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Resumen

INCIDENCIA Y SEVERIDAD DE TIZON COMUN (Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli Smith) EN PLANTAS DE FRIJOL INOCULADOS CON Rhizobium
phaseoli

POR:

JOSE OSVALDO AGUILAR RAMIREZ

MAESTRO EN CIENCIAS EN PARASITOLOGIA AGRICOLA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DR. GABRIEL GALLEGOS MORALES

El tizdbn comun bacteriano Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli es una
enfermedad que ataca al cultivo de frijol (P. vulgaris), se encuentra presente en un
83 % de las areas de produccion de semilla, un 79 % en campos comerciales y
reduce los rendimientos hasta un 55 %. La inoculacién de Rhizobium en plantas
como promotor de crecimiento vegetal, fijador de nitrégeno, aunado la sintesis del
acido indolacético, producen en la planta mayor vigor y tolerancia a las
enfermedades. Se determind el comportamiento de la incidencia y severidad del
tizon comun de plantas de frijol inoculadas con Rhizobium phaseoli y X. axonopodis
pv. phaseoli. Para ello se aisl6 cepas de Rhizobium de nddulos radiculares de
plantas de frijol y Xanthomonas de manchas foliares necréticas. Los aislados se
identificaron con base en caracteristicas morfoldgicas, coloniales y biogquimicas.
Los ensayos en invernadero y campo, se efectuaron en semillas inoculadas con
10° ufc/ml de Rhizobium, una segunda aplicacién a diez dias de la siembra.
Posteriormente quince dias después de la emergencia del frijol se inoculo por
aspersion Xanthomonas axonopodis directamente a la planta. Transcurridos treinta
dias del cultivo en invernadero se observé que la severidad del tizon comudn fue
inferior (14.5%) en plantas con presencia de nodulos en raiz, que en el testigo
(46%), también se encontré que las plantas inoculadas con Rhizobium phaseoli
BJ-5 desarrollaron mayor vigor, diametro de tallo, peso seco, numero de hojas y
longitud de raiz. En el campo, la inoculacion con la cepa BJ-5 mostro también
menor severidad (25.6%) respeto del testigo (55.8%) y resulto tener mejor
crecimiento en la planta. La inoculacion de frijol con Rhizobium phaseoli permite
favorecer nutricional y fitosanitariamente al cultivo.

Palabras claves: promotor de crecimiento, fitosanitario, control biolégico

viii



Abstract
Incidence and severity of common blight (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
Smith) in bean plants inoculated with Rhizobium phaseoli
BY:
JOSE OSVALDO AGUILAR RAMIREZ
MASTER IN SCIENCE IN AGRICULTURAL PARASITOLOGY
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DR. GABRIEL GALLEGOS MORALES

The common bacterial blight caused by Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
is a disease that affects the cultivation of bean plants (P. vulgaris), is present in
83% of the areas of seed production and up to 79% in commercial fields and
reduces vyields by up to 55%. The inoculation of Rhizobium in plants as a plant
growth promoter, nitrogen fixer, combined with synthesis of indole acetic acid,
produces a greater vigor and tolerance to disease in the plant. The behavior of
the incidence and severity of common blight of bean plants inoculated with
Rhizobium phaseoli and X. axonopodis pv. phaseoli was determined. For this,
Rhizobium strains of root nodules of bean plants and Xanthomonas were
isolated from necrotic leaf spots. The isolates were identified based on
morphological, colonial and biochemical characteristics. The greenhouse and
field trials were carried out on seeds inoculated with 10° ufc/ml Rhizobium, a
second application ten days after planting. Subsequently, fifteen days after the
emergence of bean plant, Xanthomonas axonopodis was sprayed directly to
plant. After thirty days of greenhouse cultivation, it was observed that severity of
common blight was lower (14.5%) in plants with nodules in the root, than in
control (46%), It was also found that plants inoculated with Rhizobium phaseoli
BJ-5 developed greater vigor, stem diameter, dry weight, number of leaves and
root length. In the field, the inoculation with strain BJ-5 also showed lower
severity (25.6%) respect to the control (55.8%) and resulted in a better growth in
the plant. The inoculation of bean plants with Rhizobium phaseoli benefits
nutritionally and phytosanitarily to the crop.

