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RESUMEN

El tizdn comun del frijol causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,
es la enfermedad mas comun de este cultivo, puede causar pérdidas hasta de un
45%. En busqueda de alternativas organicas de control se evalué la efectividad
biolégica de extractos de fermentacibn de Botryodiplodia theobromae 'y
Pseudomonas fluorescens productores de acido jasmoénico y acido salicilico
respectivamente. Se sembro frijol negro variedad Jamapa previamente detectado con
la presencia de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli en laboratorio. El frijol se
cultivo en recipientes con peatmoss estéril y a treinta dias de germinacién se
determind la incidencia y severidad del tizon comun en la planta. Las plantas fueron
tratadas de forma individual con extractos de Botryodiplodia theobromae,
Pseudomonas fluorescens y Bacillus sp., ocho dias posteriores a la aplicacién se
evalud la presencia o permanencia del tizon comun por planta asi como el porcentaje
(%) de severidad o dafo en la misma. El extracto organico conteniendo &acido
jasmonico al 10%, mostrd el mejor resultado para el control de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli, al lograr una reduccion del 75.74 % en la severidad del
tizon foliar, estadisticamente similar (p=0.05) al testigo convencional al 1 % redujo
hasta un 75.31 % la severidad. Los tratamientos conteniendo extracto de acido
salicilico al 10 % y de Bacillus sp. al 10%, se comportaron similarmente (p=0.05) al
reducir en un 68 % la severidad de la enfermedad, diferentes a los demas
tratamientos. La mezcla de extractos y bacterias esporuladas mostr6 un menor
efecto que la aplicacién de los tratamientos individuales, posiblemente por la accién
antagonista de alguno de ellos. Existe un efecto positivo de control en la reduccion
del tizon comun Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli al aplicar extractos de acido
jasmonico en el desarrollo de la planta.

Palabras clave: Antagonismo, Control biol6gico, Bacillus sp., acido jasmaénico, acido
salicilico.
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INTRODUCCION

La produccion de frijol a nivel mundial es baja, comparada con granos como
trigo, maiz y arroz, sin embargo, en nuestro pais su produccién es muy importante,
pues forma parte primordial de la dieta diaria de la poblacion. México se encuentra
en la quinta posicién de productores de frijol a nivel mundial (FAO 2009) destacando
Zacatecas, Sinaloa, Durango, Chihuahua y Nayarit (OEIDRUS 2009), como los

estados mas productores.

El frijol es afectado por diversos factores abidticos y bidticos que limitan su
produccién. Entre los factores bidticos se encuentran las enfermedades causadas
por diferentes agentes entre los que se encuentran bacterias, virus, nematodos y
hongos. Una de las enfermedades mas importantes del frijol es el tizon comun,
causada por Xanthomonas axonopodis (Smith) Dye, el cual produce pérdidas de un
45% de la cosecha y que puede llegar al 100% en variedades altamente
susceptibles. Adicionalmente tiene un impacto en la reduccién de la calidad del grano

para el consumo y para la siembra.

Es comun que para el control de bacterias fitopatbgenas se utilice
(Oxitetraciclina) o sus derivados, con la consecuente desventaja de ser compuestos
macromoleculares de dificil penetracion en los sistemas vasculares o translaminacion
entre células vegetales ademas de la contaminacién y de la resistencia que se
pudiera generar por el abuso desmedido de estos antibibticos en el campo. Por esta
razén el uso de alternativas conjuntas al control y a la induccién de resistencia de las
mismas plantas a la presencia de fitobacterias pudiera considerarse como una
alternativa al manejo de estos problemas fitosanitarios, como es el caso de los
extractos de acido jasmoénico obtenido de Botryodiplodia theobromae y de é&cido
salicilico obtenido de Pseudomonas fluorescens.



Se han descrito varios mecanismos de accion de los antagonistas para controlar el
desarrollo de patéogenos. Algunos de estos son antibiosis, interacciones directas con
el patégeno e induccidén de resistencia. No es facil determinar con precision los
mecanismos que intervienen en las interacciones entre los antagonistas y los

patégenos en la planta.

En general, los antagonistas no tienen un Unico modo de accion y la
multiplicidad de estos es una caracteristica importante para su seleccibn como
agentes de control bioldgico. Si el antagonista posee varios modos de accion reduce
los riesgos de desarrollo de resistencia en el patdogeno. Este riesgo de resistencia
también se reduce mediante el uso de combinaciones de antagonistas con diferente
modo de accion (INISAV 2000).

OBJETIVO
Evaluar la efectividad biolégica de extractos de fermentaciéon de Botryodiplodia

theobromae y Pseudomonas fluorescens, asi como el efecto sinergista de estos y
Bacillus sp., contra la presencia de la bacteria fitopatégena en la planta.

HIPOTESIS

Al menos uno de los tratamientos reducira el dano del tizén comun

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli en planta del frijol.



REVISION DE LITERATURA

Origen del Cultivo del Frijol

En base a la informacién agrondmica, morfolégica y a la utilizacion de
herramientas moleculares se distinguen dos centros de domesticacion del frijol: el
mesoamericano y el andino (Gepts, 1998). También se ha demostrado la posibilidad
de que el frijol silvestre de Ecuador y norte de Peru forma un tercer centro de origen
y domesticacion del género o una zona de transicibn entre el centro de
Mesoamericano o el andino. Los indicios mas antiguos de cultivo datan del afo
5000 a.c. La introduccion en Espafna y posteriormente su difusion al resto de Europa

tiene lugar en las expediciones de comienzos del siglo XVI.

Se acepta el hecho de que el género phaseolus tuvo su centro de origen y
diversidad en México y que de aqui se difundieron algunas especies hacia centro
América y América del sur; esto debido a que en nuestro pais se han identificado 45

de las 55 especies del género (Debouck, 1991).

Clasificacion Taxonomica

Descripcidon taxondmica del frijol (SIIT, 2011).

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae

Género phaseolus
Especie vulgaris L.



Importancia Econdmica

En el mundo el volumen de frijol producido respecto a otros granos como el
trigo, maiz y arroz es muy bajo, representa el 1% de los granos mencionados. A
pesar de esto, su producciéon en algunos paises es muy importante porque forma

parte importante de la dieta de su poblacién.

Tabla 1. Principales paises productores de frijol a nivel mundial (Ton).

PAISES 2005 2006 2007 2008 2009
Brasil 3,021,641 3,457,744 3,169,360 3,460,867 3,522,979
India 2,630,800 3,270,000 3,930,000 3,930,000 2,310,000
China 1,806,862 1,669,850 1,233,005 1,121,151 1,543,151
USA 1,234,770 1,099,830 1,150,808 1,159,290 1,150,310
México 826,892 1,385,784 993,943 1,122,720 1,051,400
Uganda 478,000 424,000 435,000 440,000 452,000
Indonesia 216,131 208,286 223,303 183,073 330,000
Etiopia 160,000 138,422 222,700 241,418 329,775
Argentina 169,257 322,775 328,249 336,779 312,998
Rwanda 199,648 283,387 329,000 308,000 300,000

Fuente: FAO, 2009

En 2001 Nigeria fue el principal productor de frijol en el mundo. Desde 2002
hasta 2009 Brasil ha ocupado ese lugar. México ocupa el quinto lugar en este grupo
de productores.



