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Resumen 

Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) forma simbiosis tripartita con hongos micorrizógenos 

arbusculares (HMA) y bacterias fijadoras de nitrógeno (BFN). Esta asociación tripartita 

utiliza señalización por moléculas para establecerse intracelular en las raíces. La meta de esta 

tesis doctoral fue determinar si Rhizobium tropici CIAT 899 (Rhizobiaceae) y la aplicación 

exógena de riboflavina (vitamina B2) afecta la selección de especies de HMA y la 

colonización fúngica de las raíces en P. vulgaris. Al utilizar la amplificación de fragmentos 

de SSU rRNA extraídos del ADN de raíces colonizadas de P. vulgaris, se registró que la 

presencia de R. tropici alteró la abundancia relativa de especies de HMA. Dominikia 

bernensis fue la especie más abundante en raíces de P. vulgaris, pero cuando se inoculó con 

R. tropici, las especies de Glomus dominaron. Rizobacterias como R. tropici, secretan 

riboflavina y pueden afectar la simbiosis micorrizógena. La adición de riboflavina 50 μM a 

P. vulgaris, incrementó el crecimiento de la planta (28%), el peso seco de los nódulos (18%), 

la colonización micorrizógena (248%) y la frecuencia de vesículas micorrizógenas (56%) en 

las raíces de frijol. La aplicación de riboflavina en concentraciones 3.12 y 12.5 µM favoreció 

la presencia de Glomus macrocarpum Nicolson y Gerd. en las raíces de P. vulgaris. Este 

trabajo resalta la importancia de la identidad de hospedero-simbionte y el condicionamiento 

que la riboflavina causa en la colonización por HMA en raíces de P. vulgaris. 

Palabras clave: Vitaminas, riboflavina, prolina, simbiosis, micorrizas 
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Abstract 

Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) forms a tripartite symbiosis with arbuscular mycorrhizal 

fungi (AMF) and nitrogen-fixing bacteria (NFB). The tripartite association utilizes molecular 

signals to establish itself intracellularly in roots. The aim of this doctoral thesis was to 

determine whether Rhizobium tropici CIAT 899 (Rhizobiaceae) and the exogenous 

application of riboflavin (vitamin B2) affect the selection of AMF species and fungal 

colonization of the roots in P. vulgaris. By amplifying SSU rRNA fragment extracted 

amplification of the DNA of P. vulgaris colonized roots, it was observed that the presence of 

R. tropici altered the relative abundance of AMF species. Dominikia bernensis 

(Glomeraceae) was the most abundant AMF species in P. vulgaris roots, but when inoculated 

with R. tropici, Glomus species dominated. Rhizobacteria like R. tropici secrete riboflavin 

and may affect mycorrhizal symbiosis. The addition of 50 μM riboflavin to P. vulgaris 

increased plant growth (28%), dry weight of nodule (18%), mycorrhizal colonization (248%), 

and the frequency of mycorrhizal vesicle (56%) in bean roots. The application of riboflavin 

at concentrations of 3.12 and 12.5 µM favored the presence of Glomus macrocarpum 

Nicolson y Gerd. ((Glomeraceae) in P. vulgaris roots. This work highlights the importance 

of host-symbiont identity and the conditioning effect that riboflavin has on AMF colonization 

in P. vulgaris roots. 

Keywords: Vitamins, riboflavin, proline, symbiosis, mycorrhiza 
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CAPÍTULO I 

1. Introducción general 

Las plantas utilizan distintos mecanismos para superar las limitaciones ambientales como 

la falta e insuficiencia de recursos disponibles y el estrés ambiental. Una de las más efectivas 

es la simbiosis con otros organismos, especialmente microorganismos. Por ejemplo, las 

plantas forman asociaciones simbióticas con hongos micorrizógenos que colonizan sus raíces 

y extienden su red hifal en el suelo, lo que aumenta la absorción de agua y nutrientes, 

especialmente de nutrientes poco móviles como el fósforo (P) (Bonfante y Anca 2009). Por 

otra parte, las leguminosas establecen también relaciones simbióticas con bacterias fijadoras 

de nitrógeno (por ejemplo, Rhizobium Franck), esto es especialmente relevante en suelos 

pobres en nitrógeno (N) (Gough et al. 2022). Estas relaciones simbióticas pueden ser 

tripartitas; es decir, ocurren al mismo tiempo en algunas plantas, y son esenciales para la 

supervivencia y desarrollo de éstas, sobre todo, en ambientes adversos (Musyoka et al. 2020). 

Estas interacciones son complejas y pueden variar de acuerdo con el entorno y las especies 

involucradas (Yu et al. 2023). Además de las especies involucradas, el intercambio de 

moléculas que son secretadas durante la relación tripartita puede influir en el desarrollo y 

eficiencia de la simbiosis. Por una parte, las plantas secretan una mezcla de moléculas, por 

ejemplo, estrigolactonas (Bouwmeester et al. 2019), flavonoides (Sugiyama 2021), saponinas 

(Sugiyama 2021), entre otras, que influyen en la rizósfera y promueven la movilización de 

nutrientes para su absorción (Dakora y Phillips 2002; Rohrbacher y St-Arnaud 2016). Por 

otra parte, los rizobios pueden exudar moléculas que afectan el desarrollo vegetal (Phillips et 

al. 1999; Marek-Kozaczuk y Skorupska 2001). Un grupo de moléculas que no se han 

estudiado en una interacción tripartita son las vitaminas, las cuales no solo afectan a la planta, 
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sino que pueden estimular el crecimiento de otros organismos simbiontes, como los hongos 

micorrizógenos (Strzelczyk y Pokojska 1990; Kobayashi et al. 2018). La investigación entre 

la simbiosis micorrizógena y los rizobios se ha centrado en los beneficios que otorga a la 

planta (Kaschuk et al. 2010; Larimer et al. 2014), pero pocos son los estudios enfocados en 

la interacción entre ambos microorganismos simbiontes en el mismo hospedero (Afkhami et 

al. 2021). Por lo tanto, este trabajo doctoral se enfocó en la interacción de los simbiontes, no 

solo de manera individual, sino también sinérgica en la rizosfera Phaseolus vulgaris L., una 

planta modelo (Bitocchi et al. 2017), ampliamente estudiada, y esencial en la alimentación 

mexicana(Alcázar-Valle et al. 2021), incluyendo la presencia de una vitamina (B2) secretada 

tanto por la planta como por los rizobios. La información sobre los mecanismos y efectos de 

esta interacción coadyuva a mejorar el entendimiento sobre el papel de las especies de manera 

individual, sus ciclos de vida, control, sobrevivencia y eficiencia. 

La presente tesis doctoral se encuentra organizada por capítulos que contienen los 

artículos publicados. En el Capítulo I se introducen a los hongos micorrizógenos 

arbusculares, las rizobacterias fijadoras de nitrógeno, su interacción tripartita con su 

hospedero, las vitaminas del grupo B, así como los posibles mecanismos relacionados en la 

simbiosis con rizobios. En el Capítulo II, se documentó cómo las concentraciones de la 

vitamina B2 afectan la simbiosis micorrizógena arbuscular en P. vulgaris, en coinoculación 

con R. tropici CIAT 899 Martínez-Romero (Rhizobiaceae) . En el Capítulo III se aborda el 

efecto de la vitamina B9 sobre la simbiosis micorrizógena arbuscular en P. vulgaris. 

Finalmente, se presenta, una discusión integral, basada en los principales hallazgos apartados 

por esta tesis, una sección de conclusiones, y de las perspectivas que deja este trabajo. 
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2. Marco teórico 

 

Fijación de nitrógeno 

Las plantas requieren nutrientes esenciales para su crecimiento y supervivencia. El 

nitrógeno (N) es un elemento utilizado en la síntesis de proteínas, ácidos nucleicos y otros 

compuestos esenciales (Sun et al. 2020). La mayoría de las plantas no pueden utilizar el 

nitrógeno atmosférico (N2) de manera directa; por lo tanto, necesitan de la fijación de 

nitrógeno, un proceso por el cual el N se convierte en una forma utilizable por medio de la 

acción de algunos procariontes (Boyd y Peters 2013). 

La fijación de nitrógeno es un proceso por el cual el N2 se reduce en una forma utilizable 

a amonio (NH₄⁺). Este proceso lo realizan bacterias o arqueas fijadoras de nitrógeno y puede 

ser una fijación simbiótica o asimbiótica (Franche et al. 2009). Las bacterias conocidas 

colectivamente como “rizobios”, viven en el suelo y forman relaciones simbióticas con las 

plantas de la familia Fabaceae. Las bacterias fijadoras de nitrógeno están clasificadas en dos 

grupos: aquéllas de vida libre y los simbiontes (Smercina et al. 2019). Las bacterias de vida 

libre, como Azotobacter Beijerinck 1901 (Pseudomonadaceae), y Azospirillum Tarrand 

(Azospirillaceae), viven de manera independiente en el suelo (Steenhoudt y Vanderleyden 

2000; Wani et al. 2016).  

 

Fijación simbiótica de nitrógeno 

Los rizobios que forman asociaciones simbióticas en las raíces de leguminosas, forman 

nódulos que son estructuras especializadas dónde se lleva a cabo la fijación de nitrógeno 

(Ferguson et al. 2010; Mus et al. 2016). Dependiendo de la planta, los nódulos formados 
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pueden ser indeterminados, con un meristemo apical, o determinados, con una expansión de 

las células infectadas de la zona central del nódulo (Cuadro 1) (Ferguson et al. 2010). 

 

Cuadro 1. Principales diferencias de los nódulos determinados e indeterminados de leguminosas en simbiosis 

con bacterias fijadoras de nitrógeno. 

 Indeterminados Determinados 

División celular 

Córtex interno de la raíz adyacente 

al xilema 

Córtex externo o medio adyacente 

al xilema 

Tipo de meristemo persistente no persistente 

Forma del nódulo Cilíndrico/ramificado Esférico 

Hilo de infección Amplio Angosto 

Células infectadas Altamente vacuoladas Vacuolas mínimas 

Forma principal del bacteroide 

Alargado, viabilidad baja, una por 

simbiosoma 

Tipo bacilo, viabilidad alta, 

múltiples por simbiosoma 

Región geográfica de la planta Región templada Región tropical y subtropical 

Ejemplos de hospederos 

Medicago truncatula (Gartner), 

Trifolium spp. (L.), Pisum sarivum 

(L.) 

Glycine max (L.) Merr., Phaseolus 

vulgaris (L.) y Lotus japonicus 

(Regel) K. Larsen 

Modificado de Ferguson et al. (2010) 

 

Una vez dentro de la raíz, los rizobios se diferencian en bacteroides englobados en la 

célula vegetal, formando un simbiosoma, donde pueden reducir el N (Becker 2017).  

 

Desarrollo del nódulo 

La simbiosis de rizobios con las leguminosas, depende de la especificidad, infectividad 

y efectividad de los rizobios. Todo esto es resultado de la expresión de diferentes moléculas 
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en la bacteria, la planta huésped o en ambos. Flavonoides específicos, liberados por las raíces 

de las plantas, sirven como moléculas que atraen a los rizobios, pero, también, activan la 

expresión de los genes nod (Mathesius 2020), responsables de la síntesis de los factores nod, 

lipo-quito-oligosacáridos que inducen en la planta la formación de los nódulos (Oldroyd 

2013). 

Después de este reconocimiento, se intercambian varias moléculas involucradas en la 

infección de las bacterias en las raíces (Van Damme et al. 2004). Una vez que la bacteria 

entra a la planta, se transforma en bacteroide, iniciando un proceso de endorreduplicación 

(González-Sama et al. 2006) de material genético necesario para la simbiosis; aunque, 

también, reduce la expresión de genes de biosíntesis de aminoácidos en el bacteroide (Prell 

et al. 2009; Carter y Tegeder 2016). Durante este proceso, la bacteria expresa, 

principalmente, la enzima nitrogenasa, encargada de la fijación de nitrógeno (Hoffman et al. 

2014). Por su parte, la planta produce leghemoglobina que protege a la nitrogenasa del 

oxígeno (O2), pero provee de O2 a los bacteroides aerobios (Ramírez et al. 1999). Otras 

moléculas son clave durante la nodulación y son usadas durante el desarrollo de la planta o 

las interacciones bióticas, como las fitohormonas (Buhian y Bensmihen 2018; Lin et al. 2020) 

y algunas vitaminas (Cowles et al. 1969; Matamoros et al. 2006), como la riboflavina y el 

lumicromo (Dakora et al. 2015), tiamina (Yin et al. 2019), vitamina C (Kamran et al. 2023), 

entre otras.  

 

Translocación de nitrógeno fijado 

En los bacteroides, el N2, fijado en forma de NH₄⁺, es transportado a través de la 

membrana del simbiosoma hacia la célula infectada del hospedero para su reducción a 

glutamina y asparagina (Lodwig et al. 2003). Con base en la composición del xilema de las 
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leguminosas, asociadas a bacterias fijadoras de nitrógeno, las leguminosas pueden 

clasificarse como exportadoras de amidas o ureídos. Las amidas son la forma de N dominante 

en leguminosas con nódulos indeterminados (Carvalho et al. 2003); mientras que, en nódulos 

determinados, el N es exportado como ureídos (Atkins and Pate 1982; Atkins and Smith 

2000; Baral et al. 2016). 

En plantas con translocación de N por ureídos, el contenido de ureídos se correlaciona 

con la fijación simbiótica de N (Sanyal et al. 2018), esto significa que la disponibilidad de 

precursores utilizados en la ruta de biosíntesis, influyen en la fijación simbiótica de N. Por 

ejemplo, Reynolds et al. (1982) y Atkins et al. (1997) observaron que la tasa de síntesis de 

novo de sustratos de purinas, determinaba su contribución a la biosíntesis de ureídos y, 

posiblemente, a la fijación simbiótica de N. Atkins et al. (1988) utilizó alopurinol para 

bloquear la biosíntesis de purinas en frijol, en simbiosis con rizobacterias, donde el N fijado 

no era asimilado, ni siquiera como asparagina (Asn). De hecho, varios compuestos 

nitrogenados (Yamashita et al. 2019), transportadores (Carter y Tegeder 2016), ARNi 

(Collier y Tegeder 2012) y enzimas ligadas a la síntesis de ureídos (Le Deunff et al. 2019), 

tienen influencia en la fijación simbiótica de N (Schwember et al. 2019). Estos experimentos 

pusieron en evidencia que muchos de los metabolitos relacionados con esta ruta, influyen en 

la asimilación simbiótica de N y, por lo tanto, podrían ser cruciales en el establecimiento y 

funcionalidad de la simbiosis.  

Mientras que la fijación de N es esencial para el crecimiento de las plantas, no es el único 

proceso simbiótico involucrado en la obtención de nutrientes esenciales. Por ejemplo, otro 

proceso simbiótico importante es el que ocurre entre las plantas y los hongos micorrizógenos.  
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Hongos micorrizógenos 

El término micorriza proviene de las palabras griegas “mykos” para hongo y “rhiza” para 

raíz, y describe la asociación entre las raíces de plantas y hongos simbiontes (Smith and Read 

2010). Esta interacción permite la obtención de carbono (C) desde la planta hacia el hongo, 

y algunos nutrientes del hongo hacia la planta (Bonfante y Anca 2009; Koller et al. 2013). 

 

Tipos de asociación micorrizógena 

 
Existen cuatro tipos de micorrizas y se han descrito basados en sus estructuras y 

funciones: micorrizas orquidiales, ericoides, ecto y endomicorrizas o micorrizas arbusculares 

(van der Heijden et al. 2015).  Una característica común entre todos los tipos de simbiosis 

micorrizógena es que los hongos colonizan dos ambientes, las raíces de las plantas 

(excepcionalmente los rizoides de las briofitas) y el suelo o sustrato circundante, 

interconectando estos hábitats por medio de las hifas (Jansa y Gryndler 2010). 

Tradicionalmente, la investigación se ha enfocado en dos tipos de hongos micorrizógenos, 

las micorrizas arbusculares y las ectomicorrizas (Finlay 2004).  

 

Hongos micorrizógenos arbusculares (HMA) 

 

Los hongos micorrizógenos arbusculares son organismos diversos con 350 especies 

descritas (Wijayawardene et al. 2020). Estos hongos son ampliamente utilizados en la 

agricultura (Neuenkamp et al. 2018), pues su presencia puede influir de manera directa al 

hospedero y de manera indirecta la diversidad y composición de comunidades vegetales 

(Klironomos et al. 2011). La identidad de la planta hospedera y su abundancia pueden influir 
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en la composición de comunidades de estos hongos (Davison et al. 2016); además, las plantas 

prefieren colocar su C en aquellos simbiontes que les provean un mayor beneficio (Ji y Bever 

2016). Esto sugiere que, a pesar de que se perciba a estos hongos como generalistas, el 

ensamble entre plantas y comunidades de hongos micorrizógenos está relacionado, ya sea 

con comunidades que exhiben cambios correlacionados a lo largo de gradientes ambientales 

o durante la sucesión (Neuenkamp et al. 2018). 

La eficiencia de una especie de HMA con el hospedero se puede observar cuando se 

inocula en distintos hospederos. Por ejemplo, la inoculación de Rhizophagus intraradices 

(N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker & A. Schüßle en cuatro especies vegetales (Salvia 

officinalis L. (Lamiaceae), Lavandula dentata L.(Lamiaceae), Thymus vulgaris L. 

(Lamiaceae) y Santolina chamaecyparissus L.(Asteraceae) mostró efectos diferenciales en 

el crecimiento vegetal; es decir, la respuesta al mismo inoculante es diferencial dependiendo 

de la especie vegetal (Rodríguez-Caballero et al. 2017). La inoculación con R. intraradices 

tuvo un incremento de 59 % en hoja y 172 % en raíz, más en el peso seco de S. officinalis; 

mientras que con L. dentata fue de 100 y 270 %, respectivamente (Rodríguez-Caballero et 

al. 2017). Este tipo de estudios demuestran que las especies vegetales responden 

diferencialmente a una misma especie de HMA, por lo que es relevante conocer la especie 

de HMA que se adecúe a la especie vegetal. 

La asociación requiere de cambios en las raíces de las plantas, con modificaciones 

estructurales y funcionales. Durante el establecimiento de la simbiosis, los procesos son 

altamente regulados por ambos individuos. Cada paso requiere de la formación de nuevas 

estructuras, cuyas funciones finales determinarán el desarrollo y eficiencia de la asociación 

(Ho-Plágaro y García-Garrido 2022). 
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Hifas 

Las primeras estructuras en desarrollarse son las hifas que conforman el talo del hongo. 

De manera general, las hifas de los HMA penetran en la epidermis de la planta, formando 

puntos de entrada en las células epidérmicas o hipodérmicas. Los puntos de entrada de las 

raíces difieren entre especies de hongos. Las hifas de las especies de Glomus forman 

estructuras del tipo apresorio en la superficie, antes de penetrar las raíces; mientras que 

Scutelospora calaspora (Nicolson y Gerdemann) C. Walker y F.E. Sanders y Gigaspora 

margarita W.N. Becker y I.R. Hall pueden penetrar de manera directa (Dickson 2004).  

La mayoría de las plantas en simbiosis poseen una hifósfera, que es una zona que rodea 

a las hifas de los HMA, la cual se extiende más allá de la rizósfera. Esta zona tiene un papel 

relevante en la nutrición, adquisición de agua, agregación del suelo, secuestro de C e 

interacción con microorganismos. Una de las razones por la cual la hifósfera se distingue de 

la rizósfera es el diámetro de las hifas micorrizógenas (2–10 μm) que es dos órdenes de 

magnitud menor que las raíces más finas (0.2 mm o menos); por lo tanto, la densidad 

longitudinal de las hifas en el suelo (excediendo 108 m/m3) es mucho mayor a la de las raíces 

(ca. 104 m/m3) (Miller et al. 1995; Allen 2007). Esta característica permite que las hifas de 

los HMA tengan distintas propiedades que son comparadas en el Cuadro 2. 