Keywords: growth promoter, phytosanitary, biological control



INTRODUCCION

En México el frijol es de gran importancia en el desarrollo rural, ocupa el
segundo lugar en cuanto a superficie sembrada y representa la segunda
actividad agricola méas importante. La semilla contiene entre 20% y 25% de
proteina, sobresaliendo por su abundancia la faseolina, que posee un alto
contenido de aminoacidos esenciales, tales como la lisina y el triptéfano; que
contiene el frijol en mayor cantidad que en los cereales (Quintero y Quijano,
2013). El frijol es producido en las 32 entidades del pais, sin embargo, las que
aportan el mayor volumen son Zacatecas, con el 35.9 por ciento de la
producciéon nacional; Durango, 11.6 por ciento; Chihuahua, 9.5 por ciento;
Sinaloa, 8.9 por ciento y Chiapas 5.5 por ciento. En conjunto, estos cinco
estados generan el 71.4 por ciento de la produccion de frijol en México, lo que
equivale a 768 mil 334 toneladas (SAGARPA, 2017). Las principales
enfermedades que afectan el cultivo del frijol son la antracnosis (Colletotrichum
lindemuthianum, la roya o chahuixtle (Uromyces appendiculatus), el tizon de
halo (Pseudomonas syringae pv. Phaseolicola), el tizén comun (Xanthomonas
phaseoli), las pudriciones de la raiz (Fusarium, Rhizoctonia, Pythium,
Thielaviopsis, Sclerotium, Aphanomyces, Phymatotrichopsis y Macrophomina) y
los nematodos formadores de agallas en la raiz (Meloidogyne y Nacobbus
aberrans). Otras enfermedades como la cenicilla, moho blanco o el virus del
mosaico comun llegan a ocasionar epidemias severas (Lépiz, 1999; INIFAP,
2010). También podemos destacar a Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
como una bacteria que ataca al cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris) en todo el
mundo (Gent et al., 2005). Est4 presente en un 83 % de las areas de
produccion de semillas y hasta un 79 % en campos comerciales, reduce los
rendimientos en un 55 %, los que se incrementan a temperaturas de 27 °C, con
alta humedad relativa (Fourie, 2002; Belete y Basta, 2017). Para su manejo
pueden ser utilizados métodos de control quimico, bioldgicos, cultural y genético
(Francisco et al., 2013). El uso de quimicos ha permitido obtener mayor
produccion, pero su empleo excesivo ocasiona problemas al medio ambiente,

por lo que la busqueda de alternativas al manejo de las enfermedades son de



vital importancia (Zavaleta, 2000). EI empleo de microorganismos benéficos
para generar antibiosis o inducir resistencia sistémica en la planta, se ha
reportado en Pseudomonas sp., Bacillus cereus, y Rhodococcus fascians que
son compatibles con Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli, donde pueden
desarrollan actividad protectora contra el tizGn comun (Zanatta et al., 2007). Las
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGBR), son usadas como
agentes de control biolégico, estas bacterias se caracterizan por su habilidad
para facilitar directa o indirectamente el desarrollo de la raiz y del follaje. La
estimulacién indirecta del crecimiento de plantas se debe a que la bacteria
permite la accion fungica (Essalmani y Lahlou, 2003). La estimulacion directa
puede incluir la fijacion de nitrégeno (Sessitsch et al., 2002), la produccién de
hormonas (Perrine et al., 2004), de enzimas (Mayak et al.,, 2004) y la
solubilizacion de fosfatos (Rodriguez y Fraga, 1999). Este trabajo tuvo como
objetivo determinar el comportamiento de plantas de frijol, inoculadas con
Rhizobium phaseoli y X. axonopodis pv. phaseoli y su relacion con la presencia

y desarrollo del tizén comun en la planta.



REVISION LITERATURA

Generalidades del cultivo de frijol

Origen

El frijol se origind y domesticé en América Latina con dos origenes geograficos
(Mesoamérica y los Andes) genéticamente diferenciables que derivan de un
ancestro comun de 100,000 afios de antigiiedad. En México y América del sur,
el frijol se domestic6 de manera independiente hace aproximadamente 8,000
afos. (Bitocchi et al., 2013). La produccién mundial de frijol registra tendencia al
alza durante la década reciente, impulsada por aumentos en la superficie
cultivada y en los rendimientos promedio por unidad de superficie. En siete
paises se concentra el 63 por ciento de la cosecha mundial de la leguminosa:
India, Myanmar, Brasil, Estados Unidos, México, China y Tanzania (FIRA,
2016).

Importancia

El comercio de frijol en el mercado internacional es reducido en comparacion
con otros productos agricolas; en general, los principales paises productores
destacan también como importantes consumidores. El frijol en México es
producido en las 32 entidades del pais, sin embargo, las que aportan el mayor
volumen son Zacatecas, con el 35.9 por ciento de la produccion nacional,
Durango, 11.6 por ciento; Chihuahua, 9.5 por ciento; Sinaloa, 8.9 por ciento y
Chiapas 5.5 por ciento. En conjunto, estos cinco estados generan el 71.4 por
ciento de la produccion de frijol en México, lo que equivale a 768 mil 334
toneladas (SAGARPA, 2017; FIRA, 2016). El 85 % de la superficie sembrada de
frijol se establece en el ciclo Primavera-Verano, con condiciones principales de
temporal, el cual se divide en semiarido del Norte-Centro y sub-humedo del eje
Neo volcanico o centro de México. En el ciclo Otofio-Invierno se siembra el 15
% restante en las zonas bajas costeras del Golfo de México y del Océano

Pacifico (Acosta y Herrera, 2003).



Clasificacion taxonomia
El cultivo de frijol se clasifica segun Singh et al. (1999)
REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
ORDEN: Fabales
FAMILIA: Fabacea
SUBFAMILIA: Papilionoideae
GENERO: Phaseolus
ESPECIE: vulgaris L.