Por la superficie que ocupa a nivel nacional, la actividad econdémica que
genera y el volumen del grano que se consume en promedio por persona, el frijol es

el segundo cultivo mas importante en México.

Tabla 2. Principales estados en México productores de frijol (Ton).

ESTADOS 2005 2006 2007 2008 2009
Zacatecas 175,5623.95 424,179.53 237,127.69 251,831.64 264,661.97
Sinaloa 135,774.92 180,200.50 139,787.15 151,358.40 162,595.21

Durango 65,235.82  199,403.80 109,432.58 121,528.48  138,801.39

Chihuahua  47,301.40 81,092.76 62,184.10 85,360.03 117,328.84

Nayarit 51,571.51 76,064.76 68,458.71 77,662.53 75,754.10
TOTAL 826,892.07 1,385,783.81 993,952.76 1,111,087.37 1,041,349.90

Fuente: OEIDRUS, 2009

Descripcion Botanica

La morfologia y fisiologia del frijol se relaciona con el comportamiento
productivo de la planta, el cual se manifiesta en forma diferente segun el medio
ambiental y las técnicas del cultivo utilizadas (Galvan, 1986).

Raices

» Raiz principal. Pueden alcanzar una profundidad de 1 a 2 m y es de tipo
ramificado.

> Raices laterales. Estas desarrollan una radicula conica (Galvan, 1986).

Hojas

» Hojas cotiledéneas. Son las primeras dos especies de hojas de forma
acorazonada, sencillas y opuestas. Estas hojas son el resultado de la
germinacién epigea, o sea cuando los cotiledones salen a la superficie.



>

Hojas verdaderas. Estas hojas son pinadas, trifoliadas o pubescentes. Su
tamano varia de acuerdo con la variedad del frijol.

Inflorescencia

Esta aparece en forma de racimo. Nace en la axila de las hojas. Puede ser

lateral o terminal.

Flor

Esta formado por cinco sépalos, cinco pétalos, diez estambres y un pistilo.

Esta flor es tipica de las leguminosas. Sus pétalos difieren morfoldégicamente, pero

en su conjunto forman la corola.

>

Y

Tallo

Estandarte. Es el pétalo mas grande. Esta situado en la parte superior de la
corola.

Alas. Son los dos pétalos laterales.

Quilla. Son los dos pétalos inferiores, unidos por los bordes laterales.
Legumbre. Es el fruto de las leguminosas. La semilla est4 encerrada en una
vaina. El color de la vaina puede ser verde, amarillo, blanco o plateado. Las
semillas se propagan por dehiscencia, o sea, que la vaina al madurar se abre
dejando escapar sus semillas.

Semilla de frijol. Existen infinidad de semillas que difieren en tamarno, forma y

color.

Es milimétrico y consta de tres o cuatro nudos, su porcion mas baja es el nudo

de donde surgen los cotiledones; este nudo es, a su vez la parte mas alta del

hipocétilo. El hipocétilo es la zona de transicion entre las estructuras tipicas del tallo y

la raiz.



Requerimientos Edafoclimaticos

El manejo racional de los factores climaticos es fundamental para el
funcionamiento adecuado del cultivo, ya que todos se encuentran estrechamente
relacionados y la actuacion de uno de estos incide sobre el resto. El frijol comun es
de clima humedo y templado, dando las mejores producciones en climas calidos
algunas consideraciones para su desarrollo se presentan a continuacion (Infoagro,
2011):

> Temperatura: Cuando la temperatura oscila entre 12 — 15 °C. el follaje es poco
vigoroso y por debajo de 15 °C la mayoria de los frutos quedan en forma de
ganchillo. Por encima de los 30 °C también aparecen deformaciones en las vainas y
se produce el aborto de flores.

> Humedad: La humedad relativa 6ptima para el cultivo es de 60 al 75 %.
Humedades relativas muy elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades aéreas
y dificulta la fecundacion. Es importante que se mantengan excesivas oscilaciones de
humedad.

> Luminosidad: El frijol comin es una especie de dia corto, aunque las
condiciones de invernadero no le afecta la duracién del dia. No obstante la
luminosidad condiciona la fotosintesis, soportando temperaturas mas elevadas

cuanto mayor es la luminosidad y siempre que la humedad relativa sea la adecuada.

> Suelo: Aunque admite una amplia gama de suelo, la mas indicada son los
suelos ligeros, de textura silicio-limosa, con un buen drenaje y ricos en materia
organica. En suelos fuertemente arcillosos y demasiados salinos, crece
deficientemente siendo muy sensible a los encharcamientos de forma que un riego
excesivo puede ser suficiente para danar el cultivo quedando la planta de color pajizo
y achaparrada. En suelos calizos las plantas se vuelven cloréticas y achaparradas.
Los valores de pH. Optimos oscilan entre 6.0 y 7.5. Es una de las especies mas
sensibles a la salinidad, tanto del suelo como del agua de riego sufriendo importantes
mermas en las cosechas, aunque en suelos arenosos con valores de pH. hasta 8.5,

se desarrollan bien.



Principales Variedades

Dentro de la gran cantidad de variedades de frijol que se siembra en México,
se tiene una clasificacion de acuerdo al color del grano en tres grandes grupos:
Negros, Claros y Pintos; cuya diversidad depende de la variedad que en muchos
casos recibe el nombre del estado donde se cultiva, a continuacién se mencionan los

mas importantes:

Negros: Jamapa, San Luis, Michigan, Nayarit, Altiplano.
Claros: Flores de Mayo y Junio, Azufrados, Garbancillo, canario, Amarillo.
Pintos: Pinto Americano, Pinto Nacional, Ojo de Cabra, Pinto Saltillo.

Cabe resaltar la gran importancia que tiene Zacatecas en la produccion de
frijol de las tres clasificaciones, asi mismo se menciona que muchos estados se
especializan en la produccion de cierta clasificacion. A nivel nacional se produce el
29.22 % de variedades de frijol negro, 45.85 % de variedades claras y 24.93 % de
variedades de frijoles pintos (INIFAP, 2011).

Principales Plagas del Frijol

Crispin (1987) considera que el frijol es uno de los cultivos mas atacados por
insectos, y asienta que se ha constatado el ataque de no menos de 45 especies de

insectos en 28 géneros, en su mayoria de importancia econémica.

En una recopilacion efectuada (anénimo, 1982), en el Centro Internacional de
Agricultura Tropical se enlistan alrededor de 200 especies de insectos y acaros que

dafan al cultivo del frijol.

Ospina (1980) menciona que las plagas del frijol se pueden clasificar, para
fines practicos, en cuatro categorias basandose en el tipo de dafo y el estado de

desarrollo de la planta en el momento del ataque, estas son:



Plagas que Atacan la Semilla y las Plantulas

Cortan o trozan las plantas a la altura del hipocétilo. Se presentan en focos en
el campo. Son favorecidos por las lluvias, malezas, las temperaturas y humedad
ambiental altas.

