 

días de cultivo en el medio con sales de Murashige-Skoog al 100%, adicionado con 5 g/L de sacarosa 

(MS5). 

• El estrés salino afectó negativamente el crecimiento de P. vulgaris, encontrando que la asociación 

endófita con M. anisopliae y M. oryzae tienen un efecto neutro sobre el crecimiento. 
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8 RECOMENDACIONES 

 

Con base en el trabajo realizado y los resultados obtenidos, se recomiendan los siguientes estudios: 

 

• Para mejorar el entendimiento de la asociación entre P. vulgaris - M. anisopliae / M. oryzae, es 

conveniente ampliar el número de muestras, así como probar nuevas concentraciones de sales MS y 

sacarosa.  

 

• Para determinar el momento propicio de la asociación de cada endófito con P. vulgaris hacer pruebas 

cada 24 horas alrededor del día estimado para cada órgano colonizado. 

 

• Para mejorar la tolerancia de las plantas de P. vulgaris en asociación endófita con aumentar las 

concentraciones de NaCl, así como nuevos métodos de inoculación de los microorganismos 

(aspersión, suspensiones, riegos, etc.).  

 

• Para discernir si los efectos de tolerancia a la salinidad son producidos por los mecanismos naturales 

de la planta o mejorados por los endófitos, realizar análisis de fitohormonas (prolina, ABA, AIA), así 

como otros compuestos relacionados al estrés oxidativo (Malondialdehído, superóxido dismutasa).  
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