 

Cuadro 2. Propiedades, procesos y funciones ecológicas de las hifas de hongos micorrizógenos arbusculares 

(HMA) contrastadas con las de las raíces de plantas.  

Propiedades Raíz/rizósfera Hifas/hifósfera Referencias 

Morfológicas 

Diámetro de raíces finas menor 

a 0.2 mm (ca. 104 m/m3 en 

densidad longitudinal) 

Diámetro hifal de 2-10 μm 

(Miller et al. 1995; 

Allen 2007) 
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Zona efectiva 0-4 mm de la superficie radical 

0-2 mm de la superficie hifal y 

extendiéndose hasta 120 mm 

de la raíz 

(Li et al. 1991a, b, c; Gai 

et al. 2015; Kuzyakov y 

Razavi 2019) 

Físicas 

Penetración y distribución de 

bioporos en el suelo 

Flujo de agua y empuje 

hidráulico 

Penetración en rocas 

Entramado hifal 

Formación de agregados del 

suelo 

Flujo de agua y empuje 

hidráulico hifal 

Red micorrizógena común 

mediada por la redistribución 

de agua obtenida por las 

raíces 

Estabilización de carbono (C) 

en el suelo 

Ruta para el desplazamiento 

de bacterias 

(Barea y Jefferies 1995; 

Egerton-Warburton et 

al. 2008; Thorley et al. 

2015; Verbruggen et al. 

2016; Jiang et al. 2021) 

Químicas 

Cambios en pH o/y Eh 

Agotamiento y movilización de 

nutrientes 

Absorción mineral 

Absorción y transporte de 

nutrientes: 

Nitrógeno (N, NO3
-, NH4

+, 

aminoácidos) desde el suelo. 

ortofosfatos (P) 

 

(Jin et al. 2005; 

Bonfante y Genre 2010; 

Ding et al. 2011; 

Whiteside et al. 2012) 

Biológicas 

Deposición de ácidos orgánicos 

que sirven de substrato a las 

bacterias en la micorrizósfera 

Señalización,  

Priming y actividad fosfatasa, 

Deposición de carbono (C) en 

exudados hifales 

(Bharadwaj et al. 2012; 

Cavagnaro et al. 2015; 

Paterson et al. 2016; 

Hao et al. 2021) 
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Estructura e interacción con su 

microbioma 

Modificado de (Wang et al. 2022) 

 

Las hifas intrarradicales tienen un rol distinto a las extrarradicales, pues están rodeadas 

de células vegetales y están en un ambiente más estable y homogéneo (Jansa y Gryndler 

2010). Por otro lado, las hifas extrarradicales producen muchas ramificaciones, con lo que 

pueden incrementar la superficie efectiva de contacto con el suelo (Lanfranco et al. 2018). 

Esto provee una zona activa para el intercambio físico, químico y biológico (Cuadro 2).   

 

Arbúsculos 

Los arbúsculos son estructuras de hífas ramificadas en donde se transfieren nutrientes 

entre la planta y el hongo a nivel celular. En el caso de las plantas, estas suelen recibir fósforo 

(P), y los hongos reciben carbohidratos, aunque también, pueden recibir ácidos grasos de la 

planta (Keymer et al.). Dado que no se han localizado genes de síntesis de ácidos grasos, se 

consideran a los HMA como auxótrofos de ácidos grasos (Wewer et al. 2014). Experimentos 

donde se inducen distintos genes de biosíntesis de ácidos grasos, muestran que estos son 

requeridos para la simbiosis (Bravo et al. 2017). Una expresión heteróloga de acyl ACP 

tioesterasa (específica para el ácido graso C12:O), en Medicago truncatula (Gärtner) con 

HMA, muestran que la acumulación de este compuesto se da en los hongos (Wang et al. 

2017; Jiang et al., 2017). 

 

El desarrollo de arbúsculos está asociado con cambios extremos en la estructura y función 

celular; una célula cortical, que predominantemente está ocupada por una vacuola y tiene un 
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rol estructural en las raíces, se reprograma durante la estimulación simbiótica (Harrison 

2012). Al penetrar el hongo en las células, se pueden formar dos patrones morfológicos 

llamados Arum o Paris (Dickson 2004), que dependen de la combinación de la planta como 

del HMA (Bonfante y Genre 2008). 

 

La mayoría de las plantas presentan una colonización micorrizógena tipo Arum, que se 

caracteriza por la expansión de las estructuras hifales dentro de las raíces del huésped. Estas 

forman estructuras conocidas como arbúsculos, con apariencia de pequeños árboles dentro 

de las células colonizadas, las cuales se expanden empujando la membrana plasmática sin 

penetrarla (Brundrett 2004). Por otro lado, la colonización micorrizógena tipo París es 

común en árboles y hierbas forestales, y se distingue por la formación de pelotones e hifas 

enroscadas dentro de las células (Dickson 2004). 

 

Interacción entre distintas especies HMA 

Usualmente, el sistema radical de una sola planta está colonizado por una diversidad de 

especies de HMA de manera simultánea, formando redes comunes de hifas continuas en el 

sistema planta-suelo. van der Heijden et al. (1998) sugieren que la diversidad de HMA puede 

incrementar la biodiversidad de las comunidades vegetales, así como su productividad. 

Distintas especies de HMA muestran una capacidad diversa de respuesta en la planta y los 

organismos con los que interactúa (Zhou et al. 2020). La especie vegetal tiene fuerte 

influencia en las comunidades bacterianas presentes en la rizósfera (Emmett et al. 2021); 

aunque, los mecanismos de selección todavía no son claros.  

En el caso de mezclas de HMA, la combinación de distintas especies se utiliza con 

frecuencia para incrementar sus efectos benéficos (Yooyongwech et al. 2023); por ejemplo, 
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la combinación de Funneliformis (Schüßler y Walker) con especies de Acaulospora (Gerd.  

Trappe) incrementó significativamente la adaptabilidad fisiológica y bioquímica de Sorghum 

bicolor ( Mönch) (Poaceae)1 durante sequía (Neumann y George 2004). De igual manera, 

una inoculación con 25 especies de HMA, de 4 géneros, que incluyen Funneliformis, 

Acaulospora, Gigaspora (Gerd. y Trappe) y Scutellospora (Walker y Sanders), resultó en un 

incremento en el desarrollo vegetal (Yooyongwech et al. 2013).  

En otros estudios, la coinoculación de seis especies nativas distintas de HMA en 

Metrosideros laurifolia (Brongn. y Gris) (Myrtaceae), inducen un incremento en el 

crecimiento vegetal, mayor tolerancia al estrés por metales pesados y a deficiencias de 

nutrición mineral, mayor cociente Ca/Mg, en comparación con inóculos comerciales con una 

sola especie (Crossay et al. 2019). 

La selección específica de especies de HMA y sus combinaciones puede contribuir a una 

asociación eficiente en el uso de HMA. En Oryza sativa L. (Poaceae), el uso individual y en 

distintas combinaciones de Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson y Gerd.) (BEG12), 

Acaulospora laevis (Gerd. y Trappe) (BEG13), y Gigaspora margarita (Becker y Hall) 

(BEG34), mostró que sólo la combinación de A. laevis y G. margarita incrementaba el 

rendimiento de O. sativa entre 125 y 145%; mientras que la inoculación individual, mostraba 

un incremento, significativamente, menor. Estudios como los anteriormente citados, revelan 

que la investigación específica de la combinación adecuada de especies de HMA es vital para 

la toma de decisiones en los productos y especies utilizadas para inocular. 
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Interacción con otros microorganismos 

Los HMA y las plantas interactúan con las comunidades microbianas del suelo contiguo 

(Rodríguez-Caballero et al. 2017), en parte, por la cantidad y la fuente de C que la planta 

hospedera ingresa al suelo (De Gruyter et al. 2022).  

El grupo de las leguminosas tiene la capacidad de interactuar, simultáneamente, con dos 

simbiontes, los HMA y los rizobios; ambos interactúan con la misma planta, formando 

estructuras especializadas en las raíces y son mantenidas por la energía proporcionada por la 

planta a sus raíces (Javaid 2010). Durante esta interacción, ambos simbiontes pueden 

afectarse mutuamente (Tsikou et al. 2023); aunque, puede depender de la combinación y las 

especies de simbiontes involucradas (Kavadia et al. 2021). 

 

Interacción hongos micorrizógenos arbusculares (HMA)-bacterias fijadoras de nitrógeno 

(BFN) 

La interacción entre rizobios y HMA es común, ya que estas relaciones simbióticas no 

solo comparten espacio y hospederos. Muchos componentes moleculares involucrados en las 

rutas de señalización de leguminosas y rizobios también son esenciales para la colonización 

de las raíces por parte de los HMA (Tsikou et al. 2023). Por ejemplo, las moléculas de 

señalización de rizobios son casi idénticas a las moléculas de señalización micorrízicas: 

cadenas cortas de quitina con una cola lipídica, lipoquitooligosacáridos (LCO) (Harris et al. 

2020). Este fenómeno se conoce como la ruta común simbiótica (Oldroyd et al. 2009). 

Aunque existen estudios de la interacción tripartita, los aspectos que influyen en la 

efectividad de cada simbionte sobre el otro, no son claros (Tsikou et al. 2023).  

En leguminosas, se tiene evidencia directa de que las plantas micorrizadas incrementan 

la nodulación (Kaschuk et al. 2010). Por su parte, las bacterias parecen representar un tercer 
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componente en las asociaciones micorrizógenas y pueden jugar un papel relevante en sus 

funciones (Bonfante y Anca 2009). Existen varios mecanismos que están involucrados en la 

promoción y el crecimiento de las leguminosas con la inoculación compuesta de HMA y 

bacterias fijadoras de nitrógeno (BFN). 

 

Mecanismos de interacción entre simbiontes 

En la simbiosis con BFN, existen moléculas producidas por rizobios que son importantes 

para el establecimiento de la simbiosis (factores Nod). Aunque su función primaria es iniciar 

la formación de nódulos, también tienen un impacto en la micorrización (Oláh et al. 2005). 

Los factores Nod son reconocidos por receptores específicos en las raíces de las plantas, lo 

que activa las rutas de señalización para promover la formación de nódulos (Buhian y 

Bensmihen 2018). Estas rutas involucran los genes DMI1/DMI2, que también están 

involucrados en el proceso de micorrización (Oláh et al. 2005). Se ha demostrado que, 

incluso, en bajas concentraciones (10-7 nM) de factores Nod, la colonización micorrizógena 

se incrementa en las raíces tanto noduladas como no noduladas (Xie et al. 1995), lo cual 

sugiere que este metabolito comparte una ruta metabólica de respuesta de la planta en el 

establecimiento de la simbiosis por HMA (Parniske 2008). 

También, se tiene registro de que los rizobios pueden afectar la germinación de 

esporas micorrizógenas arbusculares y el crecimiento micelial (Artursson et al. 2006), en 

parte debido a factores Nod (Nagae et al. 2016a). De igual manera los HMA secretan 

lipoquitooliosacáridos (factores Myc), que promueven la formación de nódulos radicales de 

rizobacterias (Nuccio et al. 2013) e incrementan la expresión de genes de nodulación de los 

rizobios (Backer et al. 2018) Por ejemplo, la inoculación con Rhizophagus irregularis 



32 
 

(Błaszk., Wubet, Renker & Buscot) C. Walker & A. Schüßler modifica la estructura 

microbiana en la rizósfera, creando un ambiente favorable para Rhizobium (Vestergård et al. 

2008; Mechri et al. 2014); aunque, este efecto, también, depende del hospedero (Söderberg 

et al. 2002). 

Distintas especies de rizobios sintetizan una variedad de metabolitos para su crecimiento 

celular, entre los que destacan las vitaminas del grupo B, como la tiamina, niacina, biotina y 

riboflavina, entre otros (Dakora et al. 2015). El efecto de estas vitaminas en el desarrollo de 

la planta se conoce desde hace más de 30 años, pero no se conoce el efecto directo de estas 

moléculas en la simbiosis micorrizógena. Al interactuar los HMA con los rizobios, es 

probable que estas moléculas influyan      en la interacción entre estos grupos de 

microorganismos y su relación con la planta hospedera.  

 

Presencia de vitaminas en la interacción HMA-BFN 

Las vitaminas son esenciales para el crecimiento de los organismos y se conocen, por lo 

menos, 30 diferentes compuestos considerados como vitaminas, de las cuales 20 son 

consideradas necesarias para la salud humana (Wang et al. 2021). Estas vitaminas pueden ser 

solubles en grasas o en agua. Muchas plantas y microorganismos los pueden sintetizar de 

manera natural; mientras que los animales necesitan adquirir estas vitaminas a través de su 

dieta o suplementos (Li et al. 2021; Wang et al. 2021). Entre estas vitaminas, las del complejo 

B, se sabe que son esenciales en numerosos procesos metabólicos, pues, además de sus 

papeles como cofactores de enzimas, tienen funciones distintivas en las plantas y en los 

microorganismos (Roje 2007). 
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Vitaminas del grupo B 

Las vitaminas del grupo B juegan un papel importante en la formación de la simbiosis 

entre las raíces de las plantas con microorganismos, ya que tienen influencia en distintos 

aspectos del desarrollo de los individuos, interacción, establecimiento y funcionamiento en 

general. Los roles específicos de cada vitamina en la simbiosis con estos microrganismos se 

pueden categorizar en varios puntos clave: 

a) Crecimiento y desarrollo. Promueven el crecimiento y desarrollo tanto para las plantas como 

de sus simbiontes. Ambos, producen nutrientes esenciales que son requeridos para procesos 

celulares y actividades metabólicas involucrados en su crecimiento. Por ejemplo, la tiamina 

o vitamina B1 es necesaria para el desarrollo de las raíces y, en general, promueve el 

crecimiento de las plantas (Muthukrishnan et al. 2019). 

b) Procesos metabólicos. Las vitaminas actúan como coenzimas y cofactores para distintos 

procesos metabólicos, influyendo en la biosíntesis de compuestos esenciales. Por ejemplo, la 

riboflavina es necesaria para el transporte de electrones y la producción de energía 

(Sepúlveda Cisternas et al. 2018); mientras que la piridoxina se utiliza para la biosíntesis de 

aminoácidos y hormonas (Parra et al. 2018). Ambos procesos permiten a los 

microorganismos y las plantas metabolizar su energía química, así como construir las 

biomoléculas necesarias para el crecimiento, comunicación celular y defensas. 

c) Moléculas de señalización. Algunas vitaminas tienen el papel de comunicación entre plantas 

y sus simbiontes (Dakora et al. 2015). Por ejemplo, la forma activa de la tiamina pirofosfato, 

actúa como una molécula de señalización involucrada en las respuestas de la defensa en el 

establecimiento de asociaciones mutualistas (Ahn et al. 2005). Estas funciones son 

importantes para coordinar las interacciones simbióticas y modular las respuestas de ambos 

organismos. 



34 
 

d) Intercambio de nutrientes y funciones simbióticas. Las vitaminas contribuyen al 

funcionamiento de la fijación simbiótica de nitrógeno, ya que proveen los cofactores 

necesarios para la fijación de nitrógeno (Dakora et al. 2015).  

 

En plantas, los primeros estudios de la biosíntesis de vitaminas B se enfocaron en la 

tiamina y niacina, entre 1930 y 1940; sin embargo, hoy se reconocen más funciones en 

plantas (Roje 2007).  

Las rutas de biosíntesis del ácido pantoténico, piridoxal, riboflavina, biotina y folatos en 

plantas han sido ampliamente estudiadas, ya que se conoce a la mayoría de los intermediarios, 

enzimas y genes involucrados (Roje 2007). Sin embargo, pocos son los estudios que 

involucran el estudio de estas vitaminas durante la simbiosis entre microorganismos y la 

planta.  

Se conocen las rutas y genes involucrados en la biosíntesis de estas vitaminas en bacterias 

simbiontes, pero, para el caso de los HMA, estos carecen de dichas rutas, sobre todo de las 

vitaminas B1, B6, B7 y B9 (Figura 1) (Kobayashi et al. 2018; Morin et al. 2019; Venice et 

al. 2020). Esta carencia puede explicar, en parte, la dependencia simbiótica de los HMA con 

sus hospederos vegetales, ya que requieren que las plantas, u otros organismos, les 

proporcionen estas vitaminas (Genre et al. 2020). Los HMA son microorganismos muy 

difíciles de cultivar de manera axénica y en condiciones in vitro (Fortin et al. 2005), lo que 

está relacionado con la dependencia auxotrófica de la simbiosis. El crecimiento de HMA se 

cree, entonces, que depende de muchos compuestos adicionales que van más allá de 

carbohidratos y lípidos proporcionados por el hospedero, por lo que este podría ser el caso 

de las vitaminas.  
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Figura 1. Rutas de biosíntesis de vitaminas del grupo B faltantes en dos especies de 

Rhizophagus  (T.H. Nicolson y N.C. Shenck). Las líneas naranjas indican rutas enzimáticas 

cuyos genes están ausentes en Rhizophagus clarus (T.H. Nicolson y N.C. Schenck) C. 

Walker y A. Schüßler y Rhizophagus irregularis (Błaszk., Wubet, Renker y Buscot) C. 

Walker y A. Schüßler pero presentes en Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen. 

Las líneas negras indican rutas enzimáticas cuyos genes están presentes en R. clarus y R. 

irregularis. Las líneas verdes y azules indican rutas enzimáticas cuyos genes están presentes 

en R. clarus o R. irregularisi, respectivamente (Kobayashi et al. 2018). 

Cada vitamina tiene una función particular en las plantas y en los microorganismos 

(Cuadro 3), pero, durante la simbiosis, éstas podrían ser o no determinantes en la eficiencia 

y el éxito de la interacción biótica. 

 

Cuadro 3. Funciones de las principales vitaminas del grupo B en las plantas y su relación con 

microorganismos asociados. 
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Vitamina Función Referencias 

Tiamina (B1) 

Cofactor en el metabolismo 

celular/crecimiento de nódulos 

Nagae et al. (2016b) 

 Síntesis de hormonas vegetales 

Ahn et al. (2005); Suohui et al. 

(2022); Sadak (2023) 

 Reacciones de defensa de la planta Fitzpatrick y Chapman (2020) 

 

Promoción de crecimiento en las plantas y 

raíces 

Muthukrishnan et al. (2019); 

Jabeen et al.(2022) 

 Formación de esporas de HMA (Nagae et al. 2016b) 

 

Colonización y producción de nódulos de 

rizobios  

Marek-Kozaczuk y Skorupska 

(2001); Nagae et al. (2016a) 

 Promoción del crecimiento hifal Abeysinghe et al. (2020) 

Riboflavina (B2) Cofactor en el metabolismo celular Walsh y Wencewicz (2013) 

 Reacciones de defensa de la planta Nie y Xu (2016) 

 

Promoción de crecimiento de la planta y 

división celular 

Phillips et al. (1999); Pholo et al. 