» Gusanos trozadores (Spodoptera frugiperda, Feltia experta, Agrotis ipsilon)
» Gusano picador (Elasmopalpus lignosellus)
» Girillos (Gryllus assimilis)

Plagas que Atacan al Follaje

» Mosca blanca (Bemisia tabaci)

Chicharritas (Empoasca kraemeri)
Caballada (Prodenia eridania)

Defoliadores de Hoja (Diabrotica, cerotoma)

YV V VYV V

Aranita roja (Tetranychus urticae)
Plagas que Atacan a los Brotes y Vainas

» Barrenadores de brotes (Epinotia aporema)
» Picadores de vainas (Lasperyresia leguminis)
» Gusanos del fruto (Heliothis virescens)

» Prodiplosis (Prodiplosis longifila)

Epoca para Combatir las Plagas

En el cultivo de frijol es de vital importancia vigilar estrictamente la abundancia
de diversas poblaciones de insectos plaga durante los primeros 40 dias de
desarrollo, es decir, desde la emergencia de la planta hasta el inicio de la floracion.
Se ha determinado que precisamente en esta fase la planta se afecta en gran
proporcién y los rendimientos decrecen en forma drastica (CIAT, 1982).



Principales Enfermedades del Frijol

En México, la produccién del cultivo es afectada por diversos organismos
patdégenos causantes de siniestros parciales o totales dentro de ellos se encuentran
(IICA, 2008).

Tizén Comun (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli)

Importancia Econdmica y Sintomas

Es la principal enfermedad bacteriana del frijol, que ocasiona pérdidas entre
20 y 40 %. Los sintomas se presentan en hojas, vainas, tallo y semillas. En hojas, se
inicia como pequefias manchas acuosas, que se oscurecen, aumentan de tamano y
se unen para dar aspecto de quema, con borde amarillo claro (Fig. 1.a). La quema
aparece principalmente en el borde de las hojas (Fig. 1.b). En las vainas se ven
pequenas manchas humedas (Fig. 1.c), que se vuelven de color café oscuro con el
borde rojizo.

Figura 1. Tizén Comun (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), a) Lesidn amarilla
alrededor de la hoja, b) Quema en el borde de la hoja, c) Presencia del tizon
bacteriano en la vaina del frijol.
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Condiciones Adecuadas para la Enfermedad

Aparece en regiones bajo los 1200 msnm, con temperaturas altas (20-32 °C) y
lluvias frecuentes. La planta es susceptible desde germinacion hasta llenado de
vainas. Los ataques se notan un poco mas después de floracién. La bacteria
sobrevive, por mas de 10 afos, en restos de cosecha y malezas. Se transmite por
semilla y se disemina facilmente por salpique de lluvia o por el paso de personas o

animales por los campos mojados.
Manejo Integrado

Para un mejor manejo de esta enfermedad se recomienda.
» usar semilla sana y certificada libre de la bacteria.
> rotar cultivos.
» eliminar plantas enfermas y usar
» variedades con resistencia intermedia que mejoran la eficiencia del combate

quimico.
Control Quimico

El control quimico es la represion de poblaciones plaga o la reducciéon de su
desarrollo mediante el uso de substancias sintéticas. Los compuestos quimicos que
se utilizan en la proteccién de los cultivos reciben el nombre genérico de pesticidas o

plaguicidas (Garcia, 2008)

Este control puede ser muy efectivo y de bajo costo. Los pesticidas tienen un
lugar muy importante en el control integrado de plagas y enfermedades, pero el mal
uso de pesticidas ha traido muchos problemas. Uno de los productos recomendados
para el control de esta enfermedad es la Oxitetraciclina con actividad bactericida-

micoplasmicida, presentado como polvo soluble. Ademas de ser un antibiético de
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amplio espectro de accion para el control y prevencion de enfermedades causadas
por bacterias y fitoplasmas que atacan a los cultivos (Bravoag, 2007).

Oxitetraciclina
Clorhidrato de Oxitetraciclina (Polvo soluble, Equivalente a 50 g de i.a./kg).
Modo de Accion

La Oxitetraciclina interfiere en la sintesis de proteinas en las bacterias
especialmente a nivel de RNA y ADN; de vital importancia en las células bacterianas.

La Oxitetraciclina tiene accion bactericida en los rangos de 125 - 250 ppm de
concentracion. Aparte de su efecto bactericida, también tiene accion sobre
enfermedades causadas por fitoplasmas, al aplicar este producto se detiene el
desarrollo de la enfermedad y se logra una amplia remision de sintomas y formacion

de nuevo tejido vegetativo.

Si la incidencia de la enfermedad ha sido muy alta, se recomienda hacer una
rotacién de cultivos de al menos dos afnos con maiz u otra graminea, evitando la

siembra de cualquier leguminosa.
Pudricion de la Raiz (Rhizoctonia solani Kihn)
Importancia Econémica y Sintomas
Esta enfermedad puede causar pérdidas de un 50 % en los rendimientos,
ataca raices; las plantas afectadas son mas pequenas y estan marchitas. En la raiz
se notan pequefios puntos rojizos alargados (Fig. 2.a), que con el tiempo crecen y

pueden llegar a formar cancros rojizos, hundidos y oscuros (Fig. 2.b). La raiz
principal se deforma y se ven los tejidos internos (Fig. 2.c). En casos muy severos,
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cerca de las plantas muertas se forman pequefnas estructuras redondas, negras,

parecidas a granos de arena.

Figura 2. Pudricién de la Raiz (Rhizoctonia solani Kiihn), a) Puntos rojos alargados,

b) Puntos rojizos mas intensos, ¢) Raiz deformada.

Condiciones Adecuadas para el Desarrollo de la Enfermedad

Suelos humedos y temperaturas medias (20-25 °C) favorecen la enfermedad.

La planta puede ser atacada durante las primeras cuatro semanas. El hongo

sobrevive en restos de cosechas anteriores, por lo que el daino aumenta cuando se

cultiva frijol en el mismo sitio por varios afnos.

Manejo Integrado

Para el manejo de esta enfermedad se recomienda:

>

>
>
>

Y vV

usar semilla sana y nueva (preferiblemente certificada).

sembrar en lomillo alto, evitar suelos encharcados.

no sembrar a profundidad mayor de 3 cm en suelos contaminados.

rotar con yuca, maiz, pastos. Trabajar con labranza minima y usar coberturas
(malezas quemadas, restos de cafia de maiz, etc.).

en suelos muy contaminados arar a 20 cm de profundidad.

no hay variedades tolerantes a la enfermedad.

tratar la semilla con fungicida (benomil, carboxin, Rizolex), entre otras.
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Amarillamiento de la Raiz (Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli)

Importancia Econémica y Sintomas

La reduccién en la emergencia de plantas puede alcanzar el 15 %, y las
pérdidas en rendimiento varian entre 10 y 50 %. En el campo se observan plantas
pequenas y marchitas, con las hojas inferiores amarillentas (Fig. 3.a), distribuidas en
focos (Fig. 3.b). La enfermedad causa una maduracién temprana de la planta. Las
raices presentan color café rojizo a café oscuro (Fig. 3.c). En un corte se observa el
tejido interno de color café o rojizo oscuro (Fig. 3.c). La base del tallo se puede cubrir

con una felpa de color anaranjado claro o rosado.

Figura 3. Amarillamiento de la Raiz (Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli),
a) Presencia de la enfermedad en todo el cultivo, b) Sintomas de amarillamiento en
la planta, c) Color café-amarillo sintoma presente de Fusarium oxysporum en la raiz.

