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- OBJETIVOS -

Los objetivos de este trabajo de tesis consisten en rea
lizar un estudio lo més completo posible, del organismo que
ocagiona la enfermedad en el frijol conocida comdinmente como
"ti2z6n de halo" cuyo agente causal es la bacteria Paeudomonas
phaseolicola; para 1o cual se determinaré:

a) El efecto que tiene la luz en el crecimiento de la bacte-
ria mediante pruebas "in vitro",

b) El tiempo de supervivencia de la bacteria en la superfi-
cie foliar del frijol.

¢) Le resistencis o susceptibilidad de 19 variedades de fri
jol al "tizén de halo".

d) El efecto quimico de seis substancias en el crecinmiento
de la bacteria,

Todon estos trabajos estén encaminados a obtener datos -
que contribuyan a conocer mée a fondo el coaportamsiento de la
bacteria y poder dar alternativas para su control cuando se

presente el problema en el campo,




ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO Y CONTRUL DE Pseudomonas phaseoli

cola EN DIFERENTES VARIEDADES DE FRIJOL.
INTRODUCCION.

El cultivo del frijol, (Phaseolus wulgaris L.)en Méxi-

co ocupa el tercer lugar en importancia (39) ya que esta le-
guminosa representa parte de la alimentacién bésica del pue-
blo mexicano por ser su semilla una de las principales fuen-
tes de proteina,

En México, el frijol tiene una amplia distriducién de-
bido a su gran poder de adaptacién, se cultiva en lughe-
res desde los cero hasta los 2200 = asobre el nivel del
mar es decir, desde climas templados, hasta tropicales y de
€ridos hasta hémedos por 1o que se emplean diversas técnicas
en su producecién, de las cuales las més importantes sem 1la
asociacién safz-frijol y el frijol sélo o cultivo simple.

De acuerdo a los datos proporcionados por la Direceién
General de Economfa Agricola (3%4), el Area cultivn&a de fri
Jol en nuestro pafs del afio de 1925 a 1980 ha ido en aumen
to (Tabla 1). Esta superficie aporta la produccién sufie
ciente para satisfacer las necesidades de consumo de la pobla

cién sin emdargo @ pesar de la extensa superficie que se




Tabla 1 Produccidn de frijol en México ie 1925 a 1980,
Promedio Superficie Produccién Valor de 1la
en aflos cosechada ha, ton. proiuceién®
192% a 1929 8973 839 169 621 20 420 728
1930 a 1934 666 367 132 000 13 367 518
1935 a 1939 574 220 116 992 21 864 789
1940 a 1944 698 460 156 026 276 092 ns59
1945 a 1949 775 172 187 293 124 128 177
1950 a 1954 997 969 286 591 223 418 812
1955 a 1959 1 281 114 476 465 574 494 598
1960 a 1964 1 683 671 665 186 1121 032 939
1965 a 1969 1 946 607 908 892 1 608 298 889
1970 a 1974 1 764 076 945 759 2 764 426 954
1975 a 1979 1 454 064 825 448 5 235 376 128
1980 - 1 763 347 971 359 13 831 647 053
¢ dado ea pesocs




siendbra los rendimientos vor hectdrea son bajos,. Este bajo
rendimiento se debe a varios factores tales como: la siembra
intercalada del frijol entre el maf{z lo cual dificulta su co
secha, 8u localizacién en grandes extenfiones de temporal
aventurado, as{ como plagas y enfermedades,

Con el objeto de aumentar los rendimientos unitarios de
este cultivo mediante la prevencién y combate de enfermedades
Yy plagas, los agricultores, los extensionistas y los profe-
sionales que atienden los problemas del campo tiemen la nece
sidad de conocer las enfermedades, as{ como los wmétodos de
control, para obtener un mayor rendimiento en el cultivo

del frijol.

patégencs de importancia econémica en el frijol.

En la literatura agricola se menciona que el frijol es .
atacado aproximadamente por 50 enfermedades ( Apéndice 1 )
que @son causadas por diferentes patégenos como: hongos
bacterias, virus y nemftodos; ademés también oxtat;n las de
origen fisiolégico ( deficienoias nutricionales, daflos mecé~
nicos etc. )» En México no se presentan todas las anomalfas
patogénicas, pero las que se conocen causan serios daflos al

cultivo,

Entre las enfermedades bacterianas del frijol, "el tizén




de halo" causado por Pseudomonas phaseoiicola (Burk) Dowa

1926, es 1la que ocasiona mayores pérdidas, La planta es
susceptible en cualquier estado de creciﬁiento y ol patégeno
ataca indistintamente hojas, ramas, tallos y vainas (19),
Tomando en cuenta las pérdidas causadas por esta bacte~
riosis al cultivo de)l frijol, en los dltimos aflog, se ha he-
cho necesario tener un conocimiento més exacto de la bioclogfa
de eata bacteria para controlarla, ya sea por métodos quimi-
cos 0 de resistencia, Su incidencia ha daflado severamente
a loa Estados de Hidalgo, Guanajuato, Juerétaro, Jalisco y

Zacatecas (21).