(2018); Tian et al. (2022) 

 Reducción de estrés por salinidad Jiadkong et al. (2023) 

 

Quorum-sensing (señalizacion de quorum) 

en bacterias/molécula señal 

Rajamani et al. (2008) 

 Nodulación efectiva/simbiosis  

Schwinghamer (1970); Gouws 

et al. (2012) 

Niacina (B3) Tolerancia al estrés  Vendruscolo et al. (2019) 

 Crecimiento de la planta  

 Reducción de estrés salino 

Pradi-Vendruscolo y Seleguini 

(2020) 

 Desarrollo y producción de nódulos 

Marek-Kozaczuk y Skorupska 

(2001) 
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Ácido pantoténico (B5) Cofactor en el metabolismo celular White et al. (2001) 

Piridoxina (B6) Cofactor en el metabolismo celular  

 Reacciones de defensa de la planta Zhu et al. (2018) 

 Promoción de crecimiento vegetal  

 

Involucrado en la fijación simbiótica de 

nitrógeno 

Taga y Walker (2010) 

Biotina (B7) Cofactor en el metabolismo celular Sirithanakorn y Cronan (2021) 

 

Quórum-sensing en bacterias/molécula 

señal 

 

 Reducción de estrés en plantas Wang et al. (2020) 

 Inducción de raíces laterales Ruiz-Herrera et al. (2019) 

 Crecimiento celular bacteriano Watson et al. (2001) 

Folatos (B9) 

Biosíntesis de purinas en nódulos 

bacterianos 

Zrenner et al. (2006) 

Cobalamina (B12) 

Cofactor en el metabolismo celular 

Cofactor involucrado en la fijación 

simbiótica de nitrógeno 

Taga y Walker (2010) 

Modificado de Palacios et al. (2014) 

 

Tiamina (B1) 

La tiamina es esencial para el desarrollo de todos los organismos vivos. En el caso de 

las plantas, se requiere para su crecimiento (Goyer 2010). En microorganismos simbiontes, 

su función es variada; por ejemplo, los HMA carecen de muchas de las rutas de biosíntesis 

de vitaminas, como la B1 (Tisserant et al. 2013; Nagae et al. 2016b), por lo que esta vitamina 

la reciben de la planta para sus funciones vitales o de reproducción. En nódulos de Lotus 

japonicus (Regel), la adición externa de tiamina incrementa su diámetro; aunque, en la 

simbiosis micorrizógena arbuscular (MA) no se aprecia un incremento en la colonización 
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(Nagae et al. 2016a). A pesar de esto, en esporas de HMA la acumulación de esta vitamina 

es considerable, a diferencia de las concentraciones registradas en raíces (Nagae et al. 2016b), 

sugiriendo que los HMA absorben activamente tiamina de su hospedero durante la simbiosis. 

La falta de la ruta biosintética de la tiamina en HMA, la cual es esencial, por ejemplo, 

para la infección de otros hongos como los tizones (Sohn et al. 2000), sugiere que esta 

vitamina puede ser fundamental para la interacción de los HMA con las raíces de las plantas 

(Kobayashi et al. 2018).  

 

Riboflavina (B2) 

Se tiene registro de que las bacterias que colonizan las raíces de sus hospederos 

exudan riboflavina, una biomolécula que desempeña un papel crucial en las relaciones 

mutualistas entre las plantas y las bacterias (García-Angulo 2017). En un análisis 

comparativo de genomas mediante el paquete get_homologes (Contreras-Moreira and 

Vinuesa 2013) de 33 especies del género Rhizobium, se encontró que las 33 especies 

analizadas cuentan con los genes necesarios para su biosíntesis (Anexo 1) (García-Angulo 

2017), los cuales son: ribAB (GTP ciclohidrolasa II/ 3,4-dihidroxi-2-butanona-4-fosfato 

sintasa), RibD (Pirimidina deaminasa/reductasa), ribE (Riboflavina sintasa), ribH (6,7 

dimetil 8-ribityllumazine sintasa). 

La riboflavina, también conocida como vitamina B2, juega un papel crítico en el 

metabolismo de los organismos vivos, ya que es necesaria para la biosíntesis de flavin 

adenina dinucleótido (FAD) y flavin mononucleótido (FMN), que son cofactores implicados 

en las reacciones redox de las células. Las bacterias simbiontes fijadoras de nitrógeno (BFN) 

requieren de esta vitamina para su crecimiento y para llevar a cabo la fijación de nitrógeno. 
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La biosíntesis de FAD y de FMN en las BFN es catalizado por las enzimas riboflavina sintasa 

y FMN sintasa, respectivamente (Moreno et al. 2022). Estas enzimas utilizan la vitamina B2 

como sustrato para su actividad y su deficiencia puede limitar la biosíntesis de estos 

cofactores (Abbas y Sibirny 2011), produciendo, al mismo tiempo, un crecimiento reducido 

bacteriano y, por ende, una menor fijación simbiótica de N (Gouws et al. 2012). 

Se han detectado altas concentraciones de flavinas, principalmente riboflavina (80%) y flavin 

mononucleótido (20%), en el espacio peribacteroidal de Bradyrhizobium diazoefficiens 

(Delamuta) en la soya, independientemente de si los nódulos son efectivos o no. Esta 

acumulación de flavinas no está presente en raíces no infectadas ni en rizobios de vida libre, 

lo que indica que la acumulación de esta vitamina es el resultado de la interacción simbiótica 

(Fehling et al. 1992). 

Yurgel et al. (2014 a, b) encontraron que Ensifer meliloti (Dangeard, synonym 

Sinorhizobium meliloti) contiene dos rutas biosintéticas de riboflavina paralelas, una para el 

metabolismo interno y otra para exportación (Yurgel et al. 2014). Al ser una molécula grande, 

la explicación de esta redundancia puede radicar en la dificultad de transportar esta molécula 

a través de la membrana (Jin et al. 2017). 

Estudios anteriores han demostrado el papel de la riboflavina en las BFN y su 

importancia en la fijación simbiótica de N. Por ejemplo, un estudio realizado por Yurgel et 

al. (2014) demostró que la riboflavina es necesaria para establecer simbiosis efectiva con el 

hospedero, pues una baja concentración afecta la colonización y nodulación de las raíces. En 

otro estudio, E. meliloti (Dangeard), con una copia extra del gen ribBA para la biosíntesis de 

riboflavina, fue 55% más eficiente en colonizar las raíces de alfalfa al formar nódulos (Yang 

et al. 2002).  
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Un derivado de la riboflavina, el lumicromo, incrementa la acumulación de almidón 

en soya y tomate, al incrementar transcritos de gliceraldeido-3-fosfato deshidrogenasa 

(Gouws et al. 2012). Además, el lumicromo puede reducir los niveles de expresión génica de 

la ACC oxidasa en plantas, una enzima para la síntesis de etileno, reduciendo, por lo tanto, 

la producción de etileno y, por ende, la formación de nódulos simbióticos en las raíces 

(Gouws et al. 2012). 

Las rizobacterias no sólo sintetizan la vitamina B2, sino que también se tiene registro 

de que puede transportarla a través de sus membrana y pared celular (Phillips et al., 1999). 

Se tienen identificados distintos genes que expresan transportadores de esta vitamina, como 

el RibU (Duurkens et al., 2007), RibN (Garcia-Angulo et al., 2013), RibM (Hemberger et al., 

2011), RfuABCD (Deka et al., 2013), RfnT (Vitreschak et al. 2002; Gutiérrez-,Preciado et 

al. 2015), RibXY (Sun et al., 2013), ImpX (Vitreschak et al., 2002) y RibZ (Gutiérrez-

Preciado et al., 2015). Estos transportadores pueden servirle a las rizobacterias para 

interactuar con el entorno rizosférico. 

En las plantas, esta vitamina puede incrementar la respiración en las raíces 

incrementando la concentración de CO2 en la rizósfera (Lowe y Evans 1962). Un incremento 

de CO2 en la rizósfera a causa de esta vitamina, puede, también, estimular el crecimiento de 

los HMA (Bécard y Piché 1989); aunque, evidencia directa de este efecto no ha sido 

documentada.  

 

Piridoxina (B6) 

Rhizobium puede sintetizar la vitamina B6 o pirodoxina (TAZOE et al. 2002); esta vitamina 

se encuentra acoplada con la biosíntesis de folatos (vitamina B9), en la ruta de un carbono 
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(Rush et al. 2005). La presencia de folatos regula la producción de vitamina B6 y viceversa, 

debido a que la síntesis de vitamina B6 es dependiente de la conversión de THF y 5,10-

MTHF, lo que limita la producción de precursores de aminoácidos (Zheng et al. 2019). Esto 

significa que variaciones en la presencia de la vitamina B9, puede incrementar la producción 

de la vitamina B6 en Rhizobium, posiblemente, estimulando la actividad simbiótica en la 

planta.   

 

Ácido fólico (B9) 

La vitamina B9, ácido fólico o folatos, es un componente importante del metabolismo 

de los organismos vivos (Cossins y Chen 1997), debido a que son donadores/aceptores de 

unidades de un carbono que forman parte de moléculas importantes, como aminoácidos y 

ácidos nucleicos (Gorelova et al. 2017). Las reacciones catalizadas por los folatos proveen 

de grupos metilos, indispensables para regular la expresión génica, pero, también, son 

prerrequisitos para la síntesis de lípidos, proteínas, clorofila y lignina (Gorelova et al. 2017). 

Las BFN, como Azorhizobium sp. (Dreyfus), pueden producir hasta 0.96mM de folatos 

(Bhadrecha et al. 2021), lo cual podría impactar, directamente, a la planta y a otros 

microorganismos del suelo como los HMA.  

En un análisis comparativo de genomas mediante el paquete get_homologes 

(Contreras-Moreira and Vinuesa 2013) de 33 especies del género Rhizobium, se encontró que 

las 33 especies analizadas cuentan con los genes necesarios para su biosíntesis (Anexo 2) (de 

Crécy-Lagard et al., 2007), los cuales son: folA (Dihidrofolato reductasa), MAT (metionina 

adenosiltransferasa), ALDH1L1 (10-formiltetrahidrofolato deshidrogenasa), folE (GTP 

cicloidrolasa), ADCs (Aminodeoxicorsimato sintasa), folP (Dihidropteroato sintasa), folC 
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(Folipoliglutamil sintasa), MTHFR (Metilenetetrahidrofolato reductasa), glyA 

(Serina/glicina hidroximetil transferasa), SAM (Adenosil metionina sintasa), FBP (proteína 

ligadora de folatos), folK (hidroximetildihudropterina pirofosfokinase), GGH (Gamma 

glutamil hidrolasa). 

Durante la simbiosis con BFN de nódulos determinados, el N fijado es traslocado del 

nódulo a la planta como ureidos (Atkins 1987). La ruta de biosíntesis de ureidos en nódulos 

determinados es precedida por la biosíntesis de novo de purinas (Tajima et al. 2004). En esta 

ruta se requieren dos moléculas de 10-formyl-tetrahydrofolatos (folatos) (Zrenner et al. 2006) 

y una molécula de glicina que utiliza, a su vez, una molécula de tetrahidrofolato para su 

interconversión de serina (Mitchell et al. 1986). El papel de los folatos durante la fijación 

simbiótica de N no ha sido estudiado; aunque, debido a su relación directa con la 

translocación del N fijado en nódulos, se puede considerar que la concentración de esta 

vitamina puede influir en las BFN. 

Si bien no hay varios estudios sobre la producción de folatos por parte de las 

rizobacterias, se presume que distintas bacterias gram-negativas pueden exudar ya sea folatos 

o sus derivados, ya que poseen los genes completos para su biosíntesis (Ledesma-Amaro et 

al., 2013; Marek-Kozaczuk & Skorupska, 2001; Revuelta et al., 2018). Además, se han 

identificado dos transportadores de membrana de folatos en bacterias, el FolT (Eudes et al., 

2008) y el FBT(Eudes et al., 2010), lo cual también abre la posibilidad de que esta vitamina 

interactúe con los elementos de la rizósfera. 

El contenido de folatos en plantas se puede ver afectado por otros componentes como la 

concentración de ácido salicílico, ya que su presencia incrementa el contenido de folatos en 

plantas (Puthusseri et al. 2012). En la simbiosis MA, la colonización de las raíces varía de 

acuerdo con la concentración de ácido salicílico en la planta hospedera (Herrera Medina et 
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al. 2003). En un estudio con plantas transgénicas de tabaco, tanto con niveles reducidos como 

con biosíntesis constitutiva de ácido salicílico, se observó una reducción en el porcentaje de 

colonización MA en las raíces (Herrera Medina et al. 2003).   

 

Colbalamina (B12) 

La vitamina B12, también, es fundamental para la fijación de N (Taga y Walker 2010) 

porque su concentración está directamente relacionada con el crecimiento de la bacteria E. 

meliloti (Dangeard)(Taga et al. 2007) y el número de bacteroides presentes en los nódulos 

(Dilworth et al. 1979). 

 

Identidad del hospedero 

La diversidad de plantas y la productividad de los ecosistemas está influenciada, 

significativamente, por la diversidad de especies de HMA del suelo (van der Heijden et al. 

1998). Además, las especies vegetales pueden responder diferencialmente a cada especie de 

HMA (Ramírez-Viga et al. 2018) e, incluso, a la mezcla de otros microorganismos que 

constituyen consorcios (Berendsen et al. 2012).  

El crecimiento y productividad de las leguminosas son dependientes de la combinación 

específica de sus rizobios y los HMA con un hospedero, indicando que hay interacciones 

sinérgicas entre los microorganismos simbiontes compatibles. En un estudio de Xavier y 

Germida (2002), observaron que la respuesta de Lens culinaris (Medik) a dos especies de 

HMA y 9 cepas de Rhizobium leguminosarum (Frank) bv viceae, varió significativamente y, 

por su parte, una selección no compatible de una especie micorrizógena podría reducir la 

eficacia de una cepa eficiente de R. leguminosraum bv vicaea. Por el contrario, una especie 
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de HMA compatible, podría mejorar la eficacia de una cepa ineficiente de R. Leguminosarum 

(Frank) bv vicaea. Por otro lado, la efectividad de los HMA en el crecimiento vegetal depende 

de la combinación hospedero-especie simbionte (Shi et al. 2016). Kavadia et al. (2021) 

observaron que la presencia de E. meliloti en Vigna unguiculata (L.) Walp. inoculada con 

tres especies de HMA, favorecía la presencia de Rhizophagus irregularis (Błaszk., Wubet, 

Renker y Buscot) sobre las demás especies de HMA, y la eficiencia de la interacción en la 

planta dependía de la combinación de especies fúngicas.  

En resumen, la interacción entre rizobios, HMA y las vitaminas del complejo B, es 

un proceso complejo y multifactorial, donde cada componente juega un papel esencial en el 

establecimiento y éxito de la simbiosis. Las vitaminas del grupo B, al influir en el 

crecimiento, desarrollo, metabolismo y comunicación entre las plantas y sus simbiontes, 

podrían ser un factor clave para optimizar la efectividad de estas asociaciones simbióticas. 

Aunque, este dependerá no solo de la especie vegetal, sino de la identidad de cada 

microorganismo. 
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3. Preguntas de investigación 

¿Las vitaminas del grupo B pueden influir en la simbiosis tanto micorrízica como en la 

fijación simbiótica de nitrógeno? 

¿Cuál es la concentración de vitamina B2 afecta la colonización micorrizógena? 

¿Qué efecto tiene la riboflavina y la coinoculación de R. tropici en la simbiosis 

micorrizógena, su desarrollo y la selección de especies de HMA? 

4. Hipótesis 

 

La adición de riboflavina y Rhizobium tropici condiciona la simbiosis entre Phaseolus 

vulgaris y hongos micorrizógenos arbusculares. 

 

5. Objetivo general 

Determinar el efecto de la inoculación de Rhizobium tropici y la adición de riboflavina en 

las comunidades de HMA asociadas a Phaseolus vulgaris. 

 

6. Objetivos específicos 

 

a) Identificar genes candidatos de transporte de vitaminas B2 y B9 en especies de Rhizobium. 

b) Identificar genes de biosíntesis de vitaminas B2 y B9 en rizobacterias y hongos 

micorrizógenos arbusculares. 
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c) Identificación de concentraciones de vitamina B2 que afectan la colonización micorrízica 

en P. vulgaris. 

d) Evaluar el efecto de la vitamina B2 durante la simbiosis micorrízica y Rhizobium tropici en 

P. vulgaris. 

e) Determinar los efectos en las especies de hongos micorrizógenos en coinoculación con R. 

tropic
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Abstract  

Folates are multifunctional metabolites in plants that are essential for cell division, nucleic 

acids and amino acid synthesis. During symbiotic nitrogen fixation in legumes, these 

cofactors are needed for de novo purine biosynthesis, meaning that changes in the folate 

pools could directly affect the flow of fixed nitrogen to the plant. Its role related to symbiotic 

nitrogen fixation has not been yet explored, but recent data suggests a relevant role during 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/ppl.13218
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the first steps. Transcriptomic, metabolomic and proteomic analyses indicate that folates are 

accumulated in symbiotic plant tissue, as they are involved, not only in de novo purines 

biosynthesis, but in nitrogen translocation, endoreduplication and phytohormones 

biosynthesis. Understanding the possible implication of folate pools during the nitrogen 

fixation and assimilation, might aid for new engineering targets, in relation to the two 

transformylations or the production of glycine by serine hydroxymethyltransferase during 

the de novo purine biosynthetic pathway. In this review, we intend to deliver and discuss the 

available evidence that supports a relevant role of folates during the symbiotic nitrogen 

fixation. 

  

Resumen 

Los folatos son metabolitos multifuncionales en las plantas, esenciales para la división 

celular, la síntesis de ácidos nucleicos y de aminoácidos. Durante la fijación simbiótica de 

nitrógeno en leguminosas, estos cofactores son necesarios para la biosíntesis de novo de 

purinas, lo que significa que los cambios en los reservorios de folatos podrían afectar 

directamente el flujo de nitrógeno fijado hacia la planta. Su papel relacionado con la fijación 

simbiótica de nitrógeno aún no ha sido explorado, pero datos recientes sugieren un rol 

relevante durante los primeros pasos. Análisis transcriptómicos, metabolómicos y 

proteómicos indican que los folatos se acumulan en los tejidos simbióticos de las plantas, ya 

que están involucrados no solo en la biosíntesis de novo de purinas, sino también en la 

translocación de nitrógeno, la endorreduplicación y la biosíntesis de fitohormonas. 

Comprender la posible implicación de los reservorios de folatos durante la fijación y 
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asimilación de nitrógeno, podría proporcionar nuevos objetivos de ingeniería, en relación con 

las dos transformilaciones o la producción de glicina por la serina hidroximetiltransferasa 

durante la vía biosintética de purinas de novo. En esta revisión, pretendemos presentar y 

discutir la evidencia disponible que apoya un papel relevante de los folatos durante la fijación 

simbiótica de nitrógeno. 

 

1 Introducción 

Las leguminosas forman nódulos radiculares y fijan nitrógeno atmosférico en asociación 

simbiótica con rizobios (Kouchi et al., 2010). Bergersen (1954) demostró que el NH4
+ fue el 

primer producto estable de la fijación simbiótica de N2 (SNF) en los nódulos de leguminosas, 

lo cual implicaba el uso de la enzima nitrogenasa.  Posteriormente, se demostró que los 

bacteroides (bacterias simbióticas activas en la fijación) excretan NH4
+ en el citoplasma de 

la célula vegetal (Tegeder y Perchlik, 2018). Según la composición del fluido del xilema de 

las leguminosas que fijan N2, estas se clasifican como exportadoras de amidas o ureidos 

(Schubert, 1986). En leguminosas de clima templado, los aminoácidos asparagina (Asn) y 

glutamina (Gln) son los principales productos de transporte para el N2 fijado (Todd et al., 

2006) esto se conoce como la ruta de las amidas; mientras que en las leguminosas tropicales, 

el proceso pasa por la biosíntesis y degradación de purinas de novo hasta ureidos (Atkins, 

1987). En la ruta de los ureidos, se expresan significativamente más de 20 enzimas (O'Rourke 

et al., 2014) en comparación con cuatro en la ruta de las amidas (Smith y Atkins, 2002), sin 

incluir las enzimas utilizadas para los precursores de cada vía. 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-bib-0035
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-bib-0002
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En las leguminosas tropicales, el contenido de ureidos se correlaciona con la fijación 

simbiótica de N2 (SNF) (Sanyal et al., 2018), lo que significa que los precursores en la ruta 

sintética influyen en el proceso de fijación de nitrógeno. Reynolds et al. (1982) y Atkins et 

al. (1997) notaron que la tasa de síntesis de sustratos de purinas de novo determinaba su 

contribución a la biosíntesis de ureidos y, probablemente, a la SNF. Por ejemplo, Atkins et 

al. (1988) usaron alopurinol para bloquear la biosíntesis de purinas en frijoles comunes bajo 

SNF, donde el N2 fijado no se asimilaba, ni siquiera como Asn. Otros compuestos de N 

(Yamashita et al., 2019), transportadores (Carter y Tegeder, 2016), ARN de interferencia 

(Collier y Tegeder, 2012) y enzimas (Carter y Tegeder, 2016; Matamoros et al., 2018; Le 

Deunff et al., 2019) de la ruta de síntesis de ureidos han demostrado influir en la SNF 

(Schwember et al., 2019). Estos experimentos han proporcionado evidencia de que existen 

más de un compuesto o mecanismos relacionados que regulan la SNF. 