Problemas fitosanitarios

En la produccion del frijol se puede ver afectado por factores bidticos y
abidticos, el cambio climatico contribuye al surgimiento de plagas vy
enfermedades emergentes incluso en regiones con una alta disponibilidad de
agua. Mientras que un clima seco tiende a favorecer a insectos vectores y virus,
un clima humedo favorece a los hongos y bacterias fitopatdgenos (Anderson et
al., 2004). Las principales enfermedades que afectan el cultivo son la
antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum [(Sacc. & Magnus) Lams.-Scrib.], la
roya o chahuixtle [Uromyces appendiculatus (Pers.:Pers.) Unger], el tizon de
halo [Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder)], el tizén comun
[Xanthomonas phaseoli (Smith) Dowson], las pudriciones de la raiz (Fusarium,
Rhizoctonia, Pythium, Thielaviopsis, Sclerotium, Aphanomyces,
Phymatotrichopsis y Macrophomina) y los nematodos formadores de agallas en
la raiz (Meloidogyne y Nacobbus aberrans). Ocasionalmente otras
enfermedades como la cenicilla, moho blanco o el virus del mosaico comun

llegan a ocasionar epidemias severas (Lépiz, 1999; INIFAP, 2010).

Enfermedades causadas por bacterias
El tizbn comun (X. axonopodis pv. phaseoli) es una enfermedad cuyos dafos se

generan en tallos, hojas y vainas, los primeros sintomas aparecen como puntos



de agua en el envés de las hojas, los puntos de las hojas se alargan y se unen
hasta formar manchas foliares necréticas irregulares (Figura 1) rodeadas por un
delgado halo amarillo (Fourie, 2002; FAO, 2015) y el tizon del halo
(Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola), los tejidos que rodean las manchas, gradualmente se convierten
en un halo verde-amarillo ( Figura 1), los peciolos y ramas infectadas soportan

puntos grasosos que desarrollan una de coloracion rojiza (FAO, 2015).

Fuente: FAO, 2015

Figura 1. Sintomas de bacterias a) Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli b) Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

Generalidades de Xanthomonas

El género Xanthomonas contiene principalmente especies que causan graves
enfermedades en plantas de utilidad agricola y comercial. Destaca su presencia
en cultivos de elevado interés como arroz, algodon, frijol, especies horticolas
como tomate o pimiento y plantas lefiosas como los citricos o los frutales de
hueso. Ademas, son responsables de enfermedades en plantas ornamentales

de alto valor econémico (Rodriguez-R et al., 2012).

En el cultivo de frijol X. axonopodis provoca manchas foliares necréticas
irregulares, rodeadas por un delgado halo amarillento, que se desarrollan en el
borde o en diferentes areas de la ldmina foliar. Esta presente en un 83 % de las
areas de produccion, reduce los rendimientos en un 55 %, los que se



incrementan a temperaturas de 27 °C, con alta humedad relativa (Fourie, 2002;
Belete y Basta, 2017).

Clasificacién taxondmica

Xanthomonas se clasifica segun Saddler y Bradbury (2005)

DIVISION: Bacteria
PHYLUM XIV: Proteobacteria
CLASE lll: Gammaproteobacteria
ORDEN lII: Xanthomonadales
FAMILIA I: Xanthomonadaceae

Mecanismo de dispersion

X. axonopodis pv. phaseoli se disemina principalmente a través de la semilla,
una vez dentro la bacteria puede sobrevivir mediante la formacion de una
pelicula o biofilm que la protege de las condiciones ambientales desfavorables.
También puede sobrevivir en restos vegetales y en el suelo, durante el golpeteo
de las gotas de lluvia puede ser llevado a las partes aéreas de las plantas y

entrar a través de aberturas naturales o heridas (Darrasse et al., 2007).

Generalidades de Rhizobium

La relacion simbiotica leguminosa/Rhizobium fue descubierta por Hellridgel en
1866 (Date, 1956) y desde 1886 hay uso del sistema de inoculacién (Erdman,
1968). Como todas las leguminosas, el frijol tiene la capacidad de asociarse a
bacterias del suelo llamadas rhizobia (singular Rhizobium), dicha asociacion
entre leguminosas y Rhizobium, comprende a la mayoria de las 18,000
especies de leguminosas y resulta en una simbiosis fijadora de nitrégeno de
importancia ecologica que aporta anualmente, una cuarta parte del nitrogeno
fijado en la biosfera (Catherine et al., 2009). Las bacterias del género

Rhizobium tienen la capacidad de inducir en las raices de las leguminosas la



formacion de estructuras especializadas llamadas nodulos, dentro de las cuales
el N, atmosférico, que es muy estable y relativamente inerte, se reduce a iones
amonio (NH4+) facilmente asimilables por la mayoria de las especies vegetales
(Marquina et al., 2011). También son usadas como agentes de control biol6gico,
para generar antibiosis o inducir resistencia sistémica en las plantas (Zanatta et
al., 2007), estas bacterias se caracterizan por su habilidad para facilitar directa
o indirectamente el desarrollo de la raiz y del follaje. La estimulacion indirecta
del crecimiento de plantas se debe a que la bacteria permite la accion fungica
(Essalmani y Lahlou, 2003). La estimulacién directa puede incluir la fijacién de
nitrogeno (Sessitsch et al., 2002), la produccion de hormonas (Perrine et al.,
2004), de enzimas (Mayak et al., 2004) y la solubilizacion de fosfatos

(Rodriguez y Fraga, 1999).