Condiciones Adecuadas para la Enfermedad

Es frecuente en zonas humedas y célidas (20-28 °C), con suelos arcillosos o
mal drenados. Ademas las siembras continuas de frijol favorecen la presencia de la
enfermedad. La planta es atacada en la segunda o tercera semana después de la
siembra, pero los sintomas se observan cerca de la floracién o el llenado de vainas.

El hongo puede sobrevivir en los restos de siembras anteriores.
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Manejo Integrado

Para el manejo de esta enfermedad se recomienda:
» usar de semilla sana y nueva (preferiblemente certificada).
» evitar siembras muy tupidas y en suelos con mucha humedad o mal drenados.
» rotar con maiz, pastos, sorgo, millo por mas de tres anos.
» Tratar la semilla con fungicidas (benomil, carboxin, tiram). Actualmente no se

cuenta con variedades de frijol tolerantes a la enfermedad.

Falsa Mancha Angular (Aphelenchoides besseyi)

Importancia Econédmica y Sintomas

Se observan pérdidas en rendimiento hasta del 50 %. Cerca de la base de las
hojas mas viejas se observan pequenos puntos amarillentos, que al crecer se
oscurecen y toman forma de cuadrados o tridngulos, con un pequefio borde amarillo
claro (Figs. 4.a y 4.b). Estas manchas pueden unirse para formar manchas oscuras
mas grandes, alargadas (Fig. 4.c). Esta enfermedad puede confundirse con la
Mancha Angular, pero en este caso no se observan los bastoncitos grises por debajo

de las manchas en las hojas. En las vainas no se observan sintomas.

Figura 4. Falsa Mancha Angular (Aphelenchoides besseyi), a) Infeccion en la base de
la hoja de, b) Sintoma avanzado en la hoja, c) Ennegrecimiento de los bordes y

muerte parcial de la hoja.
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Condiciones Adecuadas para la Enfermedad

Se presenta en regiones con temperaturas moderadas (18-25 °C) y lluvias
frecuentes. La planta es atacada durante las primeras siete semanas del cultivo, y los
sintomas pueden ser mas visibles en las hojas mas viejas. Se presenta en sitios
donde antes se haya sembrado arroz y se disemina por el salpique de lluvia. El
nematodo puede sobrevivir en plantas de arroz o en malezas; no parece tener gran

capacidad de supervivencia en residuos de cosecha.
Manejo Integrado

Para el manejo de esta enfermedad se recomienda:
» evitar sembrar frijol después de arroz.
» eliminar malezas y plantas voluntarias de arroz.
» usar coberturas o labranza minima.
» no sembrar muy tupido para que las plantas sequen rapidamente después de
las lluvias.
» actualmente no se cuenta con informacién sobre su combate quimico y

tampoco hay variedades resistentes.
Amachamiento - Complejo de Virus
Importancia Econdmica y Sintomas
Enfermedad emergente en Ameérica Central. En condiciones de invernadero
causa pérdidas del 70 % en rendimiento. En el campo se observan plantas de color
verde oscuro, con guia mas larga que lo normal. Las hojas se deforman, son mas

alargadas, la vena central es méas elevada y en forma de zigzag, algunas partes de la
hoja estan contraidas (Fig. 5.a). El dafo es mas severo en plantas mas pequenas.
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Las plantas se notan mas vigorosas pero no producen vainas o muy pocas, y éstas

son un poco duras y ligeramente deformadas (Fig. 5.b).

Figura 5. Amachamiento - Complejo de Virus, a) Presencia de la enfermedad en toda
la planta, b) Deformacién del area foliar.

Condiciones Adecuadas para la Enfermedad

Se presenta con mayor frecuencia en regiones de temperaturas moderadas
(20-25 °C) y humedas. La planta puede ser atacada desde la segunda semana
después de la siembra. Los insectos crisomélidos (cucarroncitos, diabroticas,
doradillas, vaquitas, tortuguillas) parecen ser los principales vectores de la
enfermedad. No se transmite por semilla.

Manejo Integrado

Para el manejo de esta enfermedad se recomienda:
» no utilizar la rotacion maiz-frijol porque aumenta el reservorio de insectos
crisomélidos.
» arar el terreno después de una siembra muy afectada, cuando no hay
problemas de erosion.
» controlar insectos.

» utilizar variedades mejoradas que tienen resistencia a otros virus.
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Malezas

Uno de los factores que mayormente inciden en estos bajos rendimientos es la
competencia ocasionada por el crecimiento de las malezas. En la practica, el
agricultor realiza dos limpias a mano, las cuales presentan un 23-35% del costo de

produccién del cultivo.

Ademas de ser costosas, las limpias son hechas en una forma empirica, sin
ninguna sistematizacion, por lo tanto, no existen evidencias experimentales en este

aspecto.

En un estudio sobre la determinacion del periodo critico de competencia entre
frijol y malezas, concluyen que el mayor dano es ocasionado por las malezas durante
los primeros 30 dias de desarrollo del cultivo, causando reducciones en el
rendimiento de aproximadamente 50%, estando el periodo critico de competencia
entre los 10 dias después de la emergencia hasta los 30 dias de desarrollo de las
plantas de frijol (Agundis et al., 1982).

Se encontrd que para que haya un buen desarrollo en variedades de tipo guia,
es necesario controlar en la 52 y 72, semana posterior a la germinacién de la maleza,
después son controladas por la misma competencia que ejercen las plantas de frijol
(Dawson, 1984).

Microorganismos Antagonistas

Bacillus sp.

Se ha demostrado que las bacterias del género Bacillus presentan un gran
potencial como antagonistas, principalmente por la gran cantidad de enzimas liticas,
antibiéticos y otras sustancias con actividad biocida capaces de producir efectos de

control sobre varias especies de agentes fitopatégenas pertenecientes a los géneros
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Rhizoctonia, Sclerotium y Pythium, causantes de severas enfermedades en
semilleros y almacigos (Sosa y Gonzales, 2008).

Control Bioldgico al Ataque de Microorganismos Fitopatogenos

El control biolégico basado en microorganismos antagénicos, (Bacillus sp.) o
que producen antibiosis sobre el patégeno; es una de las formas aceptables de
control de enfermedades de las plantas. Dentro de estos microorganismos se
encuentra rizobacterias, Bacillus y Actinomicetos, que constituyen la linea frontal de
defensa entre los fitopatdgenos nativos del suelo y las raices de las plantas, siendo
candidatos ideales para usarse en la reduccion de enfermedades.

Frecuentemente se asocia la promocion del crecimiento de las plantas con
rizobacterias (Promotion of the Grow of the Plants for Rizobacteria) con el control
biolégico; ya que son también capaces de proteger a las plantas contra el ataque de
fitopatégenos (Jiménez et al., 2001).

Induccion de Resistencia, y Promotor del Desarrollo de Plantas

Al instalarse en las raices y hojas induce a la planta a producir fitoalexinas que
le confieren resistencia a las plantas al ataque de hongo, bacterias y nematodos
patégenos (Obregén, 2002).