2 Folatos como precursores de purinas 

Las purinas se sintetizan de novo a partir de pequeñas moléculas que incluyen 5-fosforibosil-

1-pirofosfato (PRPP), glutamina, aspartato, dióxido de carbono, derivados de 10-formil-

tetrahidrofolato (10-CHO-THF) y glicina (Zrenner et al., 2006). Dos de estas moléculas 

pertenecen al metabolismo de los folatos: el 10-CHO-THF, que se utiliza para dos 

transformilaciones (Mitchell et al., 1986), y la glicina (gly), que en un paso anterior utiliza 
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serina y tetrahidrofolato (THF) para la interconversión de serina a glicina (Figura 1).

 

Figura 1. Uso general de los derivados de folato durante la fijación de nitrógeno, la biosíntesis 

de purinas de novo y las enzimas de biosíntesis de folato directamente involucradas en la 

fijación simbiótica de N2. 1, SHMT; 2, 5,10-CH2-THF deshidrogenasa; 3, cicloliasa de 5,10-

CH=THF; 4, GAR transformilasa; 5, AICAR transformilasa; 6, GTP cicloliasa; 7, 5,10-CH2-

THF reductasa; 8, metionina sintasa; 9, dihidrofolato reductasa; 10, 5-CHO-THF cicloligasa; 

11, formato THF ligasa; PRPP, 5-fosforibosil-1-pirofosfato; IMP, monofosfato de inosina; 

GTP, trifosfato de guanosina. Los círculos verdes y púrpuras indican los donantes de carbono 

para el anillo de purina. (Imagen realizada por Jacob Banuelos). 

Los folatos y sus derivados son moléculas tripartitas compuestas por pterina, p-

aminobenzoato (pABA) y residuos de glutamato. En las plantas, los folatos solo se sintetizan 

en las mitocondrias; las pterinas se producen en el citosol y el pABA en los plastidios 

(Hanson y Gregory, 2011), mientras que, en las bacterias, la ruta completa está presente en 

el citosol (de Crécy-Lagard et al., 2007). 
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Además de su papel en la biosíntesis de purinas de novo, los folatos contribuyen a otras 

funciones metabólicas: son cofactores que actúan como transportadores de unidades de un 

carbono (1C) en reacciones enzimáticas, están involucrados en la metilación del ADN y la 

biosíntesis de ácidos nucleicos (Smith y Atkins, 2002), etileno (Wang et al., 2002), S-

adenosilmetionina, metionina, glicina y serina (Hanson y Gregory, 2011). 

El grado de influencia del metabolismo de los folatos durante la SNF no ha sido estudiado 

directamente, aunque existe evidencia acumulada proteómica, metabolómica y 

transcriptómica que sugiere que los folatos juegan un papel relevante durante la simbiosis. 

Aquí, tenemos la intención de proporcionar y discutir la evidencia disponible que respalda el 

papel relevante de los folatos durante la SNF. 

3 Folatos para las transformilaciones en la biosíntesis de purinas 

La biosíntesis de purinas de novo involucra dos transformilaciones completadas por la 

fosforibosilglicinamida (GAR) y la fosforibosilaminoimidazolcarboxamida (AICAR) 

transformilasa (Zrenner et al., 2006). Ambas enzimas se expresan significativamente durante 

la fijación activa de nitrógeno en los nódulos radiculares de soja en comparación con las 

raíces no infectadas (Cuadro 1), Sugiriendo que habría una demanda significativa de 

moléculas de 10-CHO-THF para ambos pasos. En las plantas, hay dos pasos enzimáticos que 

las sintetizan: la hidrólisis de 5,10-metenil tetrahidrofolato (5,10-CH=THF) por la 5,10-

CH=THF ciclohidrolasa y la asimilación de formato de THF por la formato THF ligasa 

(Figura 1) (Gorelova et al., 2019). Si la vía de biosíntesis de purinas de novo aumenta durante 

la SNF, debería ocurrir un incremento correspondiente en la expresión de genes o en las 
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actividades enzimáticas. Considerando esta observación, Tajima et al. (2004) sugirieron que 

los reservorios de folatos en los nódulos radiculares determinados podrían tener un posible 

papel regulador durante la SNF. 

Cuadro 1.  Cambio en la expresión de los transcritos que codifican para las enzimas 

relacionadas con los folatos, según lo determinado en los análisis de transcriptoma de los 

nódulos de soya en comparación con las raíces no inoculadas, de Yang et al. (2010) e 

Ishikawa et al. (2018). 

 Soya 

 GSE104582a  GSE18822b  

Log2 (FC) Enzima Nod/raíz Nod/raíz 

5FCL 2.2 1.0 

ACS 5.0 −2.9 

ADCS 4.5 2.1 

DHFR 1.9 −1.0 

DHFS 1.2 0.8 

DHNPA 0.9  

FPGS 2.6 0.6 

GTP CH 2.6  

HPPK/DHPS 2.0  

MetS 1.1 0.5 

5,10-CH2-THF DH/CH 5.1 4.5 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-note-0002_35
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-note-0003_36
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 Soya 

 GSE104582a  GSE18822b  

Log2 (FC) Enzima Nod/raíz Nod/raíz 

AICAR TF 3.9 2.4 

GAR TF 5.8 4.0 

SAM DC 2.2 0.6 

SAMS 5.8 0.5 

SHMT 3.2 2.0 

THFS −2.9 1.3 

Nota: FC: log2(cambio en la expresión); números en negrita: q-value y FDR <0.05; nod, 

nódulo de raíz activo; root, raíz sin inocular. a Ishikawa et al. (2018), b Yang et al. (2010). 

Reynolds et al. (1982) encontraron un aumento de seis veces en la actividad específica de la 

5,10-CH2-THF deshidrogenasa/ciclohidrolasa en los nódulos radiculares de 23 días, una 

enzima bifuncional que oxida 5,10-CH2-THF a 5,10-CH=THF y luego lo hidroliza a 10-

CHO-THF (Vickers et al., 2009). Los transcriptomas de los nódulos radiculares de Glycine 

max (L.) de Yang et al. (2010) e Ishikawa et al. (2018) mostraron un aumento significativo 

en la expresión de 4.5 y 5.1 veces (respectivamente) en el gen 5,10-CH2-THF 

deshidrogenasa/ciclohidrolasa, en comparación con las raíces no inoculadas (Cuadro 1). Al 

comparar esta información con análisis metabolómicos recientes de nódulos radiculares 

determinados, hay un aumento significativo en la concentración de 10-CHO-THF en los 

nódulos radiculares activos (Cuadro 2). Aunque se podría esperar un aumento significativo 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-note-0002_35
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-note-0003_36
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-bib-0015
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-bib-0049
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de folatos durante la biosíntesis de purinas en los nódulos radiculares, no se ha realizado la 

conexión experimental correspondiente. Con los datos transcriptómicos y metabolómicos 

recientes, ahora es posible explorar el papel de los folatos durante la SNF y diseñar 

experimentos que puedan corroborar el papel regulador de los folatos.  

Cuadro 2.  Datos metabolómicos de diferentes leguminosas durante la simbiosis con sus 

bacterias simbióticas. Compilado y analizado de Lardi et al. (2016, 2018). 

Log2 (FC) 

metabolitos 

Soya  

Frijol 

comúnb  

Caupí  

Frijol 

mungo  

Siratroa  

Nod/raí

z 

Nod/ 

raíz 

NifH/ 

raíz 

NifA/no

d 

NifH/no

d 

Nod/ 

raíz 

Nod/ 

raíz 

Nod/ 

raíz 

Nod/ 

raíz 

Glicina 1.1 −0.6 −1.1 −1.2 −1.7 1.3 0.6 1.3 1.0 

L-Serina 1.0 −1.4 −1.4 −2.1 −2.1  1.2 0.6 1.4 

Fumarato 1.4 0.0 1.9 −1.5 0.5 1.2 2.4 3.2 2.6 

L-Asparagina 2.4 −5.2 −4.1 −6.7 −5.7  0.0 −0.6 2.2 

Shikimato 1.8 −0.2 0.7 −2.2 −1.2 0.5 1.6 1.6 3.1 

O-Succinil-L-

homoserina 

2.0 0.9 1.8 −1.7 −0.8 3.4 6.0 3.3 6.4 

HMDHP-P2 −0.3 0.1 −0.4 0.3 −0.2 0.6 1.5 1.8 2.1 

5,10-CH = 

THF 

−3.0 −4.0 −4.8 −0.7 −1.6 1.6 0.8 0.4 −0.7 

10-CHO-THF 1.0 0.9 0.8 −0.3 −0.4 4.2 1.1 0.5 1.5 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-note-0006_47
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-note-0005_50
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Nota: FC: log2(cambio de expresión); números en negritas: q-value y FDR <0.05. a Lardi et 

al. (2016). b Lardi et al. (2018); nod se refieren a nódulos de la raíz activos, nifA y nifH son 

nódulos que no fija nitrógeno. 

4 Folatos en la interconversión de serina a glicina 

El otro paso que requiere folatos es la síntesis de glicina, ya que es uno de los primeros 

requisitos para la síntesis de purinas (Zrenner et al., 2006). La principal fuente de glicina en 

el nódulo radicular durante la SNF podría provenir de la conversión de serina por la 

serina/glicina hidroximetiltransferasa (SHMT). Este proceso produce glicina y 5,10-CH2-

THF (Igamberdiev y Kleczkowski, 2018), que luego se puede utilizar para sintetizar 10-

CHO-THF (Gorelova et al., 2019). 

SHMT ocupa una posición central en el flujo de carbono desde los fotosintatos hacia el anillo 

de purina en la síntesis de ureídos, ya que la glicina se incorpora completamente al anillo de 

purina, representando dos carbonos de la estructura, mientras que los otros dos carbonos 

provienen del sistema de transferencia de 1C a través de 10-CHO-THF (Mitchell et al., 1986) 

(Figura 1).  

Durante la fotorrespiración, el flujo de interconversión de serina a glicina se desplaza hacia 

la síntesis de serina (Wang et al., 2015); mientras que, en tejidos no fotosintéticos como las 

raíces, el flujo va hacia la síntesis de glicina (Ireland y Hiltz, 1995; Igamberdiev y 

Kleczkowski, 2018). La dirección de la reacción catalizada por SHMT debería estar 

controlada por la oferta y demanda de unidades 1C y, por lo tanto, de folatos; y al igual que 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-bib-0021
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-bib-0022
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-bib-0013
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con 10-CHO-THF, el proceso general debería estar acoplado a la biosíntesis de purinas 

relacionada con la SNF.  

Es posible que Reynolds et al. (1982) hayan proporcionado evidencia para esta afirmación, 

ya que midieron los nódulos radiculares de G. max de 23 días, que mostraron un aumento de 

tres veces en la actividad específica de una SHMT en comparación con las raíces no 

infectadas. En soya, se estima que hay entre 15 y 18 copias del gen SHMT; mientras que 

Arabidopsis thaliana tiene 7 y Medicago truncatula 8 (Lakhssassi et al., 2019; Zhang et al., 

2019). Aunque cada enzima puede tener su papel metabólico en diferentes tejidos, una mayor 

expresión de al menos una de ellas podría satisfacer la demanda metabólica en los nódulos 

radiculares determinados durante la SNF, ya que la tasa de fijación de nitrógeno está acoplada 

a la vía biosintética de purinas.  

En soya, el patrón de expresión génica diferencial de los 18 genes mostró que la SHMT más 

expresada se localizaba en los nódulos radiculares activos, y el aumento de la expresión en 

comparación con las raíces fue 13 veces (Lakhssassi et al., 2019). 

Para la vía de las purinas, los genes que codifican para SHMT son buenos marcadores para 

validar los datos de perfiles de transcripción que implican la expresión génica específica o 

preferencial de nódulos (Yang et al., 2010). A la luz de esto, realizamos un análisis de 

expresión génica diferencial para genes relacionados con los folatos en la vía, utilizando 

GEO2R (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/) a partir de los conjuntos de datos de 

transcriptomas de G. max disponibles públicamente GSE18822 y GSE104582 (Yang et al., 

2010; Ishikawa et al., 2018). Simultáneamente, realizamos un análisis univariado 
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comparativo (Storey y Tibshirani, 2003; Lardi et al., 2018) con los datos metabolómicos 

disponibles de soja (Lardi et al., 2016, 2018). Como era de esperarse, encontramos que 

algunos de los metabolitos acumulados diferencialmente están relacionados con el 

metabolismo de los folatos en los nódulos, raíces no infectadas y nódulos que no fijan 

nitrógeno (Cuadro 2). De manera consistente con Lakhssassi et al. (2019), los conjuntos de 

datos transcriptómicos mostraron, al menos, una copia de una enzima SHMT 

(Glyma13g29410) que fue significativamente sobreexpresada en nódulos radiculares activos 

de soja (Cuadro 1), en comparación con raíces no inoculadas. El aumento en la expresión de 

SHMT, durante la SNF, podría tener el papel activo de suministrar glicina a la vía de 

biosíntesis de purinas de novo para producir ureidos. Esto se ve aún más respaldado por la 

acumulación significativa de glicina y serina en los nódulos radiculares de soja, frijol común, 

frijol mungo, caupí y sirato, en comparación con raíces no inoculadas (Cuadro 2). 

Al comparar los nódulos radiculares que no fijan nitrógeno (mutante nifA) con los nódulos 

radiculares que sí lo fijan en soja (nod), hay una disminución en la concentración de estos 

dos metabolitos, en comparación con nódulos radiculares eficientes (Cuadro 2). Según el 

razonamiento de la vía purina-SNF, la demanda de estos metabolitos debería aumentar al 

mismo ritmo que el nitrógeno fijado simbióticamente. 

Además del 10-CHO-THF y el THF para la glicina, hay otros precursores de la vía 

biosintética de los folatos que se acumulan de manera significativa en los nódulos radiculares 

activos (Cuadro 2). Dos de ellos, el shikimato y el 6-hidroximetildihidro-pterina difosfato 

(HMDHP-P2), precursores de las porciones pABA y pteridina de la molécula de folato 

(Hanson y Gregory, 2011), se acumulan significativamente en los nódulos radiculares 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13218?saml_referrer#ppl13218-bib-0020
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activos. Finalmente, un aumento en el fumarato podría indicar que la formiato-THF-ligasa 

está formando 10-CHO-THF a partir de THF (Figura 1).  

Aunque esta evidencia podría denotar una demanda de especies de folato para la SNF 

relacionada con la biosíntesis de purinas, otros procesos de simbiosis podrían requerir folatos. 

Esta sugerencia se basa en los patrones de expresión de algunas de las enzimas relacionadas 

con los folatos, así como en la acumulación de sus productos durante la SNF. 

5 Etileno y folatos 

El etileno es una fitohormona que induce el endociclo de manera dependiente de la 

concentración (Gendreau et al., 1999), está involucrado en la diferenciación de raíces 

(Nziengui et al., 2018) y su producción previene la iniciación de otros primordios de nódulos 

en la misma área de la raíz (van Zeijl et al., 2015). En mutantes insensibles al etileno de M. 

truncatula (van Zeijl et al., 2015) y Lotus japonicus (Murray et al., 2007), se pueden 

encontrar múltiples primordios de nódulos.  

como donante de metilo para sintetizar metionina y regenerar el grupo metilo de la S-adenosil 

metionina (SAM) (González y Vera, 2019). El ácido aminociclopropano-1-carboxílico 

(ACC) es producido por la ACC sintasa (ACS) utilizando SAM como sustrato, tras lo cual 

es oxidado por la ACC oxidasa (ACO) para sintetizar etileno (Figura 2) (Sauter et al., 2013). 
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Figura 2. Resumen de las reacciones involucradas en el ciclo del metilo: 1, met sintasa; 2, 

SAM sintasa; 3, metiltransferasas; 4, SAH hidrolasa; 5, SHMT; 6, 5,10-CH2-THF reductasa; 

ado, adenosina (modificado de Rhaikainen et al., 2018) (imagen realizada por Jacob 

Banuelos). 

En el transcriptoma de soja de Ishikawa et al. (2018), los genes para ACS, MetS y SAM 

sintasa están significativamente sobreexpresados (Cuadro 1), lo que indica que la biosíntesis 

de etileno podría estar activa. Los reservorios de folatos deberían estar disponibles para 

alimentar la ruta biosintética a través de la metionina, aunque estos no han sido medidos. 

Un experimento anterior realizado por Arshad et al. (1993) mostró que la aplicación externa 

de metionina (10−6 g kg−1 suelo) a la leguminosa Albizia lebbeck L. (Fabaceae) tuvo un efecto 

significativo en el crecimiento general de la planta y en el peso seco de los nódulos 
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radiculares. Esto significa que los reservorios de folatos podrían tener un impacto directo en 

la SNF a través de la producción de metionina o etileno, aunque se requiere una correlación 

entre los folatos y la fijación de nitrógeno en los nódulos radiculares. 

6 Conclusiones 

Como las plantas pueden sintetizar folatos de novo, proporcionan los reservorios necesarios 

para las rutas metabólicas durante la fijación de nitrógeno. Los folatos, como donadores y 

aceptores de 1C, están involucrados en la biosíntesis de purinas, al menos en dos pasos del 

proceso. Las dos transformilaciones durante la biosíntesis de purinas de novo requieren 

folatos en forma de 10-CHO-THF y su concentración muestra un aumento, desde el punto de 

vista transcriptómico y metabolómico. 

Dado que se requiere glicina para la biosíntesis de purinas, los folatos en forma de THF son 

utilizados por la enzima SHMT, cuya actividad ha mostrado aumentar en varios estudios 

transcriptómicos en nódulos radiculares activos.  

El grado de dependencia de los folatos aún está por definirse, pero la evidencia metabolómica 

y transcriptómica de diferentes leguminosas indica que podría ser significativa. 

Como los folatos están involucrados en prácticamente todos los aspectos de la fisiología 

vegetal, los cambios en el metabolismo de los folatos pueden llevar a cambios importantes 

en el crecimiento y la productividad de las plantas, especialmente durante la simbiosis. La 

revisión presentada en este trabajo se centra únicamente en los folatos como metabolitos 
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intermedios durante la simbiosis y, en cuanto a la evidencia indirecta, sugiere que los folatos 

tienen un papel relevante durante la simbiosis. 
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CAPÍTULO III 

 Rhizobium tropici and riboflavin amendment condition arbuscular mycorrhiza colonization 

in Phaseolus vulgaris L. 