Clasificacion taxondmica
Segun Frank (1889) se encuentra clasificado como:
DOMINIO: Bacteria
PHYLUM: Proteobacteria
CLASE: Proteobacteria alfa
ORDEN: Rhizobiales
FAMILIA: Rhizobiaceae
GENERO: Rhizobium

Caracteristicas

Las especies del género Rhizobium son bacilos méviles Gram-negativos con
pared celular, flagelados (1 a 6 flagelos), aerobios que miden 0.5-0.9 x 1.2-3.0
Mm, y pueden ser peritricales o subpolares. Las colonias generalmente son
blancas o color beige, circulares, convexas, semitraslicidas u opacas Yy
mucilaginosas, que miden de 2 a 4 mm de diametro de los 3 a los 5 dias de

incubacion en extracto de levadura manitol agar rojo congo (ELMARC)
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(Abd- Alla et al., 2012), torna en rojo intenso a los 8 dias de incubacion (Rojas
et al., 2009). Las bacterias del grupo Rhizobium, ademas de poder desarrollarse
como organismos de vida libre en el suelo, son capaces de formar asociaciones
fijadoras de nitrégeno con plantas de la familia de las leguminosas, que permite
el reconocimiento e invasion de la leguminosa hospedadora apropiada por el
rhizobio, seguido por la proliferacion y diferenciacion de una estructura
altamente especializada denominada “nédulo”. Estos nédulos estan localizados
en las raices, salvo en el caso de Azorhizobium que también es capaz de
inducir nodulos en los tallos (Downie, 1994). No obstante, aunque algunos
autores consideran rhizobios a todas aquellas bacterias capaces de nodular,
otros distinguen entre los verdaderos rhizobias, pertenecientes a las a-
Proteobacteria e incluidos en la actualidad en 5 géneros: Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium y las bacterias
no-rhizobia capaces de nodular, constituidas por cepas de algunos géneros
pertenecenientes a la clase a-Proteobacteria como Methylobacterium, Devosia,

Blastobacter, Phyllobacterium y Ochrobactrum (Moulin et al., 2001)



MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Xanthomonas spp.

Se colectaron plantas con manchas foliares necroticas irregulares rodeadas por
halo amarillo (Figura 2), en diferentes areas de las hojas (Fourie, 2002) en el
campo experimental “El bajio” de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro. Las muestra se cortaron en trozos, se desinfectaron con hipoclorito al 1%
por 2 minutos y se lavaron con agua destilada estéril y se colocaron en un
mortero estéril donde se maceraron en solucion salina 0.85%, posteriormente
se tomd una asada, que se estri6 en el medio de cultivo YDC (Schaad, 1988).
Las placas se incubaron a 28 °C por 48 hrs. Al término del periodo, se
seleccionaron las colonias bacterianas con color amarillo, convexas, con bordes
enteros y de aspecto mucoide (Schaad, 2001) y se purificaron por estria. La
identificacion se realiz6 por caracterizacion morfolégica, colonial y bioquimica
(Abd-Alla y Bashandy, 2008; Francisco et al., 2013; Osdaghi, 2014).

Figura 2. Sintomas provocados por Xanthomonas axonopodis en hojas de frijol

Aislamiento de Rhizobium spp.

Se colecto muestras de nddulos de coloracién rojiza de diferentes variedades

de frijol (Figura 3), en periodo prefloracion (Tabla 1), se lavaron y se
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desinfectaron con hipoclorito 1% durante 3 minutos, enseguida se lavaron tres
veces con agua destilada estérii y se colocaron en tubo estéril donde
maceraron, posteriormente se tomo una asada y se sembraron en placas con el
medio Extracto Levadura Manitol Agar Rojo Congo (ELMA-RC) (Vicent, 1970;
CIAT, 1988). Las placas se incubaron a 28 °C por 4 dias. Las colonias de color
rojo se resembraron en placas con el mismo medio para su purificacion, hasta
obtener cultivos puros, cada aislado se caracterizé por pruebas morfoldgicas,

coloniales fisiol6gicas y bioquimicas.