Investigaciones muestran que Bacillus sp. no solo inhibe patégenos, sino que
ademas, promueve el crecimiento de la raiz y la planta e incrementan el contenido de

lipidos, triglicéridos y esterol en las hojas de tomate (Cuervo, 2010).
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Extracto de Acido Jasménico (Botryodiplodia theobromae)

El acido jasmoénico (AJ), del arabe persa. jasimin, es un regulador de
crecimiento vegetal endoégeno, sintetizado de manera natural por una gran variedad
de plantas (Meyer et al., 1984). Fue aislado en 1971 a partir de sobrenadantes de
cultivos del hongo Botryodiplodia theobromae e identificado como potente inhibidor
del crecimiento y senescencia de las plantas (Aldridge et al., 1971).

Induccion de Respuestas Defensivas

Entre los productos génicos relacionados de algin modo con una repuesta
defensiva contra insectos o patégenos inducida por AJ, se encuentran los inhibidores
de proteasas, las enzimas que participan en su propia sintesis y que contribuyen a
amplificar la respuesta gracias a una rapida acumulacion de ésta molécula
(Creelman y Mullet, 1997; Wasternak y Parthier, 1997; Ryan, 2000; Memelink et al.,
2001).

Distribucién y Funcion del Acido Jasménico

Los jasmonatos se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas
superiores que en su mayoria se agrupan entre las angiospermas (Sembdner et al.,
1993).

Las respuestas defensivas inducidas por los jasmonatos son numerosas y
variadas, e involucran desde la sintesis de metabolitos secundarios como los
alcaloides, flavonoides, glucosinolatos y compuestos volatiles, hasta proteinas de
funcion defensiva como 9- y 13-lipooxigenasas, polifenol oxidasas e inhibidores de
proteasas (Creelman y Mullet, 1997; Memelink et al., 2001; Berger, 2002).
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Ademas la acumulacién de jasmonatos endbégenos también puede ser
provocada por dafio mecanico a las plantas, por dafo derivado de insectos
masticadores, por patdégenos y/o por estimulos abidticos como radiacién ultravioleta y
estrés hidrico (Conconi et al., 1996; Stinzi et al., 2001; Schenk et al., 2000)

Sedalizacion del Acido Jasmoénico

Los jasmonatos son fitohormonas lipidicas, derivados oxigenados de los
acidos grasos linoleico y linolénico, principalmente, que actian como moléculas
senalizadoras de la respuesta de las plantas a numerosas situaciones de estrés y
participan en diversos procesos de desarrollo. Entre las situaciones de estrés que
regulan estan las heridas (mecénicas o biédticas), la exposicidon a ozono, sequia y el
ataque por patégenos y plagas. Entre los procesos de desarrollo en los que
participan los jasmonatos estan el crecimiento de la raiz, la tuberizacion, la
maduracion de frutos, senescencia, desarrollo del polen y enrollamiento de zarcillos
(Penninckx et al., 1996; Creelman et al., 1997; McConn et al., 1997; Pieterse et al.,
1998; Reymond vy Farmer, 1998; Staswick et al., 1998; Overmyer et al., 2000;
Berger, 2002; Rao et al., 2002; Turner et al., 2002; Farmer et al., 2003; Rojo et al.,
2003).

Interaccion del Acido Jasmonico con Otras Hormonas

Los jasmonatos, al igual que cualquier otra hormona, no participan de forma
aislada en la activacion de los procesos que regulan, sino que lo hacen
interaccionando con otras moléculas sefalizadoras. Se ha descrito un amplio nimero
de interacciones entre los jasmonatos y otras rutas de sefalizacién hormonal como
las de etileno, acido salicilico, auxinas o acido abcisico (Turner et al., 2002; Rojo et
al., 2003), de las que a continuacion describiremos algunos ejemplos:
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Interaccion con Etileno (ET)

El AJ y el ET cooperan o antagonizan en la regulacion de diferentes
respuestas a estrés, incluyendo la defensa frente a patégenos, heridas (mecéanicas o
biéticas), exposicibn a ozono y desarrollo exagerado de la curvatura apical del
hipocotilo (Turner et al., 2002; Rojo et al., 2003).

Interaccion con Acido Abcisico (ABA)

En particular, el AJ inhibe la germinacién en varias especies y tiene un efecto
sinérgico con el ABA en este proceso en Arabidopsis (Wilen et al., 1991; Staswick et
al., 1998; Turner et al., 2002).

Interaccion con Acido Salicilico (AS)

Entre las interacciones descritas para las rutas de sefalizacion de AS y AJ en
la induccién de las respuestas de defensa tras la infeccidon por un patégeno, se
encuentran ejemplos tanto de antagonismo como de cooperacién. Entre las
interacciones antagonistas que se han descrito se ha mostrado que el AS inhibe la
sintesis y activacién de genes de respuesta a AJ en la respuesta a heridas en tomate
y patata (Doares et al.,, 1995; Niki et al., 1998; O’donnell et al., 1996). De una forma
opuesta, el tratamiento con AJ inhibe la expresién mediada por AS de algunos genes
(Niki et al., 1998).

Extracto de Acido Salicilico (Pseudomonas fluorescens)

Esta bacteria Ps. fluorescens, es un cocobacilo Gram negativo, que se
encuentra como saprofito en el suelo y es ampliamente conocido por ser una PGPR

(Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal). Abundan en la superficie de las
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raices, ya que son versatiles en su metabolismo y pueden utilizar varios sustratos
producidos por las mismas, pero no establecen una relacién simbibtica con la planta.
Entre sus mecanismos de accidén se encuentran el aumento de la toma de agua y
nutrientes por la planta, la solubilizacién de fosfatos, la produccién de reguladores del
crecimiento vegetal y el control biolégico de patégenos, dado fundamentalmente por
la produccién de sideroforos (compuesto quelante de hierro secretado por
microorganismos), la antibiosis y la induccion de resistencia a la planta, mediante la
produccién de acido salicilico, el cual actia como una molécula de senalizacién que
activa la “resistencia sistémica inducida” (RSI) que es muy similar a la “resistencia
sistémica adquirida” (RSA) (Zhang et al., 2002).

El Acido Salicilico y su Protagonismo en la Resistencia a Patogenos

White (1979) reporto por primera vez la participacién del AS en la resistencia a
enfermedades en experimentos en donde inyecto aspirina (acido acetil salicilico, un
derivado del AS) 6 directamente AS, a hojas de tabaco de una linea resistente (N.
tabacum cv. Xanthi-nc) y observo la produccién de proteinas relacionadas a la
patogénesis, conocidas también como proteinas (PR), las cuales son un grupo
heterogéneo de proteinas que se inducen en plantas por la infeccién de un patégeno.
En la actualidad se ha reportado que en muchas plantas el tratamiento con AS o
compuestos afines induce la expresion de genes PR y/o resistencia contra virus,
bacterias y hongos patégenos (Vlot et al., 2009).