La adición de Rhizobium tropici y riboflavin condicionan la colonización micorrizógena 

arbuscular en Phaseolus vulgaris L. 
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Abstract 

Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) forms symbioses with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) 

and nitrogen-fixing rhizobia (NFB). The tripartite relationship uses molecular signals to 

establish intracellular symbioses in roots. The goal of this study was to determine if 

Rhizobium tropici CIAT 899 and exogenous riboflavin (vitamin B2) have an effect on AMF 
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species selection and root colonization of P. vulgaris. Using SSU rRNA fragment 

amplification of DNA extracted from P. vulgaris roots, we found that the presence of R. 

tropici altered the relative distribution of AMF species. Dominikia bernensis (Ohel) was the 

most abundant AMF species in P. vulgaris roots but when R. tropici was co-inoculated, 

Glomus species dominated. Rhizobacteria such as R. tropici, secrete riboflavin and could 

affect AMF symbiosis. Addition of 50 μM riboflavin to P. vulgaris, increased plant growth 

(28%), dry nodule weight (18%), AMF colonization (248%) and mycorrhizal vesicle 

frequency (56%) in bean roots. 3.12 and 12.5 µM riboflavin favored the presence of Glomus 

macrocarpum in P. vulgaris roots. This work provides the basis to further study of rhizobial 

and mycorrhizal co-inoculation of Phaseolus vulgaris bean. 

Keywords: 

arbuscular mycorrhiza; species composition; riboflavin (vitamin B2); nitrogen fixing; 

vesicles; Dominikia; Glomus macrocarpum; Rhizophagus. 

Resumen 

Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) forma simbiosis con hongos micorrízicos arbusculares 

(HMA) y rizobios fijadores de nitrógeno (NFR). La relación tripartita utiliza señales 

moleculares para establecer simbiosis intracelulares en las raíces. El objetivo de este estudio 

fue determinar si Rhizobium tropici CIAT 899 y la riboflavina exógena (vitamina B2) tienen 

un efecto en la selección de especies de HMA y en la colonización de las raíces de P. vulgaris. 

Utilizando la amplificación de fragmentos de ARNr SSU de ADN extraído de raíces de P. 

vulgaris, encontramos que la presencia de R. tropici alteró la distribución relativa de las 

especies de HMA. Dominikia bernensis (Ohel) fue la especie de HMA más abundante en las 

raíces de P. vulgaris, pero cuando se co-inoculó con R. tropici, las especies de Glomus 



  95 
Banuelos J, Martínez-Romero E, Montaño NM, Camargo-Ricalde SL. (2023) Rhizobium 

tropici and Riboflavin Amendment Condition Arbuscular Mycorrhiza Colonization in 

Phaseolus vulgaris L. Agronomy 13(3):876. https://doi.org/10.3390/agronomy13030876 

dominaron. Las rizobacterias, como R. tropici, secretan riboflavina y podrían afectar la 

simbiosis de HMA. La adición de 50 μM de riboflavina a P. vulgaris aumentó el crecimiento 

de la planta (28%), el peso seco de los nódulos (18%), la colonización de HMA (248%) y la 

frecuencia de vesículas micorrízicas (56%) en las raíces de frijol. Las concentraciones de 

3.12 y 12.5 μM de riboflavina favorecieron la presencia de Glomus macrocarpum en las 

raíces de P. vulgaris. Este trabajo sienta las bases para el estudio adicional de la co-

inoculación de rizobios y micorrizas en frijol P. vulgaris. 

1 Introducción 

Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) es una leguminosa ampliamente utilizada en la nutrición 

humana y puede formar asociaciones simbióticas con hongos micorrízicos arbusculares 

(HMA) y rizobacterias fijadoras de nitrógeno (NFR) [1]. Entre las especies bacterianas que 

forman nódulos radiculares en P. vulgaris, Rhizobium etli, Rhizobium phaseoli y Rhizobium 

tropici [2,3]. R. tropici tiene una notable resistencia al estrés [4] y se ha utilizado con éxito 

como inoculante de P. vulgaris inoculant en América del Sur [5]. Diversos HMA se han 

utilizado como inoculantes en la agricultura [6] para promover la movilización de nutrientes 

[7,8], la absorción de minerales [9] y el crecimiento general de las plantas [10]. En cierta 

medida, las plantas inoculadas con HMA mejoraron la fotosíntesis y regulan osmoprotectores 

[11]. Entre los hongos micorrízicos arbusculares, las especies modelo Rhizophagus 

irregularis y Funneliformis mosseae son de las más utilizadas [11], aumentando 

significativamente los rendimientos en cultivos de importancia global [12,13], incluyendo P. 

vulgaris [14]. En cinco leguminosas diferentes inoculadas con Funneliformis mosseae, el 

mayor número de esporas, el peso de los nódulos y el porcentaje de colonización de HMA se 

encontraron en Vigna radiata L. (Wilczek), en comparación con otras plantas hospedadoras 

https://www.mdpi.com/2073-4395/13/3/876#B2-agronomy-13-00876
https://www.mdpi.com/2073-4395/13/3/876#B3-agronomy-13-00876
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como Glycine max L. [15]. En diferentes cultivares de Coffea arabica, la combinación de 

tres especies de HMA seleccionadas fue más eficiente que la inoculación con una sola 

especie, aunque el efecto dependía del cultivar de C. arabica [16]. Se ha demostrado que las 

comunidades nativas de HMA interactúan positivamente con la planta hospedadora bajo 

condiciones de estrés, en contraste con los HMA introducidos [17]. 

La inoculación con rizobios se ha practicado durante más de cien años, mientras que la co-

inoculación de rizobios y micorrizas es más reciente y conduce a mayores rendimientos en 

cultivos compatibles [18]. La co-inoculación generalmente conduce a un aumento en la 

colonización de HMA, pero depende de las especies de HMA [19]. En trébol, la doble 

inoculación de Rhizophagus intraradices y Rhizobium trifolii mostró que este último 

estimulaba la colonización micorrízica, y ambos tenían un efecto aditivo sobre los 

metabolitos de nitrógeno (N) y la asimilación de N [20]. Sin embargo, la presencia de 

simbiontes micorrízicos y rizobiales en las raíces de leguminosas no siempre fue beneficiosa 

para la planta [21]. La mayor asimilación de N podría permitir a la planta albergar otros 

organismos beneficiosos, especialmente en condiciones desfavorables [22]. La interacción 

entre los hongos micorrízicos y los simbiontes rizobiales con el hospedador podría afectar la 

eficiencia o la evolución de cada simbiosis, y el desafío en una simbiosis tripartita es 

comprender cómo la diversidad taxonómica de los HMA interactúa con las bacterias 

simbióticas fijadoras de nitrógeno y cómo afecta al hospedador. Se ha demostrado que la 

colonización de HMA en caupí (Vigna unguiculata (L.) Walp.) y la composición de especies 

de HMA en las raíces se cambió cuando estuvo presente Sinorhizobium meliloti (Dangeard) 

[19]. 

https://www.mdpi.com/2073-4395/13/3/876#B15-agronomy-13-00876
https://www.mdpi.com/2073-4395/13/3/876#B16-agronomy-13-00876
https://www.mdpi.com/2073-4395/13/3/876#B19-agronomy-13-00876
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Para lograr la mayor eficiencia de HMA y NFR, la selección de especies de HMA 

compatibles con NFR es esencial [23]. Dado que hay más de 400 especies de HMA, el uso 

de inoculantes con múltiples cepas podría aumentar la interacción con los NFR para 

seleccionar las especies de HMA que son funcionales en la interacción tripartita. La respuesta 

de los HMA puede estar relacionada con las cepas rizobiales que se asocian específicamente 

con la planta. Las bacterias fijadoras de nitrógeno pueden estimular y mejorar la colonización 

micorrízica incluso antes de la formación de nódulos [24]. Es necesario desarrollar una 

estrategia sólida para aumentar la eficiencia en el uso de inoculantes multiespecie. 

La simbiosis micorrízica es evolutivamente más antigua que la simbiosis rizobial y se 

considera la "madre de las simbiosis de plantas" [25,26]. Tanto los rizobios como las 

micorrizas utilizan una vía genética simbiótica común en las plantas leguminosas [27]. Esta 

vía de señalización compartida afecta a ambos simbiontes; por ejemplo, la colonización de 

HMA puede no ocurrir en algunos mutantes de leguminosas no nodulantes [28], ya que los 

HMA pueden depender de las mismas señales que los rizobios para facilitar la infección. 

Ambas asociaciones mutualistas están presentes en la rizosfera, y a pesar de sus aparentes 

diferencias, varias señales moleculares son reclutadas por la célula vegetal para ambas 

simbiosis [29]. Además, el factor Myc de las micorrizas y los factores Nod de los rizobios 

tienen estructuras químicas similares [30] y la aplicación de factores Nod externos aumenta 

la colonización micorrízica [31]. 

La riboflavina (vitamina B2) es el precursor de las coenzimas transportadoras de electrones 

flavina adenina dinucleótido (FAD) y flavina mononucleótido (FMN). Estas coenzimas están 

involucradas en procesos metabólicos que incluyen la producción de energía y actúan como 

antioxidantes. La riboflavina y el lumicromo pueden aumentar el crecimiento de los brotes y 
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la disponibilidad de CO2 en las raíces [32]. La riboflavina es producida por algunas 

rizobacterias [33] que requieren CO2 exógeno para el crecimiento de los nódulos [34]. Cepas 

de S. meliloti que sobreproducen riboflavina exhibieron un 55% más de eficiencia en la 

colonización de raíces [35], y cantidades nanomolares de riboflavina pueden estimular la 

colonización de S. meliloti en alfalfa [36]. La riboflavina de los rizobios podría beneficiar no 

solo a las plantas, sino también a otros simbiontes como los HMA, ya que la riboflavina 

promueve el crecimiento de hifas en los HMA [37] y estimula la nodulación rizobial [38]. 

Aún no se ha determinado en qué medida la riboflavina puede afectar el desarrollo de los 

HMA durante la co-inoculación con NFR. El objetivo de esta investigación fue explorar si 

Rhizobium tropici CIAT 899 y la riboflavina exógena administrada a las plantas tienen un 

efecto en la selección de especies de HMA (de una mezcla de hongos) por Phaseolus 

vulgaris. 

2. Materiales y métodos 

2.1. Diseño Experimental 

Se realizaron dos experimentos bajo condiciones de invernadero. En el primero, un 

experimento completamente aleatorio, con cuatro tratamientos y cuatro repeticiones fue 

llevado a cabo. Las plántulas de P. vulgaris fueron inoculadas con una mezcla de HMA y se 

regaron semanalmente durante 35 días con cuatro concentraciones de riboflavina (50, 25, 

12.5 y 3.12 μM). 

En el segundo experimento, se estableció un diseño fijo trifactorial: plantas micorrizadas, R. 

tropici CIAT 899, con o sin riboflavina, con ocho repeticiones. Basado en los resultados del 

primer experimento, se seleccionó una concentración de riboflavina que tuvo un efecto 

significativo en los HMA. Los tratamientos sin HMA o riboflavina fueron los controles. 



  99 
Banuelos J, Martínez-Romero E, Montaño NM, Camargo-Ricalde SL. (2023) Rhizobium 

tropici and Riboflavin Amendment Condition Arbuscular Mycorrhiza Colonization in 

Phaseolus vulgaris L. Agronomy 13(3):876. https://doi.org/10.3390/agronomy13030876 

Ambos experimentos se realizaron bajo condiciones de invernadero (humedad relativa 

promedio 78%, temperatura promedio 20 °C) en la Facultad de Ciencias Agrícolas, 

Universidad Veracruzana (N 19′ 30″ 54–W 96′ 55″ 05). 

2.2. Suelo 

El suelo utilizado en las macetas tenía las siguientes características: P 63.5 (%); fósforo 

disponible (P), 40.52 mg kg−1 (Olsen); amonio (NH4-N), 34.28 mg kg−1 (método salicilato); 

nitratos (NO3-N), 36.28 mg kg−1; hierro extraíble con pirofosfato (Fe) (PeF), 1016 mg kg−1; 

materia orgánica (OM), 7.13% (Walkley-Black); carbono orgánico (OC), 4.14% (Walkley-

Black); sodio (Na), 0.029 mol kg−1 (espectrometría de absorción atómica); calcio (Ca) 0.0173 

mol kg−1 (espectrometría de absorción atómica) y magnesio (Mg) 0.0327 mol kg−1 

espectrometría de absorción atómica). El pH fue de 6.7 y se obtuvo en una suspensión de 

suelo 

desionizada (1:2 p/v). El análisis del suelo fue realizado por el Laboratorio de Análisis de 

Suelos del INECOL, Xalapa, México. El suelo utilizado fue esterilizado en autoclave para 

evitar la competencia de microbios nativos [11]. El suelo fue adquirido en "Viveros El 

Olmo", una tienda de plantas ubicada en Xalapa, Veracruz, México. 

 

2.3. Material vegetal 

Phaseolus vulgaris L. cv Negro Jamapa es una variedad de frijol liberada en Veracruz, 

México, hace sesenta años [39]. Las semillas de frijol Negro Jamapa fueron desinfectadas 

superficialmente [40] tratándolas con etanol al 70% durante 1 minuto, seguido de hipoclorito 

de sodio al 1.2% durante 15 minutos, enjuagándolas cuatro veces con agua estéril, una vez 
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con tiosulfato de sodio al 2% y un enjuague final con agua. Las semillas fueron germinadas 

en arena de cuarzo esterilizada a capacidad total de retención de agua (42.7%) antes de ser 

plantadas en macetas de 1 L (13 cm de diámetro) con suelo autoclavado (120 °C durante 40 

minutos).  

2.4. Concentraciones de Riboflavina (Vitamina B2) 

Se preparó una solución madre de 50 µM de riboflavina de Sigma-Aldrich (BioReagent para 

cultivo celular) en agua estéril desionizada, agitando durante 10 minutos en la oscuridad y 

almacenada a 4 °C antes de su uso. Se hicieron diluciones de la solución madre con agua 

estéril desionizada para obtener concentraciones de 50, 25, 12.5 y 3.12 µM. Se añadieron 50 

mL de riboflavina a la planta a 2 cm del tallo por la noche para evitar la degradación de la 

riboflavina. Se aplicó cinco días después de la inoculación micorrízica y cada cinco días hasta 

la cosecha. Los tratamientos de control fueron regados con agua estéril desionizada. 

Inicialmente, se probaron estas cuatro concentraciones de riboflavina y luego solo se utilizó 

50 µM en presencia de ambos simbiontes. 

2.5. Hongos Micorrizógenos Arbusculares 

La mezcla de HMA fue proporcionada por el Laboratorio de Organismos Benéficos de la 

Facultad de Ciencias Agrícolas de la Universidad Veracruzana, México. El inoculante 

utilizado ha sido probado como altamente efectivo en piña [41], cultivos de cobertura [42], 

aguacate [43], y está disponible comercialmente como Rhizofermic. El inoculante solo había 

sido identificado morfológicamente y aquí identificamos su contenido por primera vez 

mediante análisis de secuencias de ARNr SSU, identificando 14 especies; solo la especie de 

Acaulospora no pudo ser determinada (Cuadro 1). 
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Cuadro 1.  Lista de especies de hongos micorrizógenos arbusculares (HMA) contenidas en 

el inóculo identificadas por análisis de secuencia de ARNr SSU.  

Familia Especies Sinónimo 

Archaeosporaceae 

Archaeospora trappei (R.N. Ames y Linderman) 

J.B. Morton y D. Redecker 

Acaulospora trappei 

Acaulosporaceae Acaulospora sp  

Gigasporaceae 

Dentiscutata savannicola (R.A. Herrera y Ferrer) 

C. Walker y A. Schüßler 

Gigaspora savannicola; 

Fuscutata savannicola; 

Scutellospora savannicola 

 Gigaspora rosea T.H. Nicolson y N.C. Schenck  

 

Cetraspora pellucida (T.H. Nicolson y N.C. 

Schenck) Oehl, F.A. Souza y Sieverding 

Scutellospora pellucida 

Diversisporaceae 

Diversispora varaderana J. Błaszkowski, G. 

Chwat, Kovács y Góralska 

 

Claroideoglomeraceae 

Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker y 

Gerd.) C. Walker y A. Schüßler 

Glomus etunicatum 

Glomeraceae 

Dominikia bernensis Oehl, Palenz., Sánchez-

Castro, N.M.F. Sousa y G.A. Silva 

 

 

Dominikia lithuanica J. Błaszkowski, G. Chwat, 

A. Góralska 

 

 

Rhizophagus aggregatus (N.C. Schenck y G.S. 

Sm.) C. Walker 

Glomus aggregatum; 

Rhizoglomus aggregatum 

 Glomus macrocarpum T.H. Nicolson y Gerd Endogone macrocarpa 

 Funneliformis mosseae T.H. Nicolson y Gerd  

 

Kamienskia bistrata J. Błaszkowski, G. Chwat y 

Kovács 
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Rhizophagus irregularis Błaszk., Wubet, Renker y 

Buscot (C. Walker y A. Schüßler comb. Nov) 

 

  

Rhizophagus neocaledonicus D. Redecker, 

Crossay y Cilia 

  

 

El inóculo se reprodujo en plantas trampa de Brachiaria decumbens Stapf (Poaceae) durante 

90 días, en arena de cuarzo autoclavada e irrigada con agua desionizada estéril. El riego se 

suspendió durante 30 días para inducir la esporulación. Las raíces se analizaron para 

determinar el porcentaje de colonización de HMA, obteniéndose un 80% [45,46]. La arena 

contenía 4658 esporas por cada 100 g−1, que se aislaron mediante tamizado en húmedo y 

decantación, seguidos de centrifugación en una solución de sacarosa al 40% [47]. Las plantas 

se inocularon con HMA cinco días después de la germinación de las semillas y antes del 

trasplante. Se utilizó una mezcla de 10 g de raíces y arena de cuarzo con esporas (1:9) para 

un total de 419 esporas por semilla germinada. Para los tratamientos sin inoculación de HMA, 

el inóculo se preparó de la siguiente manera: 500 g del inóculo fueron autoclavados durante 

45 minutos a 120 °C y 1.05 kg cm−2. 

2.6. Cepa Bacteriana y Preparación del Inóculo 

La cepa Rhizobium tropici CIAT 899 [48] fue obtenida de la colección de cultivos del Centro 

de Ciencias Genómicas, Universidad Nacional Autónoma de México, Cuernavaca, Morelos, 

México. La cepa se cultivó en caldo PY esterilizado (5 g de peptona, 3 g de extracto de 

levadura y 0.6 g de CaCl2 por litro) durante 24 horas a 30 °C con agitación constante (250 

rpm). Los cultivos se centrifugaron durante 3 minutos a 4000×g y los sedimentos se lavaron 

con 10 mM de MgSO4 [49]. La concentración final de bacterias se ajustó a mL−1, y se 
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inocularon 2 mL en cada semilla germinada en cada maceta. Se realizó una segunda 

inoculación después de una semana.  

2.7. Análisis en Plantas 

Todas las plantas se cosecharon 35 días después de la inoculación. El suelo fue lavado de las 

raíces y estas se colocaron entre 4 toallas de papel para eliminar el exceso de agua. Las plantas 

se pesaron por separado en raíces y brotes. Se recolectaron submuestras de raíces (200 mg) 

para el examen microscópico de las estructuras de HMA, y las raíces y brotes restantes se 

separaron y congelaron a −20 °C para la extracción de ADN. Se utilizó una solución de azul 

tripano para visualizar las estructuras fúngicas en las submuestras de raíces [46], y se 

determinó el porcentaje de colonización de HMA en las raíces [50]. 

2.8. Extracción y Amplificación de ADN de Hongos Micorrizógenos Arbusculares (HMA)  

Tres submuestras aleatorias por sistema radicular fueron agrupadas por tratamiento, 

congeladas a −80 °C con N2 líquido y trituradas hasta obtener un polvo fino utilizando un 

mortero y maja estériles antes de la extracción de ADN [51,52]. El ADN se extrajo de las 

muestras de raíces utilizando el kit de extracción de ADN Qiagen PowerSoil (Hilden, 

Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante, obteniendo 50 μL de tampón de 

elución que contenía ADN genómico total. La cantidad y calidad de los extractos de ADN se 

evaluaron en un gel de agarosa al 1.5% antes de continuar con el procesamiento. 