Figura 3. Colecta y muestreo de nédulos del cultivo de frijol

Reproduccién bacteriana

Para incrementar las poblaciones de Xanthomonas se uso el medio YDC
liquido, mientras que para Rhizobium fue ELMA liquido, propagandose en una
incubadora giratoria (C25 Incubador Shaker de New Brunswick Scientific) a 28
°C, 150 rpm durante 72 horas, para obtener de cada bacteria un concentrado

celular.
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Tabla 1. Coordenadas de localizaciéon del area del estudio

Altitud

Localizacion Coordenadas (msnm) Muestras Cepas
UAAAN 25° 22”7 de latitud norte Friiol. etapa de FM-1
Buenavista, y 101° 02" longitud 1742 Jrelzloraf:)ién
Saltillo, Coah. oeste P
18° 58' 1" latitud norte N-2
San Andres o Aor mon ; .
Tlalamac, Edo. y 98° 48' 28" longitud 2073 Fruol%letap_q de
MEXIco oeste prefloraciéon
UAAAN 25° 227 de latitud norte Friiol. etapa de PS-3
Buenavista, y 101° 02" longitud 1742 Jreﬂoragién
Saltillo, Coah. oeste P
San Andres 18° 58' 1" latitud norte Friiol. etapa de M-4
Tlalamac, Edo. y 98°48' 28" longitud 2073 J 1"I pa
México oeste pretioracion
UAAAN 25° 22" de latitud norte Friiol q BJ5
Buenavista, y 101° 02" longitud 1742 ruo%letap.a} €
Saltillo, Coah.  oeste pretioracion

Prueba de germinacion

Para la prueba se utilizaron semillas frijol de la variedad flor de mayo, se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% durante 2 min; posteriormente, se
enjuagaron dos veces con agua destilada estéril y se secaron con papel
secante estéril, enseguida las semillas se colocaron sobre toallas de papel
hamedo (ISTA, 1995). Se aplicaron siete tratamientos: cada aislado de
Rhizobium spp., se aplicé como tratamiento, ademés de acido indolacético
(AlA) y las semillas control se les asperj6 con agua destilada, las semillas
tratadas se enrollaron en el papel y se colocaron verticalmente dentro de bolsas
de plastico y se incubaron a 28 + 2°C. Cada semilla representé una unidad
experimental, siendo diez semillas por tratamientos. A los cinco dias se evalué
el porcentaje de germinacion. Ademas, a los diez dias se cuantifico longitud de
raiz (LR), didmetro de tallo (DT) y numeros de raices (NR), para hacer

analizadas estadisticamente.

Experimento en invernadero

Para determinar la relacion que guarda la presencia del tizébn comun y su
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severidad en plantas de frijol inoculadas con R. phaseoli, inicialmente se
desinfectaron las semillas de frijol, para ello se uso hipoclorito de sodio al 1%
durante un minuto, lavando las semillas tres veces con agua estéril, cada
semilla se impregnd con una solucion de 1x10° células de R. phaseoli,
posteriormente se colocaron en recipientes de unicel de 1 litro de capacidad con
¥, partes de peat moss-perlita (en proporcion 3:1). Cada planta representé una
unidad experimental, siendo diez plantas por tratamiento (Tabla 2), inoculadas
con las cepas de Rhizobium al inicio del experimento y diez dias después de la
siembra. El patdgeno (Xanthomonas axonopodis) se indculo a quince dias de
crecimiento del cultivo, con una suspension de 1.6x10° células, aplicadas por
aspersion al follaje (Pastor, 1991; Abeysinghe, 2009). La evaluacion se efectué
treinta dias después para determinar incidencia y severidad del tizon coman.
acorde a la escala del grado de amarillamiento y necrosis de las plantas
inoculadas: 0 = Ausencia de sintomas; 1 = De 1 a 12.5% de area dafiada; 2 =
de 13 a 25.5%; 3 = de 26 a 38.5%; 4 = de 39 a 51.5%; 5 = de 52 a 64.5%; 6 =
de 65 a 77.5%; 7 = De 78 a 90.5%; 8 = de 91 a 100% de éarea foliar dafiada
(Gilberston et al.,1988; Osdaghi et al., 2009).

Tabla 2. Disefio experimental para evaluar el comportamiento de Phaseolus
vulgaris a la inoculacion de R. phaseoli y del tizon comun

Tratamientos Cepas
FM N PS M BJ Xanthomonas

I. Rhizobium (FM) + ) _ L +
II. Rhizobium (N) ) + - L +
[ll. Rhizobium (PS) ) AT +
IV. Rhizobium (M) ) ) -+ +
V. Rhizobium (BJ) ) .. . 4 +
VI. Irrigado solo con agua no inoculado,

control absoluto(CA) - - - - - +

+ Aplicado; - No aplicado
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Experimento en campo

Para determinar el comportamiento de plantas de frijol inoculados con R.
phaseoli y la presencia de tizon comun en campo se establecié una parcela
experimental de 10 m de largo con cinco surcos a 80 cm de distancia entre
cada uno. Cada aislamiento de Rhizobium se aplic6 como tratamiento (Tabla 2),
para inocular la semilla y la planta se siguié el mismo procedimiento para el
experimento de invernadero. Posteriormente las semillas inoculadas se
sembraron a 3 cm de profundidad intercaladas cada 10 cm en el surco en toda
la parcela establecida con sistema de riego por goteo. Trascurrido 15 dias a la
siembra se aplico Xanthomonas axonopodis en suspensién 1.6 x 10° al follaje
del cultivo (Pastor, 1991) y cincuenta dias posteriores se determino la incidencia
y la severidad del tizon comun con la escala (Gilberston et al., 1988; Osdaghi et
al., 2009).