El Acido Salicilico y su Relacion con Otras Hormonas

Se ha descrito que en los sistemas vegetales existen tres principales
fitohormonas las cuales son las responsables de varias respuestas de defensa en
contra de diversos patdégenos o en contra de estrés abidtico: AS, AJ y ET. Para el
caso del AS, existen evidencias de que participa en el sistema de defensa de las
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plantas contra el ataque por patégenos biotroficos (patégenos que invaden la planta
y que se alimentan de células metabdlicamente activas, mediante unas estructuras
especializadas llamadas haustorios) y hemibi6troficos (patégenos que mantienen
vivas las células de sus hospederos mientras se establecen en el tejido, y solo
después de esta fase, cambian a un estilo de vida necrotréfico). Por ejemplo, plantas
mutantes que habian sido afectadas en la acumulacién de AS mostraron un aumento
en la susceptibilidad ante el ataque de patdégenos biétrofos 6 hemibidtrofos. Por el
contrario, el AJ y el ET se asocian con la defensa ante el ataque por patégenos
necrotroficos (patégenos que no poseen estructuras de nutricidbn especializadas, y
gue obtienen los nutrientes de células muertas, por lo que producen la muerte de las
mismas desde el principio de la infecciébn) 6 contra insectos herbivoros. Se ha
descrito que las rutas de AS y AJ/ET son mutuamente antagonistas; sin embargo,
también se han reportado evidencias de interacciones sinérgicas entre estas vias, lo
cual sugiere que la planta es dependiente de la naturaleza del patégeno, asi como de

su modo de patogenicidad (Adie, 2007).

Modo de Accion del Acido Salicilico Durante las Respuestas de Defensa

Se ha propuesto un modo de accion para el AS basandose en el hallazgo de
gue éste se une e inhibe a la enzima catalasa (Chen et al., 1993; Loake et al., 2007).
La inhibicion de la catalasa podria conducir a un incremento en la concentracion del
peréxido de hidrogeno (H2O2) o de otras especies reactivas de oxigeno derivadas de
esta molécula. El H,O, podria tener una actividad antibiética en contra de patégenos,
y sus intermediarios podrian sefalizar la expresion de genes de defensa, (Loake y
Gran, 2007).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Experimento

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia Agricola y en los invernaderos de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México,
localizada a 25° 22’ de Latitud Norte y 101° 00’ de latitud Oeste con una altitud de
1742 msnm.

Siembra del Cultivo

El material vegetal (semilla de frijol) se sembré en recipientes de plastico de
1 Kg de capacidad conteniendo una mezcla de peatmoss y perlita en proporcion 3:1
con una semilla de frijol negro variedad Jamapa, previamente detectado con la
presencia de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli en laboratorio.

Aislamiento del Agente Causal del Tizon Comun

Se recolectaron muestras de hojas de frijol en etapa de crecimiento en las que
se observo la presencia de manchas de color café-amarillo en sus bordes (Fig. 6); el
material recolectado se deposito en bolsas de plastico transparente para

posteriormente aislar, identificar y caracterizar al agente causal.

29/03/2011

Figura 6. Sintomas en hojas del tizén comun del frijol.



Los bordes de las hojas se desinfectaron con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1
%, por tres minutos, seguido de dos pasos de lavado con agua destilada estéril.
Posteriormente se macer6 el tejido en agua destilada estéril y del liquido de
extraccion se sembrd una asada por estria cruzada en cajas Petri conteniendo los
medios de cultivo B de King (KB), CNS a base de caldo nutritivo y extracto de
levadura y TB a base de peptona, sales y antibiéticos, descrita por Schaad et al.,
(2001).

Las cajas inoculadas se incubaron bajo condiciones de laboratorio entre 25 y
27 °C durante 4 dias, después del periodo de incubacién se observaron bajo
microscopio colonias de color amarillo huevo y de consistencia mucoide, semejantes

a las del agente causal, las que se seleccionaron y resembraron en el medio KB.

Identificacion y Caracterizacion de la Bacteria

Para la identificacién y caracterizacion del género y especie de la bacteria del
agente causal del tizon comun (Xanthomonas axonopodis), se realizaron pruebas
morfolégicas y bioguimicas descritas por Schaad et al., (2001) y Rodriguez, (2001).

Descripcion del Experimento

Los tratamientos fueron establecidos (Tabla 3) con la finalidad de medir su
efecto como inductores de resistencia hacia la enfermedad del tizén comun del frijol
bajo condiciones de invernadero, comparado con un testigo quimico (Oxitetraciclina)
y un testigo absoluto. Se uso también como inductores de resistencia a los extractos
de acido jasmaénico obtenido de la fermentacién de Botryodiplodia theobromaey a los
extractos de &cido salicilico obtenido de la fermentacion de Pseudomonas
fluorescens (Estos materiales fueron proporcionados por el Dr. José Luis Martinez
Hernandez de la facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de

Coahuila).
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Tabla 3. Tratamientos usados para el manejo del tizén bacteriano.

Tratamientos Dosis
T1.- Bacillus sp. (1x10 esporas/mL) 10 mL/100MI
T2.- Bacillus sp. (1x10™ esporas/mL) +
Acido Jasménico + Acido Salicilico 10 mL + 10 mL + 10 mL/100mL
T3.- Oxitetraciclina 1g/L
T4.- Acido Jasménico 10 mL/100MI
T5.- Acido Salicilico 10 mL/100mL
T6.- Testigo Absoluto --

La aplicacién de los tratamientos senalados se efectué al observarse los
primeros sintomas del tizén bacteriano y posteriormente se realizaron tres
aplicaciones, cada aplicacién se asperj6é a los 8 dias en pleno desarrollo del cultivo.
Los tratamientos aplicados fueron preparados de la siguiente manera:

T1.- Se colocaron 10 mL de la suspensién de esporas del genero Bacillus sp.
(1x10™ esporas/mL) en un atomizador posteriormente se aforé a 100 mL y se
asperjo en la parte foliar del cultivo.

T2.- Se colocaron 10 mL de la suspensién de esporas de Bacillus sp. 1x107°
esporas/mL + acido jasménico + 4cido salicilico en un mismo atomizador, se
mezcld y se aford a 100 mL, asperjandose en el parte foliar del cultivo.

T3.- Se empleo una dosis de 1 g de Oxitetraciclina por un 1 L de agua asperjandose
a puntos de goteo las plantas.

T4.- Se colocaron 10 mL de extracto de acido jasmoénico en el fondo del atomizador
después se aforo a 100 mL y se asperjo en la parte foliar del cultivo, hasta
cubrir por completo todo el follaje.

T5.- Se colocaron 10 mL de acido salicilico en el fondo del atomizador
posteriormente se aforo a 100 mL y se asperjé en la parte foliar del cultivo.

T6. Testigo absoluto donde solo se aplico agua.
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Andlisis y Toma de Datos

Se realiz6 un pre-muestreo el dia 9 de marzo de 2011 con el fin de obtener
datos como testigo, para comparar con las muestras posteriores que se realizaron en
las fechas 16, 23 y 30 de marzo de 2011. La incidencia se determino por la presencia
de manchas foliares en la planta y la severidad fue estimada como un porcentaje de

area foliar danada.

Disefio Experimental

La evaluacion de la incidencia y severidad del tizon comuan del frijol se realiz6
bajo un disefio de bloques al azar con seis tratamientos y seis repeticiones para un
total de 36 unidades experimentales, en donde la unidad experimental fue una planta
de frijol.

Los datos obtenidos, fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA)
mediante un Paquete Estadistico Computacional SAS System version. 9.0 (SAS,
2002), realizandose una prueba de comparacion de medias segun Tukey (P<0.05),

para estratificar los datos obtenidos y separar los tratamientos por significancia.