La PCR, clonación y secuenciación fueron realizadas por MACROGEN, Corea. Las 

amplificaciones por PCR se realizaron individualmente a partir del ADN extraído de las 

raíces utilizando los pares de cebadores NS1 (GTAAGTCATATGCTTGTCTC) y NS41 

(CCCGTGTTGAGTCAAATTA) para amplificar un fragmento de 1.2 kb [53]. Los 
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productos de la PCR se utilizaron como plantillas en una PCR anidada subsecuente. El 

conjunto de cebadores para la segunda ronda usó los cebadores AM1 

(ATCACTTTCGATGGTAGGATAGA) y AM2 (GAACCCAAACACTTTGGTTTCC) 

[54], obteniendo un producto de 800 pb dirigido a las regiones variables del gen nuclear 18S 

rRNA (SSU). Las bibliotecas de amplicones se prepararon utilizando el kit Nextera XT de 

preparación de bibliotecas de ADN y se secuenciaron como lecturas de un solo extremo 

utilizando la plataforma Illumina [55]. Para la primera ronda de PCR, las condiciones fueron 

las siguientes: 94 °C durante 3 min; 25 ciclos de 94 °C, 3 min; 60 °C, 1 min; 72 °C, 1 min; 

extensión final a 72 °C durante 7 min. Para la segunda ronda, las condiciones fueron 94 °C 

durante 3 min; 32 ciclos de 94 °C, 1 min; 55 °C, 1 min; 72 °C, 1 min y extensión final a 72 

°C durante 10 min. Los datos en bruto se subieron a la base de datos SRA. 

2.9. Análisis Bioinformático 

La calidad de las secuencias en bruto se verificó utilizando FASTQC v0.11.8 [56], y las 

secuencias en bruto demultiplexadas se procesaron utilizando el paquete QIIME2 versión 

2021.8 [57]. Se eliminó el ruido de las secuencias, se eliminaron réplicas y filtraron quimeras 

utilizando el complemento DADA2 [58]. Las secuencias se recortaron para incluir solo bases 

con valores de calidad > 20. Se recortaron los primeros 21–24 nucleótidos. Se eliminaron las 

ASV con una frecuencia inferior al 0.1%. Para las comparaciones de taxones, utilizamos el 

complemento q2-feature-classifier de QIIME2 y el clasificador Bayes entrenado en la base 

de datos MaarjAM para QIIME 2 [59]; para las secuencias ambiguas se realizó un BLAST 

con secuencias cercanas de GenBank y UNITE. 
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2.10. Statistical Analysis 

Se realizó una ANOVA de una vía y una prueba t-     student comparando tratamientos para 

cada variable de crecimiento. Los resultados se expresaron como medias, con ± desviación 

estándar     . Diferencias significativas entre tratamientos se analizaron utilizando el análisis 

post-hoc de Tukey (HSD p ≤ 0.05) o una prueba t-     student. Se probaron los supuestos de 

normalidad y homogeneidad con las pruebas Shapiro–Wilk y Levene. Los análisis se 

realizaron en Minitab 21.1.0. 

3 Resultados 

3.1. La Riboflavina Estimula el Crecimiento de las Plantas 

La adición de riboflavina a P. vulgaris aumentó el peso de la planta (ANOVA p ≤ 0.000; F 

(2.17) = 6.63; HSD p ≤ 0.05) (Figura 1). Los tratamientos con riboflavina incrementaron el 

peso de las raíces y los brotes (Figura 1). La riboflavina, junto con R. tropici y la mezcla de 

HMA, aumentó aún más el crecimiento de la planta (Figura 1). 
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Figura 1. Peso fresco total en Phaseolus vulgaris (frijol común) 35 días después de ser 

coinoculado con inóculo de hongos micorrízicos arbusculares (HMA) y Rhizobium tropici 

CIAT 899. n = 8. Las barras representan la media ± desviación estándar. Las letras diferentes 

indican diferencias significativas entre los tratamientos de un mismo tejido, Tukey HSD (p 

≤ 0.05). M, inoculado con hongos micorrízógenos arbusculares; B2, irrigado con 50 µM de 

riboflavina; Rt, inoculación con Rhizobium tropici CIAT 899; C, control sin inoculación. 

3.2. La Riboflavina Estimula la Colonización por Hongos Micorrízicos Arbusculares 

(HMA) 

La riboflavina aumentó significativamente la colonización de HMA a 12.5 µM (HSD p ≤ 

0.05). La riboflavina a 25 µM mostró la mayor colonización de HMA en las raíces, aunque 
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no hubo diferencias significativas entre las diversas concentraciones de riboflavina (Figura 

2a). Notablemente, la distribución de las estructuras cambió con la adición de riboflavina, ya 

que aumentaron las vesículas y se redujeron los arbúsculos y las hifas. Las diferentes 

concentraciones de riboflavina tuvieron un efecto diferencial en la colonización de las raíces, 

con un mayor aumento de vesículas a 25 µM (Figura 2b). 

 

Figura 2. La riboflavina estimula la colonización por hongos micorrizógenos arbusculares 

(HMA). (a) Porcentaje de colonización de raíces por HMA, y (b) proporción de estructuras 

de HMA en las raíces con diferentes concentraciones de riboflavina 35 días después de la 

inoculación. n = 4. Las barras representan la media ± desviación estándar. Las letras 

diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos, Tukey HSD (p ≤ 0.05). 

3.3. Efecto de la Coinoculación de R. tropici y Riboflavina 

La coinoculación con R. tropici CIAT 899 aumentó la colonización por HMA en un 31.4% 

en comparación con las plantas solo micorrizadas, pero no hubo diferencia cuando se agregó 

riboflavina a las plantas de frijol coinoculadas (Figura 3a). La proporción de vesículas 

aumentó con la adición de riboflavina, mientras que los arbúsculos y las hifas se redujeron 

en comparación con las plantas solo micorrizadas, como en el primer experimento (Figura 
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2b). Se observó un efecto similar en las raíces de frijol coinoculadas (Figura 3b). R. tropici y 

la riboflavina afectaron la longitud de la raíz y la colonización por HMA. 

 

Figura 3. Efecto de la coinoculación de Rhizobium tropici y riboflavina (vitamina B2) en 

Phaseolus vulgaris. (a) Porcentaje de colonización de raíces por hongos micorrízicos 

arbusculares (HMA), y (b) porcentaje de colonización por estructuras de HMA en las raíces 

con o sin riboflavina y con o sin Rhizobium tropici 35 días después de la inoculación. N = 4. 

Las barras representan la media ± desviación estándar. M, inóculo de HMA; B2, riboflavina 

(50 µM); Rt, R. tropici CIAT 899. *, diferencias significativas (prueba t, p ≤ 0.05). 

 

3.4. Inoculación con R. tropici Modifica el Perfil de Especies de HMA que Colonizan P. 

vulgaris  

El inóculo original se analizó para determinar la composición relativa de especies, mostrando 

que R. irregularis era la especie predominante (Figura 4). Cuando el inóculo se utilizó en P. 

vulgaris, D. bernensis se convirtió en la especie dominante, seguida de R. irregularis y C. 
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pellucida en menores proporciones. La familia principal que colonizó las raíces de P. vulgaris 

fue Glomeraceae. 

 

Figura 4. Composición y abundancias relativas de hongos micorrizógenos arbusculares 

(HMA) en las raíces de Phaseolus vulgaris determinadas mediante un análisis de 

secuenciación de amplicones de ARNr SSU micorrízicos. A la izquierda, inóculo original 

obtenido de Brachiaria decumbens Stapf (Poaceae). M, inoculación con HMA; B2, irrigado 

con 50 µM de riboflavina n; Rt, inoculación con Rhizobium tropici CIAT 899; C, control sin 

inoculación. 

La riboflavina tuvo un pequeño efecto sobre la proporción relativa de especies de HMA en 

los tratamientos inoculados con R. tropici (Figura 4). Cuando se inoculó solo con micorriza, 

la proporción de G. macrocarpum aumentó cuando se agregó riboflavina a bajas 
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concentraciones (Figura 4 derecha). La riboflavina alteró las proporciones de especies 

recuperadas de las raíces de P. vulgaris, disminuyendo la dominancia de D. bernensis a favor 

de G. macrocarpum. En los ensayos de plantas realizados aquí, el peso seco de los nódulos 

en P. vulgaris fue similar con o sin riboflavina. Las plantas con riboflavina, hongos 

micorrízicos y R. tropici tuvieron un peso seco de nódulos significativamente mayor que las 

plantas inoculadas con ambos inóculos biológicos, pero sin riboflavina añadida (Figura 1). 

La proporción de especies de HMA depende de la coinoculación con R. tropici y la identidad 

del huésped. 

4 Discusión 

Varios estudios han reportado los efectos beneficiosos de la micorriza en plantas de P. 

vulgaris utilizando monocultivos fúngicos, especialmente R. irregularis [14,60]. R. 

irregularis es ampliamente utilizado porque puede cultivarse in vitro [61] y se considera una 

especie modelo [62]. En contraste, aquí usamos un inóculo compuesto por múltiples especies. 

La diversidad de especies de HMA suele estar asociada con una mayor producción de 

biomasa vegetal y absorción de nutrientes [21]. El uso de un inóculo multiespecie puede 

aumentar las posibilidades de lograr efectos benéficos [33,44]. 

4.1. Cambios en la Estructura de la Comunidad de Hongos Micorrizógenos Arbusculares 

(HMA) a causa de la planta   

Las plantas hospedadoras son determinantes importantes en la composición de la comunidad 

de AMF [63], aunque las condiciones del suelo y el ambiente también pueden influir. El 

efecto de la coinoculación micorrízica y rizobial puede estar influenciado por la planta 

hospedadora, las especies de rizobios y AMF. A su vez, las plantas pueden dirigir el 
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suministro de carbohidratos a los hongos más adecuados para las condiciones específicas 

[39,40]. En este estudio, obtuvimos evidencia de una selección micorrízica por parte de P. 

vulgaris, lo que resulta en que solo unas pocas especies de una mezcla de AMF colonizan las 

raíces. P. vulgaris seleccionó a D. bernensis de entre las otras especies presentes (Figura 4). 

En B. decumbens (el hospedador original de la mezcla de AMF) se observó una distribución 

de especies diferente (Figura 4), donde R. irregularis fue la más abundante en las raíces de 

la planta. R. irregularis puede ser más competitiva que otras especies de AMF cuando se 

coinocula [19,64], pero en nuestros resultados, la planta hospedadora y el NFR influyeron en 

la abundancia de cada especie de AMF. Las interacciones competitivas entre especies de 

AMF u otros simbiontes [65] son otro factor importante en la estructura de la comunidad de 

AMF intraradical. 

4.2. Efecto de R. tropici y los Posibles Mecanismos que Influyen en los Hongos 

Micorrizógenos Arbusculares (HMA) 

De acuerdo con nuestros resultados, R. tropici podría estar afectando la composición 

micorrízica en las raíces de frijol, favoreciendo a Glomus sp. como la especie dominante y 

reduciendo la prevalencia de D. bernensis. Los mecanismos directos para este cambio 

podrían ser diferentes, pero algunos antifúngicos producidos por Rhizobium podrían tener un 

impacto en la prevalencia de las especies de AMF [66]. Breil et al. [67] informaron que 

Rhizobium spp. produce trifolitoxina, que tiene actividad antimicrobiana que afecta a los 

patógenos fúngicos del suelo [68]. Otros mecanismos podrían ser la competencia por 

nutrientes [69], ya que R. tropici puede alcanzar un gran número de células en las raíces, lo 

que sería un sumidero de carbono. De otra manera, R. tropici podría desencadenar respuestas 
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de defensa de la planta [70] o tener un efecto de señalización que condicione la colonización 

por diferentes especies de micorrizas, favoreciendo a algunas especies e inhibiendo a otras. 

La inoculación con rizobios puede reducir la colonización de hifas de AMF en las raíces, 

pero esto depende de la identidad del simbionte y la disponibilidad de nutrientes [71]. Las 

comunidades de AMF están influenciadas por los nutrientes disponibles (nitrógeno y fósforo) 

[72], la interacción del hospedador con otros simbiontes en la rizosfera [73] o cambios en las 

respuestas inmunes innatas de la planta [74]. Observamos un aumento en la colonización de 

la longitud de las raíces por AMF cuando R. tropici fue coinoculado con la mezcla de AMF. 

Dependiendo de la especie de AMF, la colonización de las raíces puede verse afectada de 

manera positiva, negativa o no significativamente por la presencia de NFB [75]. Tsikou et al. 

[75] encontraron que Mesorhizobium loti favoreció la colonización de raíces por C. 

etunicatum, mientras que no afectó a F. mosseae. En nuestro estudio, R. tropici favoreció a 

Glomus sp1 sobre D. bernensis, por lo que en este sistema, el efecto sobre la colonización 

podría depender de las especies micorrizógenas. 

Además, R. tropici produce vitaminas como la riboflavina [38] y hormonas vegetales como 

las auxinas [76], que pueden alterar las respuestas de defensa de la planta o la producción de 

metabolitos vegetales, pero también podrían ser asimiladas por los hongos para alterar la 

capacidad competitiva de diferentes especies de micorrizas. Por lo tanto, investigamos los 

efectos de la riboflavina exógena sobre la colonización micorrízica en P. vulgaris. 

4.3. Efecto de la Riboflavina en los Hongos Micorrizógenos en Phaseolus vulgaris 

La riboflavina aumentó la colonización micorrízica y la presencia de vesículas en las raíces 

colonizadas por AMF. Las vesículas son las principales estructuras de almacenamiento de 

lípidos y fósforo en los AMF, y cantidades mayores pueden servir como un importante 
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sumidero de recursos para proporcionar a las plantas colonizadas [77]. La riboflavina 

producida por R. tropici podría ser responsable del cambio en la dominancia de especies en 

las raíces. Estudios previos mostraron que la riboflavina aumentó el contenido de CO2 en las 

raíces de Medicago sativa [33] hasta en un 100% [78]. Becard et al. [37] informaron que un 

aumento en el contenido de CO2 podría favorecer la colonización de raíces por AMF. Es 

probable que los AMF se beneficien del aumento de CO2 promovido por la riboflavina 

producida por rizobios en las raíces. Se ha informado que el CO2 elevado estimula 

significativamente la biomasa radicular y la abundancia de genes de AMF [79]. Además, los 

hongos micorrízicos arbusculares mejoran la acumulación de nutrientes en el trigo cuando se 

exponen a CO2 [80]. Se ha sugerido que el CO2 atmosférico elevado puede cambiar el flujo 

de carbono de las raíces hacia las comunidades microbianas asociadas, particularmente los 

hongos micorrízicos arbusculares, ya que son actores clave en la transferencia de carbono 

entre las plantas y el suelo [81]. Aunque se ha documentado la promoción de una asociación 

simbiótica entre AMF y el hospedador, el CO2 elevado en las raíces de Pisum sativum L. [82] 

no tiene efecto en el desarrollo micorrízico de algunas cepas de AMF [82], lo que implica 

que puede haber diferencias interespecíficas entre los hongos a considerar [83]. El 

lumicromo, un derivado de la riboflavina, aplicada a Lotus japonicus y Solanum 

lycopersicum, promovió la nodulación de Mesorhizobium loti (en L. japonicus) y la 

formación de hifas de Glomus intraradices (R. intraradices) y Glomus mosseae (F. mosseae), 

retrasando la maduración del arbúsculo [84]. Nuestros resultados apoyan la sugerencia de 

que el aumento de la respiración en las raíces, causado por la administración de riboflavina 

exógena, también altera y promueve la simbiosis AMF [37. 

https://www.mdpi.com/2073-4395/13/3/876#B80-agronomy-13-00876
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La familia Glomeraceae produce una gran cantidad de biomasa intraradical [85], mientras 

que Gigasporaceae produce más hifas extraradicales [85,86]. En nuestro análisis molecular, 

encontramos una mayor abundancia de Glomeraceae en la mayoría de los tratamientos 

(Dominikia y Glomus). El inóculo inicial tenía una gran abundancia relativa de R. irregularis, 

que generalmente es la primera especie en colonizar las plantas (en dos semanas) en 

comparación con especies como Glomus aggregatum (cuatro semanas) [64]. R. irregularis 

tiene la ventaja de colonizar una mayor porción de la raíz y reproducirse cuando las 

condiciones son apropiadas [64]. 

El patrón de colonización de las raíces es de especial interés. Cuando se coinoculó con 

Bradyrhizobium CB1015, la proporción de vesículas de F. mosseae aumentó en frijol mungo 

(Vigna radiata (L.) R. Wilczek) [87]. La colonización micorrízica aumentó no solo con R. 

tropici, sino también con riboflavina, lo que también aumentó el porcentaje de vesículas en 

comparación con el control (Figura 2b). En general, un aumento de los hongos arbusculares 

corresponde a un aumento en el contenido de fósforo en la raíz [88]. Cuando las plantas 

crecen en ambientes estresantes, la colonización de las raíces por AMF se estimula, afectando 

la cantidad de vesículas y arbúsculos [89]. 

El desarrollo de un inóculo de AMF para leguminosas debe considerar tanto la identidad de 

las especies de AMF como los efectos sobre el rendimiento y desempeño de las plantas. Este 

estudio proporciona la base para futuros estudios que exploren más a fondo la interacción del 

inóculo de AMF con rizobios eficientes, y cómo la riboflavina, una vitamina producida por 

rizobios, puede aumentar la colonización de AMF en función de la concentración 
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5 Conclusiones 

La riboflavina puede aumentar la colonización de raíces por AMF en plantas de P. vulgaris, 

dependiendo de la concentración. Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que reporta 

cambios en la colonización por hongos micorrízicos arbusculares inducidos por riboflavina. 

La coinoculación de AMF con R. tropici CIAT899 también aumenta la colonización de raíces 

por AMF, pero no se incrementa más con la adición de 50 µM de riboflavina. 

Encontramos que la composición de AMF cambió con respecto a la mezcla de AMF utilizada 

originalmente como inóculo. P. vulgaris podría tener preferencia por D. bernensis dentro de 

una mezcla diversa de AMF, mientras que la riboflavina puede ejercer una presión de 

selección sobre las especies de AMF a cierta concentración. 

La coinoculación de AMF con R. tropici CIAT899 a una concentración de 50 µM tuvo poco 

o ningún efecto en la composición de especies de AMF. Nuestros datos sugieren que los 

metabolitos secundarios y la presencia de otros simbiontes, como R. tropici, pueden influir 

en la composición de especies de AMF en raíces micorrizadas. 
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Abstract 

Folic acid (vitamin B9) plays a crucial role in chlorophyll synthesis and its exogenous 

application to plants could positively influence chlorophyll index and plant growth. This 

study investigated the effect of vitamin B9 supplementation in inoculated Phaseolus vulgaris 
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L. (Fabaceae).The inoculant used contained both arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and 

bacteria. We measured chlorophyll index, plant growth variables and AMF colonization 35 

days after planting. Our results showed that in P. vulgaris treated with vitamin B9, both plant 

growth and chlorophyll index increased, compared to controls. However, the addition of 

vitamin B9 to P. vulgaris plants, inoculated with a mixture of AM fungi and bacteria, did not 

further increase plant growth, suggesting that inoculated plants are not limited by vitamin 

B9. This study is the first to highlight the role of vitamin B9 in inoculated P. vulgaris plants. 

Independently, both vitamin B9 amendment and mycorrhization increased the measured 

variables; though, their combined effect was not additive. Therefore, our results suggest that 

the addition of vitamin B9 does not further increase the measured variables when the plants 

are inoculated with a mixed AMF and bacterial inoculant. 

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi, B9, chlorophyll, proline, vitamin. 