Analisis estadistico

El comportamiento de las variables analizadas en cada experimento, asi como
la incidencia y la severidad del tizon comun del frijol en cada planta, fue
procesado bajo un disefio completamente al azar, donde cada planta se
consider6 como una unidad experimental, tomando datos de diez plantas por
tratamiento. La varianza entre los datos (ANOVA) se analizo a través de
comparacion de medias segun Tukey (< 0.05) procesando los datos en el

paquete estadistico SAS Statistical System (2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de Rhizobium spp.

Se recuperaron cinco aislamientos de Rhizobium spp., a partir de nodulos
radiculares de plantas de frijol y de acuerdo a sus caracteristicas de crecimiento
colonial en el medio de cultivo ELMARC su reaccion a la tincion Gram ( - ), su
morfologia de bacilos de tamafios pequefios no formadora de esporas (Tabla
3), asi como también su reaccidbn a la presencia de oxidasa, catalasa y
crecimiento colonial de forma circular, con bordes ondulados, convexa y
aspecto mucoide, se asemejan al género Rhizobium caracteristicas descritas
Granda et al. (2013); Martinez et al. (2005); Pérez et al. (2008). Aunado a ello
su tolerancia al pH 9 vy resistir el estrés NaCl al 5% nos indican que estos
aislamiento pudieran tener las caracteristicas de un buen inoculante del tipo
Rhizobium phaseoli aspectos importante a la elaboraciobn de inoculante
relacionado con leguminosas (Cuadrado et al., 2009; Berrada et al., 2012). La
coloracion de las colonias de los aislamientos obtenidos fue una coloracion
beige a las 72 hrs, (Figura 4) que se tornd en rojo intenso a los 8 dias de
incubacion (Rojas et al., 2009), para descartar la semejanza filogenética con el
género Agrobacterium se utilizé el medio Levadura Manitol adicionado Azul de
Bromotimol (LMA-ABT), donde los aislamientos de Rhizobium acidificaron el
medio tornandolo amarillo mientras que los reportes indican que Agrobacterium
alcaliniza el medio tornandolo azul (Cuadrado et al., 2009) caracteristicas

diferencial entre estos dos géneros de bacterias.



Figura 4. Crecimiento de Rhizobium phaseoli a los

ocho dias de incubacion
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Tabla 3. Comportamientos coloniales, morfoldgicos y bioquimicos de R. phaseoli

Colonias
o™ >
N LO__ S o
o < s <
© < .
z & 9 <
c c c =
c ta} o} = -
o 2 8 g 8
A c c c
O g g8 & & O S o
[ e -
o & 938 E.E EE o v 9 S .
o T 8 Q¢ 9 o O g o g Q 5
) E X @ S @ p ¢ o) S Q@ ) o)
O F O O O>0ac O ©O L m Ll < O
FM-1 - - - + + + + Circular Ondulado Convexa Mucoide Rojo
N-2 - -+t + + + Circular Ondulado Convexa Mucoide Rojo
PS-3 - - + + + + + Circular Ondulado Planoconvexa Mucoide Rojo
M-4 - -+ o+ + + + Circular Ondulado Planoconvexa Mucoide Rojo
BJ5 - - + + + + + Circular Ondulado Convexa Mucoide Rojo

(-) Prueba negativa (+) Prueba positiva
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Aislamiento de Xanthomonas spp.

A partir de hojas con sintomas de tizon comun (Figura 2) se recuperaron
aislamientos que presentaron caracteristicas tipicas del género Xanthomonas
(Tabla 4), que produjeron colonias amarillas, bordes entero, convexa aspecto
mucoide (Figura 5) (Corzo et al., 2015). Al microscopio se observo la reaccion a
la Tincion de Gram (-), ademas de pruebas diferenciales como la produccion de
levana (-), hidrolisis de almidén (+), la oxidacién de glucosa y produccion de
acido a partir de este carbohidrato, asi como también sus colonias de color
amarillo nos indican que el aislamiento recuperado es Xanthomonas

axonopodis (Schaad, 2001; Francisco et al., 2013)

Figura 5. Crecimiento de X. axonopodis a
los cuatro dias de incubacién

Tabla 4. Comportamiento morfologicos, colonial y bioquimico de Xanthomonas
axonopodis
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Prueba de germinacion

El efecto de la inoculacion de los aislados de Rhizobium en la germinacion se
presenta en la Tabla 5. No se encontré6 diferencias significativas en
germinacion (%), sin embargo los aislamientos FM-1 y BJ-5 obtuvieron 100%
mostrando similitudes en este aspecto con Garcia et al. (2016), quienes
mostraron que Phaseolus vulgaris inoculado con Rhizobium etli tuvo un 100 %
de germinacion o emergencia en 5 dias, resultados similares al obtenido en
este trabajo con el aislamiento Rhizobium Phaseoli BJ-5. Esta promocion del
crecimiento o germinaciéon segun Cupull et al. (2000) se debe a la produccion
de sustancias de crecimiento vegetal como el &cido indolacético que las cepas

de Rhizobium pueden sintetizar (Figura 6).