28



RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e Identificacion del Agente Causal del Tizén Comun del Frijol

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

Utilizando la técnica de maceracién de tejido de hojas de frijol con sintomas de
tizon y sembrado una asada del liquido de extraccién en medio KB por estria cruzada
(Fig. 7), nos permitié recuperar y caracterizar, fisioldégica y bioquimicamente a un
aislado bacteriano obtenido como Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, reportado

como el agente causal del tizén foliar del frijol (Rodriguez, 2001).

Figura 7. Colonias bacterianas caracteristica de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli



La prueba de tincién diferencial indico que es una bacteria Gram negativa
(Fig. 8.a), que produce la formacién de un halo mucoide a la presencia de KOH,
considerandose la prueba positiva a la reaccion de Ryu (Fig. 8.b), es catalasa
positiva al inducir el desdoblamiento del H,O,, (Fig. 8.c), y positiva a la produccién de
oxidasa (Fig. 8.d). La bacteria obtenida fue anaerdbica facultativa y prueba de
oxidasa positiva (Fig. 8.e). La prueba de crecimiento a 35°C dio resultado positivo

(Fig. 8.f), asi como también al crecimiento en YDC (Fig. 8.9).
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Figura 8. Pruebas Fisiologicas para la identificacién de Xanthomonas axonopodis, a)
Tincién de Gram, b) Reaccion de Ryu, c) Prueba de Catalasa, d) Produccion de
Oxidasa, e) Oxidacién y/o Fermentacion, f) Crecimiento a 35°C y g) Crecimiento en
YDC.
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El aislamiento bacteriano obtenido dio resultado positivo a la produccién de
levana en agar nutritivo suplementado con sacarosa, donde creci6 de manera
abundante (Fig. 9.a), también alcalinizo la leche litmus (Fig. 9.b) e hidrolizd el
almidén en medio solido (Fig. 9.c) y en medio SX (Fig. 9.d), también da una
abundante produccion de de H.S (Fig. 9.e) en medio rico en peptona, detectado en
tiras de papel filtro impregnado con acetato de plomo considerando el resultado
como una prueba positiva al ennegrecimiento de la tira, que es caracteristico de este
género de bacteria fitopatdgena. Otra prueba diferencial fue la de esculina (Fig. 9.f),
que se detecto indirectamente por la presencia de fluorescencia en el cultivo la cual
dio positivo al aislado de Xanthomonas axonopodis (Tabla 4).
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Fig. 9. Pruebas Bioquimicas para la identificacion de Xanthomonas axonopodis, a)
Produccion de Levana, b) Leche Litmus, c¢) Hidrélisis de Almidén medio Agar,

d) Hidrdlisis de Almidén medio SX, e) H.S de Peptona, f) Hidrolisis de Esculina.
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La produccion de acidos a partir de carbohidratos se evalué6 mediante el
cambio del indicador de pH, en el caso de arabinosa (Fig. 10.a) fue purpura de
bromoétimol, y en los demas azucares se empleo azul de brométimol, como se
muestran en las figuras (10.b — 10.f), también fue importante observar que en el
testigo en todo los tubos de ensayo permanecié sin cambio en el color del indicador.
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Figura 10. Asimilacion y Acidificacion de Carbohidratos para Xanthomonas
axonopodis. Produccion de acidos a) Arabinosa, b) Manosa, c) Galactosa,
d) Celobiosa, €) Fructosa, y f) Trehalosa
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Tabla 4. Caracteristicas, fisiolégicas y bioquimicas descritas para Xanthomonas
axonopodis y el aislado del tizon comun del frijol.

Xanthomonas Xanthomonas
PRUEBAS axonopodis* axonopodis
pv. Phaseoli**

Tincion de Gram - -

Reaccion de Ryu + +
Prueba de la Catalasa + +
Produccién de Oxidasa + +
Metabolismo Oxidativo y/o +/- +/-
Fermentativo

Produccién de Levana + +
Crec.a 35 °C + +
Crec. en YDC + +
Hidrdlisis de esculina + +
Hidrolisis de AlImidén medio Agar + +
Hidrolisis de AlImidén medio SX + +

Leche Litmus - -

H.S de peptona + +
Produccién de 4cidos®

Arabinosa + +

Manosa + +

Galactosa + +

Celobiosa + +

Fructosa + +

Trehalosa + +

a = En medio agar nutritivo +5.0% de sacarosa.

b = Dentro de los 21 dias segun el método de Dye (1962).

* Especie Xanthomonas axonopodis descrita por Shaad et al., (2001).
** Tizon foliar aislado del cultivo del frijol.
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Evaluacion de los extractos Inductores de Resistencia

Incidencia del tizon bacteriano del Cultivo del Frijol

La presencia de la enfermedad se observo en todas las plantas bajo estudio,
por lo que se consideré que la incidencia fue del 100 % en todos los tratamientos.
Los sintomas observados fueron manchas en las puntas de las hojas de color café-

amarillo de manera homogénea en todas las plantas del experimento (Fig. 11).

Figural1. Presencia de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli en plantas de frijol.
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Severidad del Tizon Bacteriano del Cultivo del Frijol

La severidad se determino mediante un porcentaje del area foliar dafiada. Los

datos obtenidos en las cuatro evaluaciones se muestran en la (Tabla 5).

Tabla 5. Severidad en porcentaje de dafno (%) de Xanthomonas axonopodis pv.

phaseoli en plantas de frijol en cultivo bajo invernadero.

1% Lectura 2% Lectura 3° Lectura
Tratamientos. Comparativo y y y
09/03/11 2% Aplicacion 3° Aplicacion 4" Aplicacion
16/03/11 23/03/11 30/06/11
Bacillus 171 | A 19.2 | A 17.7 | B 15 | BC
Bac+Jas+Sal 18.3 | A 248 | A 24 | AB 21 | B
Cuprimicina 20.8 | A 175 | A 15.1 | B 116 | C
Ac. Jasmobnico 216 | A 18 | A 154 | B 114 | C
Ac. Salicilico 20.8 | A 213 | A 19.6 | B 14.8 | BC
Testigo 196 | A 28 | A 296 | A 47 | A

En la primer columna de la (Tabla 5) se muestra que la severidad de la
enfermedad a los 30 dias de la siembra es estadisticamente similar con todos los
tratamientos, lo que era de esperarse ya que la semilla fue previamente detectada
con la presencia de X. axonopodis y corrobora la presencia de la enfermedad antes

de la aplicacion de los tratamientos.
En la segunda columna de la 1° lectura y 2* aplicacién (Tabla 5), a los 8 dias de

haber aplicado los tratamientos por primera vez, se observa la severidad del tizén

bacteriano estadisticamente no es significativo (P=0.05).
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La severidad obtenida en la 2% lectura y 3% aplicacién (Tabla 5), muestra una
diferencia significativa entre los tratamientos. La severidad vario del 15.1 % con la
Oxitetraciclina al 29.6 % en el Testigo. Sin embargo la severidad observada en los
tratamientos con los extractos de Acido Jasménico obtenido de Botryodiplodia
theobromae y de Acido Salicilico obtenido de Pseudomonas fluorescens y la
aplicaciéon de esporas de Bacillus sp. (15.4, 19.6 y 17.7 %) respectivamente es
estadisticamente similar a la obtenida en el tratamiento con Oxitetraciclina (15.1 %).
Esto demuestra que los extractos de Botryodiplodia theobromae y Pseudomonas
fluorescens reducen el nivel de dafo causado por la enfermedad. Este hecho no se
observo en la combinacién de la suspensién de esporas de Bacillus y extractos de
fermentacién ya que no hubo sinergismo en su efecto protector en la planta, que
presenta un porcentaje de severidad inferior al Testigo donde no se aplica producto,
por lo que la mezcla resulto antagdnica.