Morfolog{a y fisiolog{a de Fseudomonas phaseolicola,

En el aflo de 1926 fuc descrito por primera vez el orga-

nismo Paeudomonas phaseolicola ( Burk ) Dows ( 4 ), causante

de la enfermedad de frijol, conocida como "%izén de halo",
Este patégeno es un bacilo merobio, Gram negativo, de 1.3 a
3,2 micras (37), presenta de 1 a 6 flagelos en poaiciédn mono
4 bipolar, Las células se encuentran aisladas, o en pares,
raras veces en cadenas con tendencia a la formacidén de fila-
mentos ( 37).,

Zstructuralmente P,phaseolicola estd constituida por

una pared bacteriana formada por varias capas, en donde en




contramos polisacéridos, protefnas, glicoprotefnas, l{pidos

lipopolisacéridos y lipoprotefnas; una cdpsula bacteriana,
qufmicamentc heterogénea, contiene polipeptidos, polisack-
ridos, azdcares aminados con &cidos urdénicon; tiene dos fun
ciones una de ellas es la de proteger a la bacteria contra
1a desecacién asi como de la fagocitoeie y la otra es la de
almacenar substancias alimenticias para cuando las condicig
nes del medio son desfavorables para el desarrollo de la bac
teria (29 ).

La menbrana citoplésmica, es la siguiente capa después
de la pared celular, contiene 20 arinofcidos de forma I as{
como foafatidil glicerol, fosfatidil cerina, fosfatidil cta
nol amina, &cido fosfatf{dico, ou funcién estf relacionada
con la actividad respiratoria y s{ntesis de los conetituyen
tea de la pared. Los pilli o fimbriae son estructuras que
se encuentran en gran ndmero alrededor de la pared celular,
son muy finos de aproximadamente 7 nm, su funcién es aparen
temente doble puesto que sirven como puente durantq el pro
ceso parasexual llamado conjugacién, para la trasferencia
de DNA de una bacteria a otra, as{ como de adhesién a .las
superficies ( 27 ).

Los mesosomas son organelos que se encuentran en némse-
ro puy reducido, y parecen ser formados por imvoluciones de

1a membrana citoplésmica} son activos durante la diviaidn -

w




ya que siempre son localizadus en el 2itio donde la pared -
comienza a dividirse. £l nucleoplusma que en una 4rea -
electrotransparente irregular, en donde encontramos molécu~
las circulares de DNA que aparece fibroso; en el wmisme nu-
cleoplasma, existen unos elementon genéticos llamados plés-
midos que son capaces de integrarae al cromosoma y que son
auténomos, Los ribosomas se observan como pequefios grénu-
loe de 10 a 20 nm compuestos de 65 < de &cido ribonucleico
y 35 % de proteina; la cantidad de rihosomas que se puede -
encontrar en una bacteria es de unos 15, tienen como prin--
cipal funcién la s{ntesis de protefnas. Finalmente encon-
tramos las inclupsiones de almacenamiento que generalmente -
no se encuentran cuando la bacteria estd creciendo activa--
mente; las inclusiones en Paeudomonas son caracter{sticamen
te 1{pidoa, . De acuerdo a Clara (1934), la bacteria siem-
pre tiene un solo flagelo y segin Le Cosquino de Dussy (1936)
de 1 a 3 flagelos; por otro lado los reportes sobre las di-
mensiones también son contradictorios,

La temperatura Sptima de crecimiento es entre 25° ¢ y
30° C, la m&xima entre 36° y 77° ¢ y la mfnima de 0° ¢
aunque Hedges (194G) y Bergey (1957) encontraron las tempe-
raturas Sptimas de 20 a 23° Cy una pixima de 339 ¢ y minima
de 2,5° C, FEl punto térmico letal es entre 49° y 50°C,

El crecimiento tiene lugar en un rango de pH de 5,0 a 8,8




con un éptimo entre 6.7 y 7.3 (37 ).