Resumen 

El ácido fólico (vitamina B9) juega un papel crucial en la síntesis de clorofila y su aplicación 

exógena a las plantas podría influir positivamente en el índice de clorofila y crecimiento 

vegetal. Este estudio investigó el efecto de la suplementación de la vitamina B9 en plantas 

de Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) inoculadas. El inoculante utilizado contenía tanto 

hongos micorrízicos arbusculares (HMA) como bacterias. Se midió el índice de clorofila, 

variables de crecimiento de las plantas y la colonización de HMA, 35 días después de la 

siembra. Los resultados mostraron que en P. vulgaris tratadas con la vitamina B9, tanto el 

crecimiento de la planta como el índice de clorofila aumentaron en comparación con el 

control. Sin embargo, la adición de la vitamina B9 a las plantas de P. vulgaris inoculadas con 

una mezcla de HMA, no aumentó aún más el crecimiento de estas, lo que sugiere que las 
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plantas inoculadas no están limitadas por la vitamina B9. Este estudio es el primero en 

destacar el papel de la vitamina B9 en plantas de P. vulgaris inoculadas. De manera 

independiente, tanto la adición de la vitamina B9 como de la micorrización incrementaron 

las variables medidas; sin embargo, el efecto combinado no fue aditivo. Por lo tanto, nuestros 

resultados sugieren que la adición de la vitamina B9 no produce un mayor incremento en las 

variables medidas cuando las plantas están inoculadas con un inoculante mixto de HMA y 

bacterias. 

Palabras clave: hongos micorrízicos arbusculares, B9, clorofila, prolina, vitamina. 

1. Introducción 

Los folatos son vitaminas del grupo B, solubles en agua y que desempeñan un papel 

crucial en diversos procesos biológicos, incluidos el crecimiento y desarrollo de las plantas. 

Son esenciales para la formación de purinas (Zrenner, Sitt, Sonnewald & Boldt, , 2006), que 

son fundamentales para la división celular, e influyen en la producción de hormonas 

vegetales, de las auxinas (Li et al., 2023) y el etileno (Wang et al., 2002), así como en la 

formación de raíces y la elongación celular (Hwang et al., 2018). Los folatos también 

mejoran la tolerancia al estrés en las plantas (Aljuaid et al., 2022; Alsamadany, Mansour, 

Elkelish & Ibrahim, 2022), son necesarios para la formación de metionina, serina y glicina 

(Basset, Quinlivan, Gregory & Hanson, 2005), y actúan como reguladores durante las 

interacciones simbióticas (Bekuzarova, Kozyrev, Shabanova, Lushenko & Weissfeld, 2020; 

Banuelos, Martínez-Romero, Montaño & Camargo-Ricalde, 2021; Piya et al., 2023). Aunque 

las plantas pueden sintetizar folatos, a menudo dependen de fuentes externas para un 

suministro adecuado. Esto se ha observado en Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae), donde la 

aplicación foliar de ácido fólico (vitamina B9) (0.1-0.2 mM) aumentó significativamente el 

crecimiento de brotes y raíces, así como el contenido de clorofila a, b y carotenoides 
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(Alsamadany et al., 2022). Además, se ha demostrado que el precursor de folatos, pABA 

(ácido 4-aminobenzoico) mejora el crecimiento de las plantas, particularmente al aumentar 

el número de nódulos radiculares fijadores de nitrógeno en Trifolium rapens L. (Fabaceae) y 

Medicago sativa L.  (Fabaceae) (Bekuzarova et al., 2020). La síntesis de folatos aumenta 

durante la exposición elevada a la luz (Jabrin, Ravanel, Gambonnet, Douce & Rébeillé, 

2003), ya que los folatos están involucrados en la biosíntesis de clorofila a través de su 

contribución al metabolismo de un carbono (Van Wilder et al., 2009). En consecuencia, un 

aumento en el suministro de folatos podría alterar la producción de clorofila y afectar la 

simbiosis. 

Los folatos también confieren tolerancia contra el estrés de las plantas, principalmente 

a través de la regulación de los metabolitos vegetales. Una de estas moléculas es la prolina, 

un aminoácido que funciona como un osmorregulador para el estrés por salinidad y sequía, 

así como en los cambios en la simbiosis de las plantas con hongos micorrizógenos 

arbusculares (HMA) (Banuelos et al., 2012; Alsamadany et al., 2022). Aunque los folatos 

son vitaminas esenciales para la mayoría de los organismos vivos, los HMA no biosintetizan 

la mayoría de las vitaminas (Ghignone et al., 2012). Por lo tanto, la adición de folatos podría 

afectar la colonización de las raíces por HMA y las respuestas de las plantas hospederas. 

Tenemos la hipótesis de que la adición de una fuente externa de folatos como la vitamina B9 

podría aumentar los parámetros de crecimiento de las plantas, incluido el índice de clorofila, 

al tiempo que afecta la presencia de HMA o su efecto. Los objetivos de este estudio fueron 

determinar si la aplicación exógena de vitamina B9 podría afectar la colonización de los 

HMA en Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae), así como al crecimiento y el índice de clorofila 

en P. vulgaris. 
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2. Materiales y métodos 

2.1. Diseño experimental 

El diseño experimental fue completamente al azar, utilizando un esquema factorial 

2×2 con dos tratamientos de inoculación (con y sin HMA); dos tratamientos de riego con 

vitaminas (con y sin vitamina B9), y la combinación de ambos. Utilizamos 4 réplicas por 

tratamiento, dando un total de 16 unidades experimentales. 

 

2.2. Condiciones de manejo del experimento 

El experimento se llevó a cabo durante un período de 35 días bajo condiciones de 

invernadero, en la Facultad de Ciencias Agrícolas de la Universidad Veracruzana, en Xalapa, 

México. El invernadero mantuvo una humedad relativa promedio del 74% y una temperatura 

promedio de 20 °C. Las plantas se cultivaron en macetas de un litro y se regaron cada tercer 

día hasta la cosecha. El sustrato utilizado para el estudio se obtuvo de los primeros 10 cm de 

suelo en una zona de cultivo de café, ubicada dentro de un bosque mesófilo de montaña, en 

Coatepec, Veracruz, México. El análisis del suelo fue realizado por el Laboratorio de Análisis 

de Suelos del Instituto Nacional de Ecología (INECOL), Xalapa, México, y presentó las 

siguientes características físicas y químicas: 63.5% de fósforo total (P); 40.52 mg kg−1 de P 

disponible (PO4-, Olsen); 34.28 mg kg−1 de amonio (NH4-N) (método de salicilato); 36.28 

mg kg−1 de nitratos (NO3-N); 1016 mg kg−1 de hierro extraíble con pirofosfato (Fe) (PeF); 

7.13% de materia orgánica (MO), (Walkley-Black); 4.14% de carbono orgánico (CO) 

(Walkley-Black); 0.029 mol kg−1 de sodio (Na+) (espectrometría de absorción atómica); 

0.0173 mol kg−1 de calcio (Ca2+) (espectrometría de absorción atómica), y 0.0327 mol kg−1 

de magnesio (Mg2+) (espectrometría de absorción atómica). El pH fue de 6.7, obtenido en 
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una suspensión de suelo y agua desionizada (1:2 p/v). El sustrato se esterilizó durante 40 

minutos mediante autoclave, a 120 °C, 1.05 kg cm−2 (Khavazi, Rejali, Seguin & Miransari, 

2007; Sheteiwy et al., 2022). 

 

2.3. Material vegetal 

 Phaseolus vulgaris cv “Negro Jamapa” es una variedad de frijol de Veracruz, México 

(Voysest, 1983). Las semillas de frijol Negro Jamapa se desinfectaron superficialmente 

tratándolas con etanol al 70% durante 1 minuto, seguido de hipoclorito de sodio al 1.2% 

durante 15 minutos. Luego, las semillas se enjuagaron cuatro veces con agua esterilizada, 

una vez con tiosulfato de sodio al 2% y un último enjuague con agua (Rosenblueth & 

Martínez-Romero, 2004). Las semillas se germinaron en arena de cuarzo esterilizada a 

capacidad de campo (42.7%) antes de ser plantadas en macetas de 1 litro (13 cm de diámetro) 

con suelo autoclavado (120 °C, 1.05 kg cm−2 durante 40 minutos). 

 

2.4. Irrigación con ácido fólico (vitamina B9) 

 Para este experimento utilizamos ácido fólico, una forma monoglutamilada 

completamente oxidada de la vitamina B9. Se preparó una solución madre de 50 µM de la 

vitamina B9 de Sigma-Aldrich (BioReagent para cultivo celular) en agua estéril desionizada, 

agitando durante 10 minutos en la oscuridad y almacenando a 4 °C hasta su uso. Añadimos 

50 mL de la vitamina B9 a las plantas, a 2 cm del tallo, en un entorno de poca luz para 

prevenir la degradación, cinco días después de la inoculación micorrízica y cada cinco días 

hasta la cosecha. Los tratamientos control se irrigaron de la misma manera con agua estéril 

desionizada. 
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2.5. Inóculo de hongos micorrizógenos arbusculares (HMA) 

 La mezcla de HMA fue proporcionada por el Laboratorio de Organismos Benéficos, 

Facultad de Ciencias Agrícolas, Universidad Veracruzana, México. Este inoculante contiene 

14 especies de HMA (Cuadro 1) (Banuelos, Martínez-Romero, Montaño & Camargo-

Ricalde, 2023) y una diversidad de especies bacterianas (Hernádez-Álvarez et al., 2023). 

Después de 35 días, medimos el porcentaje de colonización de HMA (Giovannetti & Mosse, 

1979) mediante el clareo y tinción de raíces de las plantas (Phillips & Hayman, 1970). 

Cuadro 1. Lista de las 14 especies de hongos micorrizógenos arbusculares (HMA) contenidos 

en la mezcla del inóculo adicionado a plantas de Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae). 

Familia Especies Sinonímia 

Archaeosporaceae 

Archaeospora trappei (R.N. Ames y Linderman) J.B. 

Morton y D. Redecker 

Acaulospora trappei 

Acaulosporaceae Acaulospora sp  

Gigasporaceae 

Dentiscutata savannicola (R.A. Herrera y Ferrer) C. 

Walker y A. Schüßler 

Gigaspora savannicola; Fuscutata 

savannicola; Scutellospora 

savannicola 

 Gigaspora rosea T.H. Nicolson y N.C. Schenck  

 

Cetraspora pellucida (T.H. Nicolson y N.C. Schenck) 

Oehl, F.A. Souza y Sieverding 

Scutellospora pellucida 

Diversisporaceae 

Diversispora varaderana J. Błaszkowski, G. Chwat, 

Kovács y Góralska 

 

Claroideoglomeraceae 

Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker y Gerd.) C. 

Walker y A. Schüßler 

Glomus etunicatum; 

Entrophospora etunicata  

Glomeraceae 

Dominikia bernensis Oehl, Palenz., Sánchez-Castro, 

N.M.F. Sousa y G.A. Silva 
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Dominikia lithuanica J. Błaszkowski, G. Chwat, A. 

Góralska 

 

 

Rhizophagus aggregatus (N.C. Schenck y G.S. Sm.) C. 

Walker 

Glomus aggregatum. 

Rhizoglomus aggregatum 

 Glomus macrocarpum T.H. Nicolson y Gerd Endogone macrocarpa 

 Funneliformis mosseae T.H. Nicolson y Gerd  

 

Kamienskia bistrata J. Błaszkowski, G. Chwat y 

Kovács 

 

 

Rhizophagus irregularis Błaszk., Wubet, Renker y 

Buscot (C. Walker y A. Schüßler comb. Nov) 

 

 

Rhizophagus neocaledonicus D. Redecker, Crossay y 

Cilia 

 

Tomado de Banuelos et al. (2023) 

El inóculo utilizado fue reproducido en una planta hospedero que contiene 

principalmente HMA; sin embargo, existen bacterias asociadas en este inoculante (Hernádez-

Álvarez et al., 2023). 

2.6. Índice de color verde obscuro (DGCI) 

 Utilizamos un método indirecto para medir el contenido de clorofila. Este es un 

método no destructivo que nos permitió usar la cámara de un teléfono móvil Android para 

medir los cambios en las hojas obteniendo un índice de color verde oscuro (DGCI) en una 

escala de 0 a 1 (Petiole LTD, 2019). El DGCI es una medida cuantitativa relativa de verdor, 

estrechamente relacionada con la concentración de nitrógeno (N) en las hojas (Kaler et al., 

2020). El procedimiento se basa en el uso de una tarjeta de calibración para normalizar el 

color entre las muestras, mientras se normalizan los cambios en la luz de fondo. El teléfono 

móvil se colocó en un soporte estacionario, a 5 cm por encima de la muestra de la hoja, en 
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un entorno de luz controlada y se tomó una fotografía para luego ser utilizada en la aplicación 

móvil Petiole Pro. 

 Es común utilizar un medidor de clorofila accesible para determinar el verdor de las 

hojas e inferir indirectamente la concentración de clorofila en las hojas (Kaler et al., 2020). 

Karcher & Richardson (2003) encontraron que el análisis de imagen digital se puede utilizar 

para determinar diferencias entre plantas fertilizadas con N midiendo su DGCI. 

2.7. Determinación del contenido de Prolina 

 El contenido de prolina se determinó utilizando el método de Bates (1973), con 

modificaciones. Se homogeneizó una muestra de 0.25 g con nitrógeno líquido en un mortero, 

y se añadieron 5 mL de ácido sulfosalicílico al 3%. El extracto se filtró al vacío. Alícuotas 

de 0.5 mL del extracto se mezclaron con 0.5 mL de solución de ácido ninhidrina, junto con 

0.5 mL de ácido acético. Las muestras se calentaron durante 30 minutos a 90 °C y se enfriaron 

en un baño de hielo hasta alcanzar la temperatura ambiente. Se utilizó tolueno para extraer el 

aminoácido, y las muestras se incubaron durante 20 minutos en un ambiente oscuro. La 

absorbancia de la fase orgánica se midió a 520 nm utilizando un espectrofotómetro (Thermo-

scientific GENESYS 10S UV-Vis). La concentración de prolina se calculó utilizando una 

curva de calibración y se expresó como µmoles mg-1. 

 

2.8. Variables de crecimiento vegetal 

 Las plantas cosechadas se dividieron en raíz y parte aérea, y luego se secaron en horno 

a 45°C durante tres días, hasta alcanzar un peso constante. Contamos el número de trifolios 

al momento de la cosecha. La altura de la planta se midió desde la base del tallo y las hojas 
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trifoliadas se contaron manualmente. El área foliar se midió utilizando la aplicación móvil 

Petiole Pro (Petiole LTD, 2019). 

 

2.9. Análisis estadístico  

Se realizó un ANOVA de dos vías para comparar los tratamientos. Los resultados se 

expresaron como medias con desviación estándar (±). Las diferencias significativas entre las 

medias de los tratamientos se analizaron utilizando la prueba post hoc de Tukey (HSD, p ≤ 

0.05). Además, se utilizó la prueba t de Student para comparar plantas micorrizadas vs no 

micorrizadas, dentro de cada factor. La normalidad y la homogeneidad de las varianzas se 

verificaron utilizando las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene. Todos los análisis de datos se 

realizaron en Minitab 21.1.0. 

 

3. Resultados y discusión 

3.1. Crecimiento Vegetal 

A medida que la producción de P. vulgaris avanza hacia métodos más sostenibles, se 

necesita información novedosa sobre el uso de biofertilizantes y metabolitos no sintéticos. 

En este estudio, observamos un aumento del 67% en el peso seco de los brotes con la adición 

de la vitamina B9 (F: 5.01, p ≤ 0.047; Fig. 1a). Esto se alinea con estudios previos en 

Capsicum annuum L. (Solanaceae) y Triticum aestivum L. (Poaceae), donde la 

suplementación con la vitamina B9 también incrementó su biomasa (Al-Said & Kamal, 2008; 

Esfandiari, Enayati, Sabaghina & Janmohammadi, 2012). Este aumento podría traducirse 

potencialmente en mayores rendimientos en etapas posteriores, como se ha sugerido en otros 
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estudios (Rashidi, Yousefi, Pouryusef & Goicoechea, 2021). La vitamina B9 es esencial para 

procesos como la síntesis de ADN, la división celular y el metabolismo de aminoácidos, los 

cuales desempeñan roles importantes en el crecimiento general de la planta (Gorelova, 

Ambach, Rébeillé, Stove & Van Der Straeten, 2017). Su bajo costo y efectividad probada en 

cultivos como Pisum sativum L. (Fabaceae) (Farouk & Abdul Qados, 2018) y P. vulgaris L. 

(Fabaceae) (Ibrahim, Ibrahim & Adb El-Gawad, 2021) la posicionan como una herramienta 

prometedora para mejorar la productividad de los cultivos. El impacto positivo de la 

suplementación con la vitamina B9 en el peso de la planta indica que probablemente actúa 

como un promotor general del crecimiento, contribuyendo a una mayor acumulación de 

biomasa tanto en los tejidos de los brotes como de las raíces (Burguieres, McCue, Kwon & 

Shetty, 2007). Otros estudios han demostrado que la deficiencia de la vitamina B9 puede 

causar anomalías en el crecimiento y a una reducción del vigor general de la planta (Li et al., 

2023), y al aumentar su suministro podemos mejorar su vigor. El aumento del peso de la 

planta tras la adición de vitamina B9 también podría atribuirse a la restauración de las vías 

metabólicas relacionadas con los folatos, lo que lleva a un mejor crecimiento y desarrollo 

((Ayala-Rodríguez, Barrera-Ortíz, Ruiz-Herrera & López-Bucio, 2017). Los folatos son 

esenciales para la biosíntesis de piruvato, que es vital para la producción de biomasa (Bar-

Even, Noor & Flamholz, 2013; Kim et al., 2020). 

a) 
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HMA HMA 
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Figura 1. a) Peso seco de Phaseolus vulgaris L. (foliar y raíz), b) área foliar, c) altura de la 

planta, y d) número de trifolios inoculadas (HMA) o controles no inoculados (C) y regadas 

con 50 µM de ácido fólico (vitamina B9) o no (control, C); 35 días después de la inoculación 
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de la mezcla micorrizógena y bacteriana. Medias ± desviación estándar con n=4. Letras 

diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (Tukey HSD p ≤ 0.05). El 

asterisco (*) sobre las barras indica una diferencia significativa entre dos tratamientos 

(prueba t de Student). 

La inoculación con HMA aumentó significativamente el área foliar (F: 4.36, p ≤ 

0.030; Fig. 1b), lo cual es consistente con el papel bien documentado de los HMA en la 

adquisición y transporte de nutrientes (Augé Stodola, Ebel & Duan, 1995; Kavanova, 

Grimoldi, Lattanzi & Schnyder et al., 2006). La expansión del área foliar puede deberse a la 

mejor disponibilidad de nutrientes facilitada por la red hifal micorrízica, que mejora la 

capacidad fotosintética y el vigor general de la planta (Cela et al., 2022; Tao, Dong, Wang, 

Chen & Tang, 2022). Los HMA aumentaron la altura de las plantas (F: 5.25, p ≤ 0.017); sin 

embargo, cuando se añadió la vitamina B9, las plantas inoculadas tenían menor altura en 

comparación con las no inoculadas (F: 13.63, p ≤ 0.004; Fig. 1c). Además, las plantas 

mostraron un aumento en el número de trifolios cuando fueron inoculadas (F: 5.92, p ≤ 

0.012), pero el número de trifolios no aumentó cuando se añadió la vitamina B9 (F: 0.02, p 

≤ 0.888, Fig. 1d). Curiosamente, la ausencia de un efecto aditivo de la suplementación con 

vitamina B9 en las plantas inoculadas con HMA-bacterias sobre estas variables, sugiere un 

posible umbral en la disponibilidad de los folatos, donde los folatos adicionales no confieren 

beneficios extras. La planta podría optimizar la adquisición de la vitamina B9 hasta el punto 

donde la inoculación con HMA-bacterias no mejora los procesos fisiológicos responsables 

de los parámetros de crecimiento de la planta. Además, los mecanismos regulatorios que 

gobiernan el desarrollo de la planta podrían involucrar otros factores, como la señalización 

hormonal (Pozo, López-Ráez, Azcón-Aguilar, & García-Garrido, 2015). La falta de un efecto 
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aditivo también podría indicar que la interacción específica entre los microbios y la planta 

hospedadora, modula la respuesta a la vitamina B9 exógena de manera distinta en 

comparación con las plantas no micorrizadas (Seddas et al., 2009). Las bacterias presentes 

en el inoculante también podrían ser una fuente de vitaminas, en particular de vitamina B9 

(Hernández-Álvarez, Peimbert, Rodríguez-Mertin, Trejo-Aguilar & Acaraz, 2023), pero no 

encontramos diferencias entre plantas inoculadas y plantas inoculadas más la vitamina B9 

(Figura 1). 