Tabla 5. Germinacidén y emergencia de la plantula de frijol

. Porcentaje de Longitud Didmetro  Numero de
Tratamientos

germinacion de raiz de Tallo raices
Rhizobium FM-1 1002 9.08c 2.21a 5.50d
Rhizobium N-2 902 16.47ab 1.91a 12.30abc
Rhizobium PS-3 902 17.21ab 2.20a 13.80ab
Rhizobium M-4 90?2 16.86ab 2.11a 11.00abcd
Rhizobium BJ-5 1002 19.442 2.34a 15.80a
Acido indolacético 902 9.85¢c 1.95a 7.30cd
Testigo 802 13.06¢c 1.88a 9.9bcd
Cv 28.01 27.28 22.59 38.45

*valores con letras distintas tienen diferencias estadisticas segun Tukey < 0.05%.
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Figura 6. Pruebas de germinacion y crecimiento de semillas de frijol inoculados
con Rhizobium phaseoli FM-1, N-2, PS-3, M-4, BJ-5 y 4cido indolacético.

Experimento en invernadero

La inoculacion de Rhizobium phaseoli en plantas de frijol indujo una mayor
tolerancia a la expresion en hojas del tizén comun. En la Figura 7 se muestra
que la cepa Rhizobium phaseoli-BJ-5 mostr6 menor severidad (14.5%) a esta
enfermedad en comparacion al control absoluto inoculado con Xanthomonas
axonopodis que registro un 46% de dafio. También se observé que todos los
tratamientos se comportaron estadisticamente igual (P<0.05) respecto a la
incidencia del tizén comun respecto del testigo, lo cual indicé que el patégeno
esta activo en todas las plantas infestadas y no existe diferencia entre ellas
respecto de su presencia, no asi en el grado de respuesta o dafio en la
manifestacion de la enfermedad donde dos de los inoculantes de Rhizobium
phaseoli (T2 y T5), indujeron o redujeron el nivel de dafio (Fig. 1) del tizén
comun respecto del testigo estadisticamente (P<0.05). Resultados
experimentales similares fueron reportados por Zanatta (2007) quien reporta la
induccion de resistencia que genera Rhizobium spp. en las plantas de frijol.
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Mientras que Osdagui et al. (2011) quienes al igual que este trabajo encuentran
diferencias significativas en la manifestacion del tizon comdn en plantas
inoculadas con R. leguminosarum bv. phaseoli en comparacion a las fertilizadas

con ureay las no inoculadas.

80
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Figura 7. Efecto de la inoculacién de Rhizobium phaseoli en Phaseolus vulgaris
y la presencia y desarrollo del tizon comun en invernadero. T1: Rhizobium (FM),
T2: Rhizobium (N), T3: Rhizobium (PS), T4: Rhizobium (M), T5: Rhizobium (BJ)
y T6: control absoluto (CA)

En la Tabla 6 se muestra la respuesta de Phaseolus vulgaris infestado con
Xanthomonas axonopodis y con cinco inoculantes de R. phaseoli a través de
biomasa vegetal producida, donde se observa que en la mayoria de las
variables cuantificadas las plantas inoculadas manifestaron mayor peso,
namero de hojas y longitud de raiz que el testigo sin inocular, aunado a esto las
plantas inoculadas presentaron mayor nodulacién por rhizobios cuando al
emplearlos como inoculantes. Las cepas de Rhizobium spp. utilizadas en este
estudio indujeron el mejoramiento al cultivo posiblemente debido a la habilidad
de los rhizobios para producir hormonas como el &acido indolacético y acido

giberélico sustancias reguladoras del crecimiento en las plantas, observandose
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un incremento en la emergencia, vigor, biomasa y desarrollo del sistema radical
Dey et al. (2004); Lugtenberg y Kamilova (2009); Perrine et al. (2004).

Tabla 6. Comportamiento de variables agrondmicos en plantas de frijol
inoculadas con Rhizobium phaseoli y Xanthomonas axonopodis en invernadero.

NUmero
Tratamientos Peso Peso seco Numero Longitud Diametro de de
fresco (gr) (gr) de hojas raiz (cm) tallo (mm) nédulos
Rhizobium FM-1 35.05a 5.6a 31.80ab 20.6abc 4.06b 199a
Rhizobium N-2 25.75ab 4.2a 26.80c 21.6a 4.32b 120.2b
Rhizobium PS-3  25.34ab 4.4a 27.60bc 21.2ab 5.22a 116b
Rhizobium M-4 25.25ab 3.6a 28.00abc 19.2bc 4.08b 73bc
Rhizobium BJ-5 33.09a 5.6a 32.60a 2labc 4.44b 228a
Control absoluto 16.82b 3.6a 29.00abc 18.8c 4.08b 48c
SE + 1.38 0.25 0.57 0.27 0.09 12.61
(03] 18.78 27.51 8.41 5.73 7.73 19.36

*valores con letras distintas tienen diferencias estadisticas segun Tukey < 0.05%.