Los resultados de severidad obtenidos en la dltima evaluacién se muestran en
la cuarta columna, 3°@ lectura y 4® aplicacion (Tabla 5). Los datos obtenidos indican que
hay diferencia significativa entre los tratamientos. Es importante sefialar que todos
los tratamientos presentan una severidad estadisticamente inferior a la observada en
el Testigo absoluto; también se encontrdé que el indice de severidad mas bajo fue el
obtenido con Ac. Jasmoénico, Oxitetraciclina y Ac. Salicilico (11.4, 11.6 y 14.8)
respectivamente, ademas de que no existe diferencia estadistica entre ellos,
mientras que en el Testigo se alcanzd una severidad del 47 % en dano. Asi, el mejor
resultado se obtuvo con el extracto de Ac. Jasménico obtenido de la fermentacién de
Botryodiplodia theobromae, reduciendo un 75 % el nivel de dafo del tizon foliar en
relacion al Testigo absoluto. Se observo que los tratamientos a base de Bacillus y
Ac. Salicilico muestran un efecto de control de la enfermedad al reducir
significativamente la severidad del tizon comun del frijol; mientras que la combinacion
de Bacillus y extractos de fermentacion no muestran un buen efecto en la
disminucién del indice de severidad; al parecer no hay una accién sinérgica si no

antagdnica ya que no logro disminuir la severidad a lo largo del establecimiento del
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ensayo, si no que se mantiene estable durante el experimento, aunque es inferior

estadisticamente al Testigo absoluto en la ultima evaluacion.

Al final de esta investigacion se pudo comprobar que la aplicacién de mezcla
de esporas del genero Bacillus sp. (1x10® esporas/mL), extracto de fermentacion de
B. theobromae conteniendo Acido Jasmonico y extracto de fermentacion de
Ps. fluorescens conteniendo Acido Salicilico asi como la combinacién de estos
mantienen y reducen significativamente la severidad del tizén comun del frijol en

comparacién al testigo comercial y a el testigo absoluto sin aplicacion.

Al igual que en otras investigaciones se encontr6é que el efecto de induccién de
resistencia medida de forma indirecta hacia el tizén bacteriano de los extractos
conteniendo &cido jasmonico y acido salicilico, se encuentran ya reportados como
inductores generales de resistencia, y fueron descritos a partir de la década de los
ochenta, donde se demostré efectos tales como: incremento de rendimientos
agricolas en fresa, soya y cafa de azucar (Koda et al., 1991), y un papel especial en
los mecanismos de defensa de las plantas (Kitahara et al., 1991). Se conoce que la
activacién de genes en las plantas debido al ataque de patégenos o por heridas
mecdénicas provoca la sintesis de sustancias de defensa como el inhibidor de
proteasas en las zonas dafadas (Cohen et al.,, 1993) y (Xu D. et al., 1993), lo cual
pudiera explicar el hecho de encontrar menor dafo en la planta de frijol en los
tratamientos aplicados, razén por la cual la severidad fue menor respecto del testigo
donde no se aplicaron los extractos.
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CONCLUSION

El agente causal del tizén comun en el cultivo del frijol fue la bacteria
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli; confirmado por caracteristicas morfolégicas,

fisiolégicas y bioguimicas.

La aplicacion de Acido Jasménico como extracto de fermentacion de
Botryodiplodia theobromae a plantas de frijol con presencia de tizén bacteriano
permite reducir la severidad de la enfermedad hasta en un 75 % en el cultivo.

La aplicacién de Acido Salicilico como extracto de Pseudomonas fluorescens y

Bacillus sp. (1x10° esporas/mL), demostré un efecto de control de la enfermedad.

La combinacién de Bacillus sp. (1x10”° esporas/mL) + Acido Jasmoénico +
Acido Salicilico como mezcla sinérgica mantiene la severidad y presencia del tizon
sin presentar un incremento de accién conjunta en la reduccién del dafio en la planta

de frijol.
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APENDICE

Tabla 1. Analisis de varianza de severidad en la planta del cultivo del frijol en el
cuarto muestreo (30 de marzo de 2011).

Fuente DF Sumade Cuadrado de  F-valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 5 11.39326667 2.27865333 25.37 <.0001

Error 12 1.07793333 0.08982778

Total correcto 17 12.47120000

CV:7.0

Tabla 2. Analisis de varianza de severidad en la planta del cultivo del frijol en el tercer
muestreo (23 de marzo de 2011)

Fuente DF Sumade Cuadrado de  F-valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 5 37.23909333 9.30977333 2.26 0.1352

Error 12 41.25300000 4.12530000

Total correcto 17 78.49209333

CV:11.48630

Tabla 3. Analisis de varianza de severidad en la planta del cultivo del frijol en el
muestreo inicial (09 de marzo de 2011).

Fuente DF Sumade Cuadrado de  F-valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 5 5.36020000 1.07204000 3.20 0.0457

Error 12 4.01580000 0.33465000

Total correcto 17 9.37600000

CV:14.37836

Tabla 4. Analisis de varianza de severidad en la planta del cultivo del frijol en el
segundo muestreo (16 de marzo de 2011).

Fuente DF Sumade Cuadrado de  F-valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 4 36.03077333 9.00769333 1.46 0.2847

Error 10 61.62960000 6.16296000

Total correcto 14 97.66037333

CV:13.23



Incidencia

La presencia del tizén comun X. axonopodis pv. phaseoli se calculo por cada
tratamiento y a su vez por repeticiones, utilizando la formula de Van der Plank,
(1975):

| = PE/PTx100
Donde:

|= indice de incidencia (%)

PE= plantas enfermas

PT= plantas totales

| =36 PE. /36 PT. x 100 = 100 % de Incidencia

Medios de Cultivo

Medio B de King (KB)

Proteosa peptona No.3' 20.0¢
K>2HPO4 3H,0 1.5¢
MgSO, 7H.0 159
Agar 15.0¢g
Glicerol 15.0 ml
Agua Destilada 1000.0 ml
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Medio CNS

Caldo Nutritivo
Extracto de Levadura
KoHPO4

KH2PO4

LiCl

Agar

Agua Destilada

Medio TB
Peptona
KBr
CaCl,
Agar
Tween 80
Cyclohexamida
Cephalexina
5-fluoracil
Tobramicina

Agua Destilada

8.0¢
20g
20g
05¢
10.0¢
15.0 ¢
1000.0 ml

10.0. g
10.0¢g
0.25¢
15.0¢g
10.0 ml
75.0 mg
25.0 mg
6.0 mg
0.4 mg
1000.0 ml
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La Severidad fue Determinada por una Escala de Evaluacion de

Enfermedades segun Carling y Leiner, (1990).

51 al 75 % 76 al 100 %
Grados de Porcentaje de
Severidad Severidad
0 0 Libre de Infeccién
1 1al25 Infeccion Ligera
2 26 al 50 Infeccion Moderada
3 51 al75 Infeccién Abundante
4 76 al 100 Infeccidn Intensa
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