 

3.2. Índice de color verde oscuro (DGCI) 

Medimos el DGCI como un indicador de la capacidad fotosintética afectada por el inoculante 

y la suplementación con la vitamina B9. Las plantas inoculadas no aumentaron el DGCI (F: 

1.31, p ≤ 0.276). Usualmente, la inoculación con HMA incrementa la concentración clorofila 

en las plantas (Kavanova et al., 2006; Kayoumu et al., 2023); aunque estudios con Vitis 

vinifera L. (Vitaceae) inoculada con HMA también han mostrado que el contenido de 

clorofila no varía en comparación con plantas no inoculadas (Ye et al., 2022). El riego con 

la vitamina B9 aumentó el DGCI (F: 19.27, p ≤ 0.001); mientras que la combinación de la 

vitamina B9 y el inoculante no difirió del tratamiento con solo la vitamina B9 (F: 4.40, p ≤ 

0.006) (Fig. 2). El aumento en DGCI debido a la suplementación con la vitamina B9 podría 

deberse a que los folatos están involucrados en el metabolismo del nitrógeno, mediando su 

translocación desde la raíz hasta el brote (Banuelos et al., 2021). La disponibilidad de 

nitrógeno afecta la fotosíntesis de las plantas, ya que la clorofila está asociada con los niveles 

de nitrógeno (Wang et al., 2021) y la suplementación con la vitamina B9 podría haber 

incrementado la absorción de nitrógeno expresada en el contenido de clorofila por el DGCI. 
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Figura 2. Índice de Color Verde Oscuro (DGCI) en plantas de Phaseolus vulgaris L. 

inoculadas (HMA) o controles no inoculados (C) y regadas con 50 µM de ácido fólico 

(vitamina B9) o no (control, C), 35 días después de la inoculación con la mezcla de HMA y 

bacterias. Medias ± desviación estándar con n=4. Letras diferentes sobre las barras indican 

diferencias significativas (Tukey HSD p ≤ 0.05). 

 

3.3. Contenido de prolina 

La inoculación redujo el contenido de prolina en las hojas; aunque no significativamente (F: 

4.02, p ≤ 0.07). Por otro lado, observamos que la adición de la vitamina B9 disminuyó 

significativamente la concentración del metabolito relacionado con el estrés, la prolina, tanto 

en las plantas de control como en las inoculadas con HMA (F: 37.63, p ≤ 0.000; Fig. 3). Esta 

disminución en la prolina podría estar relacionada con la mejora en la eficiencia del uso del 

agua observada con el tratamiento con la vitamina B9, que se ha reportado reduce la 

necesidad de metabolitos osmorreguladores como la prolina en las plantas (Ibrahim et al., 

2021; Al-Elwany et al., 2022). Por ejemplo, el riego foliar con 150 µM de vitamina B9 puede 
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aumentar la eficiencia del uso del agua en un 29% (Ibrahim et al., 2021). En P. vulgaris L. 

(Fabaceae), se ha demostrado que la suplementación con la vitamina B9 alivia el estrés 

salino, que a menudo está vinculado a la eficiencia del uso del agua (Alsamadany et al., 2022; 

Ma, Wei, Liu, Liu & Liu , 2021). Por lo tanto, los efectos promotores del crecimiento de la 

vitamina B9 también pueden contribuir a reducir el estrés de la planta, como se refleja en los 

niveles más bajos de prolina. 

 

Figura 3. Contenido de prolina en hojas de Phaseolus vulgaris L. inoculadas (AMF) o 

controles no inoculados (C) y regadas con 50 µM de ácido fólico (vitamina B9) o no (control, 

C). 35 días después de la inoculación con la mezcla de HMA y bacterias. Medias ± desviación 

estándar con n=4. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (Tukey 

HSD p≤0.05). 

 

4. Conclusiones 

El impacto positivo de la vitamina B9 en el peso de P. vulgaris se alinea con su papel 

establecido en las vías metabólicas que promueven el crecimiento. El aumento del área foliar 
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con la inoculación microbiana destaca la contribución de la simbiosis en la adquisición de 

nutrientes y la eficiencia fotosintética. La falta de un efecto aditivo de la vitamina B9 en el 

área foliar, en P. vulgaris L. inoculada, indica una interacción compleja entre la 

disponibilidad de nutrientes, las interacciones simbióticas y las respuestas fisiológicas de P. 

vulgaris L. Una limitación biológica y/o física podría limitar cuánto puede utilizar P. vulgaris 

L. la vitamina B9, y no puede mejorar por la inoculación con los microbios.  
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CAPÍTULO V  

DISCUSIÓN GENERAL 

En esta tesis se planteó que las vitaminas del grupo B, en específico la riboflavina y 

los folatos, juegan un papel relevante en las interacciones simbióticas entre plantas, hongos 

micorrizógenos y rhizobios. Este supuesto partió de un análisis in sílico y revisión 

bibliográfica que sugirió, que durante la simbiosis entre leguminosas y rizobios, la presencia 

de folatos era esencial, no solo para el establecimiento de la simbiosis, sino que también para 

la translocación de N (Banuelos et al., 2021). En este sentido, se observó que la ruta de 

biosíntesis de purinas, necesaria para la translocación del N fijado en nódulos, requiere de 

por lo menos 3 moléculas de folatos para producir ureidos (Banuelos et al., 2021), una forma 

degradada de las purinas que transloca el N fijado al resto de la planta (Schubert, 1986). 

Además, existe una sobre expresión de por lo menos 16 genes directamente 

relacionados con la biosíntesis de folatos durante la fijación simbiótica de nitrógeno en 

G.max L. inoculadas con Bradirhizobium diazoefficiens (Delamuta) (Cuadro 1, Capítulo II). 

Una observación relevante en la revisión publicada del Capítulo II, fue que, durante la 

translocación de nitrógeno vía la ruta de biosíntesis de purinas, se generaba guanosin 

trifostato (GTP) (Figura 1, Capítulo 2), un precursor no solo de folatos, sino también de la 

riboflavina (vitamina B2), otra vitamina del grupo B. Además, la presencia activa de la GTP 

ciclohidrolasa, enzima que sintetiza dicho nucleótido, es una de las enzimas primarias para 

la síntesis, no sólo de la vitamina B9, sino también de la vitamina B2. Esta observación 

permitió considerar que ambas vitaminas podrían tener funciones relevantes durante los 

procesos de simbiosis entre plantas y microorganismos.  De hecho la vitamina B2, promueve 



155 
 

la activación de la vitamina B9 (Averianova et al., 2020), lo que contribuyó a la idea de que 

ambas vitaminas podrían tener funciones interconectadas. 

Como se mencionó en la introducción, la vitamina B2, afecta positivamente la 

producción de nódulos, incrementa la fijación de nitrógeno y la respiración de las raíces, 

durante la simbiosis entre leguminosas y rizobios (Abbas & Sibirny, 2011; García-Angulo, 

2017; Lowe & Evans, 1962; Yurgel et al., 2014). Además, la vitamina B2 es una molécula 

secretada por los rizobios  (Dakora et al., 2015). En el Capítulo I, se recopilaron estudios que 

observaron que rizobios no solo exudaban vitaminas como la B2 (Phillips et al., 1999), sino 

que también poseen distintos genes que permiten su transporte a través de membranas 

bacterianas (Deka et al., 2013; Duurkens et al., 2007; Garcia-Angulo et al., 2013; Gutiérrez-

Preciado et al., 2015; Hemberger et al., 2011; Sun et al., 2013; Vitreschak et al., 2002). Estos 

transportadores pueden contribuir para que los rizobios interactúen con el entorno rizosférico, 

como se planteó en el objetivo “a”. Sin embargo, no existía información directa relacionada 

con su efecto en la simbiosis micorrízica, otra simbiosis importante que suele compartir 

espacio en las raíces del mismo hospedero que los rizobios. 

Los únicos indicios sobre cuál podría ser el efecto de la vitamina B2 en la simbiosis 

de HMA, se encontraban en la posibilidad de que su presencia en la rizósfera (secretada por 

rizobios u otra fuente) aumentará la concentración de CO2 (Lowe y Evans 1962), estimulando 

el crecimiento de los HMA (Bécard y Piché 1989). 

En el Capítulo III se investigó la influencia de dicha vitamina en la simbiosis 

micorrizógena (Objetivo “c”), al adicionar de manera externa concentraciones conocidas de 

la vitamina B2 en presencia o ausencia de R. tropici en P vulgaris L. inoculados con HMA. 

Además, en este Capítulo también se abordó el objetivo general de la tesis, dónde la adición 

de la vitamina B2 a P. vulgaris inoculado con HMA, resultó en un incremento significativo 
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en la colonización micorrizógena, y este efecto fue dependiente de la concentración de la 

vitamina B2 (Banuelos et al., 2023). Otra biomolécula cuya aplicación exógena incrementa 

la colonización micorrízica, especialmente las vesículas y esporas, es el miristato (un lípido 

de cadena C14:0)(Liu et al., 2023). Aunque, a diferencia de la vitamina B2, el miristrato no 

tiene ningún efecto sobre el crecimiento vegetal. En esta tesis, la vitamina B2, no solamente 

incrementa la colonización micorrízica, en especial la cantidad de vesículas, sino que también 

incrementa parámetros de crecimiento de la planta (Banuelos et al., 2023). A la fecha, esta 

es la primera publicación que experimenta con el efecto de la vitamina B2 o cualquier 

vitamina en la simbiosis micorrizógena.  

Es importante mencionar que en esta tesis no se determinó si la vitamina B2 

suministrada al sistema, fue absorbida directamente por los HMA o vía la raíz de la planta 

hacia los HMA. Lo cual deja un área de oportunidad de investigación futura.  

Otro dato relevante en la presente investigación fue que la adición de la vitamina B2 

en P. vulgaris inoculado con una mezcla de 15 HMA, influía en la selección y distribución 

relativa de especies de HMA en las raíces (Figura 4, Capítulo III), considerando el consorcio 

original (Cuadro 1, Capítulo III). En dicho Capítulo, se abordó el objetivo “e” de la presente 

tesis.  

La mayoría de los factores ambientales suelen afectar las comunidades de HMA en 

las raíces , tales como los cambios fisicoquímicos del suelo, nutrientes e incluso hospedero 

(Han et al., 2023), pero hasta este momento, no se había estudiado si una vitamina como la 

B2 podría también afectar las poblaciones de HMA.. Una de las posibles explicaciones de tal 

respuesta, podría deberse a la naturaleza a auxotrófica de los HMA, ya que carecen de los 

genes necesarios para la biosíntesis de las vitaminas B1, B2, B6 y B9 (Kobayashi et al., 2018; 

Morin et al., 2019; Tisserant et al., 2013; Venice et al., 2020). En este sentido, se podría 
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asumir que HMA específicos como G. macrocarpum y D. bernensis, son especialmente 

sensibles a los cambios de concentración de esta vitamina o que pueden aprovecharlos de 

manera diferencial a las demás especies del consorcio (Figura 4, Capítulo III).  

La vitamina B2 suplementada en plantas, puede inducir resistencia sistémica, es decir 

que involucra la expresión de genes relacionados con la patogénesis (Dong & Beer, 2000). 

En el Capítulo III, se observó que los HMA no solo no se veían afectados por el efecto de 

resistencia sistémica inducida de la vitamina B2, sino que su colonización incrementó de 

manera significativa (Figuras 2 y 3, Capítulo III). Este descubrimiento puede proporcionar 

herramientas a los agricultores que no solo incrementan la resistencia de sus plantas a los 

patógenos, sino que estimulan microorganismos benéficos como los HMA. 
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CAPÍTULO VI  

CONCLUSIONES GENERALES 

En esta sección se presentan de manera integral las conclusiones generales obtenidas, 

analizando los resultados en relación con la hipótesis y los objetivos de la presente tesis. 

 

Objetivo a) Identificar genes candidatos de transporte de vitaminas B2 y B9 en especies de 

Rhizobium. 

 Los genes ribU, ribN, ribM, rfuABCD, rfnT, ribXY, impX y riBZ son los ocho genes 

de transporte de riboflavina para bacterias del género Rhizobium publicados hasta el 

momento, mientras que se encontraron registro de dos genes para el transporte de folatos, el 

rolT y rBT . Esta información nos permite asumir que las rizobacterias pueden transportar 

ambas vitaminas e interactuar con estas en la rizósfera. Afectando tanto a la raíz del 

hospedero como a otros simbiontes de la raíz, como pueden ser los HMA. 

 

Objetivo b) Identificar genes de biosíntesis de vitaminas B2 y B9 en rizobacterias y hongos 

micorrizógenos arbusculares. 

 Los HMA carecen de los genes completos para la biosíntesis de las vitaminas B2 y 

B9, lo cual los hace altamente dependientes de fuentes externas de estas vitaminas, 

generalmente proporcionadas por las plantas hospederas o bacterias de la rizósfera. 

 Treinta y tres rizobacterias del género Rhizobium cuentan con los genes ribAB, ribD, 

ribE, ribH , necesarios para la biosíntesis de la vitamina B2. Lo cual les permite sintetizar de 
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manera independiente la vitamina B2, liberándola en la rizósfera, dónde afecta las raíces del 

hospedero y a otros simbiontes como los HMA. 

  Treinta y tres rizobacterias del género Rhizobium cuentan con los genes folA, folC, 

folE, ALDH1L1, ADCs, folP, MAT, MTHFR, glyA, SAM, FBP y GGH, Lo cual les permite 

sintetizar de independiente la vitamina B9, liberándola en la rizósfera, dónde afecta las raíces 

del hospedero y a otros simbiontes como los HMA. 

 

Objetivo c) Identificación de concentraciones de vitamina B2 que afectan la colonización 

micorrízica en P. vulgaris. 

La riboflavina proporcionada de manera exógena en concentraciones micromolares 

de 3.12, 12.5, 25 y 50 µM incrementan el porcentaje de colonización micorrízica en raíces 

de P. vulgaris. Aquí se encontró que la concentración de 25 µM de vitamina B2 incrementa 

mayormente la colonización. Considerando que las BFN sintetizan y exudan esta vitamina, 

se puede considerar que la vitamina B2 que exudan puede ser una de las causas del 

incremento de la colonización de los HMA. 

 

Objetivo d) Evaluar el efecto de la vitamina B2 durante la simbiosis micorrízica y 

Rhizobium tropici en P. vulgaris. 

La inoculación de R. tropici CIAT 899 aumenta la colonización de HMA en P. 

vulgaris pero la adición de la vitamina B2 no causa un efecto aditivo en esa variable. De igual 

manera las variables de crecimiento de la planta medida no cambian con la adición de la 

vitamina en co-inoculación de los simbiontes. Se desconoce si este efecto se debe a un límite 

de absorción tanto de la planta, como de los HMA de la vitamina B2. 
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La vitamina B2 puede ejercer una presión de selección sobre las especies de HMA, 

favoreciendo a G. macrocarpum, lo cual podría indicar una mayor dependencia de esta 

vitamina o un mecanismo eficiente de asimilación. 

 

Objetivo e) Determinar los efectos en las especies de hongos micorrizógenos en 

coinoculación con R. tropici. 

La composición de las especies de HMA del inóculo original cambia al ser inoculado 

en P. vulgaris L., es decir, puede existir una preferencia específica dependiendo del 

hospedero. D. bernensis (Ohel) tiene una preferencia al ser inoculado en P. vulgaris L. de 

una mezcla diversa de HMA y bacterias en B. decumbens Stapf (Poaceae).  

 

Los datos aquí presentados sugieren que la vitamina B2, así como la presencia de R. 

tropici, favorecen a D. bernensis (Ohel) y a G. macrocarpum (Nicholson y Gerd.) 

respectivamente, en la colonización de raíces de P. vulgaris. 
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CAPÍTULO VII 

PERSPECTIVAS 

Si bien la aplicación exógena de la vitamina B2 resultó en un incremento en la 

colonización de HMA, es necesario considerar el mecanismo por el cual los HMA obtienen 

la vitamina B2. Los HMA pueden obtener la vitamina B2 mediante la absorción directa del 

suelo o a través del hospedero, considerando que la planta absorbe primero la vitamina y se 

la proporciona al simbionte.  

Dado que la vitamina B2 en distintas concentraciones micromolares puede alterar el 

porcentaje de colonización micorrízica en las raíces de P. vulgaris L., sería importante 

profundizar en los siguientes aspectos: 

 

a) Demostrar que el efecto observado de la vitamina B2 también afecta a los HMA 

inoculados en otras leguminosas o plantas micotróficas. 

En esta tesis se comprobó que la vitamina B2 es una molécula que influye en la simbiosis 

micorrízica, pero solamente en P. vulgaris L. Al demostrar que este efecto es constante en 

otras plantas, se podría considerar un componente esencial de la simbiosis, así como una 

opción para desarrollar medios de cultivo in vitro para especies de HMA, hasta ahora difíciles 

de cultivar. Además, en términos de producción de biofertilizantes in vivo, la irrigación de 

esta vitamina serviría para aumentar la calidad y los propágulos fúngicos con fines 

comerciales. 

 

b) Revisar la colonización de HMA en distintos tiempos de cosecha del mismo 

experimento, para verificar si el efecto se sostiene durante los distintos tiempos de 
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cosecha o varía. Además, este estudio permitiría demostrar la dominancia de D. 

bernensis o G. macrocarpum en distintas etapas fenológicas de la planta. 

Este experimento indicará la sensibilidad de G. macrocarpum a la vitamina B2 durante 

las distintas etapas de la colonización micorrízica. De igual manera, tendrá fines de 

mejoramiento de los medios de cultivo in vitro o para incrementar la colonización de 

plantas de interés agrícola, botánico o en peligro de extinción que requieran una mayor 

colonización micorrízica.  

Si bien no se ha establecido que exista una especificidad o preferencia de especies 

de HMA a un hospedero o a una rizobacteria, esta tesis demostró que existe una selección 

entre estas especies que beneficia a la planta. La identidad, tanto de las especies de HMA 

como el hospedero y Rhizobium puede contribuir a desarrollar inoculantes más eficientes. 

Esto, considerando los resultados aquí presentados en P. vulgaris, pues se demostró una 

preferencia por D. bernensis de una mezcla diversa de HMA. .  
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Anexos 

Anexo 1. Análisis comparativo de genomas de 33 especies de Rhizobium que comparten 

genes de biosíntesis de riboflavina. 

 

Análisis de 33 especies del género Rhizobium que cuentan con genes de biosíntesis de la 

vitamina B2. Cuadro realizado con el paquete get_homologes en BASH (Contreras-Moreira 

& Vinuesa, 2013) y 33 genomas descargados de NCBI. La barra de colores lateral indica la 

cantidad de copias; azul, 0; amarillo, 1; rojo 2. 
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Anexo 2. Análisis comparativo de genomas de 33 especies de Rhizobium que comparten 

genes de biosíntesis de folatos. 

 
Análisis de 33 especies del género Rhizobium que cuentan con genes de biosíntesis de la 

vitamina B9. Cuadro realizado con el paquete get_homologes en BASH (Contreras-Moreira 

& Vinuesa, 2013) y 33 genomas descargados de NCBI. La barra de colores lateral indica la 

cantidad de copias; azul, 1; amarillo, 0; rojo 2. 
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