Experimento en campo

Como se muestra en la Figura 8 la presencia de X. axonopodis en las hojas de
la planta de frijol disminuyo claramente por la inoculacion de Rhizobium
phaseoli cepa BJ-5 (18.4%) seguida por la cepa FM-1 (19.8%) con respecto al
control absoluto (CA). La severidad de la enfermedad en las hojas foliares de la
planta de frijol en el cultivo fue catalogada como leve, (25.6%) en la cepa BJ-5
cuyos valores numéricos, fueron estadisticamente diferentes comparados con el
no inoculado o control absoluto (CA) que desarrollo 55.8% de severidad.
Resultados similares han sido reportado Osdagui et al. (2011) quienes
consignan que la severidad de la enfermedad en el campo evaluado a los 50
dias fue muy severo (necrosis completa de las hojas) en el cultivar susceptible y
lineas que fueron fertilizados con urea y en el grupo de control, con pérdida muy
severa en el rendimiento, sin embargo en las plantas inoculadas con R.
leguminosarum bv. Phaseoli la severidad de la enfermedad fue relativamente
baja (P <0,01). De acuerdo a Bartsev et al. (2004) Rhizobium spp., puede

inducir resistencia en frijol comun y limitar la presencia del tizobn comun
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bacteriano. Otros estudios mencionan que el tratamiento de Rhizobium spp.
Reduce la pudricién del tallo y la raiz en comparacion con plantas no inoculadas
(Rahman et al., 2017; Bécquer, 2011).
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Figura 8. Efecto de la inoculacion de Rhizobium phaseoli en Phaseolus
vulgaris y la presencia y desarrollo del tizon comun en campo. T1: Rhizobium
(FM), T2: Rhizobium (N), T3: Rhizobium (PS), T4: Rhizobium (M), T5:
Rhizobium (BJ) y T6: Control absoluto (CA).

En la Tabla 7 se presenta la respuesta de P. vulgaris en el rendimiento de
biomasa a nivel plantula Rhizobium en campo donde al igual que invernadero
se observé mayor rendimiento de peso fresco, seco, numero de hojas, diametro
de tallo y longitud de raiz en plantas inoculadas, que las no inoculadas,
resaltando la cepa Rhizobium phaseoli BJ-5 donde estas variables tuvieron
mayores valores en rendimiento. El efecto promotor de crecimiento vegetal de
Rhizobium phaseoli en P. vulgaris coincide con lo reportado por Yadegari,
(2008) y Moreno et al.,(2007). Otros estudios sefialan que Rhizobium spp.,
incrementa la nodulacion en las raices y proporciona mayor fijacion de

nitrégeno, productividad y fertilidad en los cultivos, incluso bajo condiciones
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adversas del suelo, otorgando una alternativa para poder usarlo como
reemplazo de fertilizantes nitrogenados (Solaiman et al., 2005; Bhattacharjee y
Sharma, 2012). Nuestros resultados también coinciden con los de Colas et al.
(2014) quienes menciona que todas las plantas co-inoculadas con Rhizobium
spp., producen mayores rendimientos y numeros de nédulos en las no
inoculadas, lo que demuestra el potencial del uso de in6culo mixtos para
mejorar la productividad del frijol comun.

Tabla 7. Comportamiento de variables agronémicas en plantas de Phaseolus
vulgaris inoculadas con Rhizobium phaseoli y Xanthomonas axonopodis en
campo

Tratamientos Peso Numero de Longitud de Didmetro de  NuUmero de
fresco (gr) hojas raiz (cm) tallo (mm) nddulos
Rhizobium FM-1 404a 68.20a 17.40ab 8.72a 54.20ab
Rhizobium N-2 290ab 61.40ab 18.68ab 9.80a 34.00b
Rhizobium PS-3 390a 63.00ab 17.62ab 8.76a 34.20b
Rhizobium M-4 312ab 51.00ab 15.34b 7.90a 39.20ab
Rhizobium BJ-5 535a 69.80a 19.98ab 9.78a 79.80 a
Control absoluto 136b 43.80b 20.20a 8.34a 12.00b
SE + 31.21 2.39 0.5 0.22 5.30
CcVv 37.51 16.87 13.26 12.77 51.78

*valores con letras distintas tienen diferencias estadisticas segun Tukey < 0.05%.
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CONCLUSIONES

El empleo de inoculantes simbioticos del tipo Rhizobium phaseoli tiene el
potencial para reducir y prevenir los dafios causados por Xanthomonas
axonopodis y la aparicion de sintomas asociados a la enfermedad en el cultivo
como lo es la clorosis y el tizbn comun bacteriano del frijol, lo cual puede
considerarse una ventaja para evitar el uso de bactericidas y los fertilizantes
nitrogenados quimicos. El empleo de agentes microbianos pudiera ser una
alternativa en el cultivo de frijol por su actividad como promotor de crecimiento

vegetal y resolver problemas de orden nutricional y fitosanitario.
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