El crecimiento de P, phaseolicola en medio de cultivo

papa, dextrosa, agar (P.D.,A,) produce colonias blancae o co=-
lor crema y en extracto de carne agar las colonias son bdlan-
quecinas circulares con un diametro de 2 mm, En medio de
cultivo B de King las colonias de esta bacleria producen -
un pigmento fluorescente, que puede ser observado clarasente
por medio de luz ultravioleta ( 31).

En relacién a la actividad metabélica de P.phaseolicola
se tiene conocimiento de una serie de pruebas bioqufimicas de
gran importancia para la identificacién de la bacteria que
ocasiona 1la enfermedad de "El tizén de halo®, Dentro de
estas pruebas encontramos que Pscudomonas phaseolicola no
licGa 1a gelatina aunque otros autores como Burkholder y
2aleski (1932) y Clara (1934) seilalan que la gelatina es 1§
cuada muy ligeramente, asimismo no coagula ni peptoniza 1a.
leche, Algunas bacterias fitopatégenas reducen los nitra-
tos a nitritos, pero en el caso particular de P, phaseolicola
no se realiza esta reduccién, Por otro lado la p;oduccidn
de indol es otra prueba muy Gtil en 1la identificacién de bag
terias fitopatégenas, esta caracter{stica no eas ti{pica de
P, phaseolicola, tampoco produce 4cido sulfh{drico ni es
lipolftica (2). . phaseolicola tiene la propiedad de pro-

ducir reaccidn &cida pero no gas utilizando como fuentes de




carbohidratos a 1la glucosa, fructosa, manosa, arabinosa, xi
losa, sacarosa y glicerol, pero no produce reaccién fcida a
partir de ramnosa, lactosa, manitol o salicina ( 3 ),

3e ha observado que produce reaccién alcalina a partir
de sales de fcido c{trico y meleico y no produce reaccién
alcalina a partir de los 4cidos acético, férmico, léctico o
tartérico. Respecto a la hidrolizacién del almidén y de la
celulosa que o8 una caracter{astica importante para la iden-
tificacién de bacterias fitopatésenas, tenemos que no hidro-

liza al almidén ni a la celuloasa (3),

gintompatologia

Los sfntomas de esta enfermedad se pueden apreciar en
toda la parte aérea de la planta, Burkholder (1930) sefialé
dos tipos primcipales de saf{ntomas producidos por el patégeno
unos dedidos a infeccién local la cual se presenta en forsa
de lesiones en las hojas, tallos, vainas y pecfolos y otros
8 infeccién de tipo sistémico que puedan causar achaparra-
miento, clorosis y s{ntomas de mosaico (10),

Los sintomas més claros y que facilitan su distincién
de otras enfermedades, son las que se producen por infeccién
local en las hojas y & los cuales Hedges Florence (1946)

aplicé por primera vez el término de "tizén de halo", Las

&




lesiones aparecen primero como pequeflas @reas menorcs de
1 mm de didmetro, color verde obacﬁro y de apariencia acug
sa (13,16); conforme avanza la enfermedad estas droas van
aumentando tornandose de color café rojizo, hasta llegar =a
la necrosis total del centro de la manchaj conforme el teji
do va muriendo, el halo amarillo alrededor de la necrosis tam
bién va aumentando hasta extenderse en toda la hoja, termi
nando con 1la necrosis total y defoliacién de ésta (fig. 1).
1a infeccién de tipo sistdmico se presenta cuando la
bacteria invade el xilema de la planta, Cuando se presenta
eate tipo de infeccién, las hojas, principalmonte las trifo
lisadas presentan un amarillamiento general durante varios
dfas siempre que la defoliacién no sea muy severa (12) (fig.2),

Otro tipo de sfntomas debidos a la infeccién sistémica
pueden aparecer en toda la planta, el més comdn es un ena
nismo en ocasiones muy notable, malformacién de las hojas
( fige 3 ) o bien marchitamiento general meguido de la muer
te de las plantas ( fig, 4 ).

En el tallo, las lesiones aparecen de color café rojizo
en ocasiones acompafiadas de un exudado bacteriano, esas 1g
siones se pueden extender longitudinalmente sobre el tallo
desde €l cuello de la rafz hasta las hojas cotiledonales
que en ocasiones caen debido & 1la infeccién (11),

En las vaines las lesiones aparecen como pequefias man
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Fig. 3 . Malformacién de hojas debido & " F1 tiz28n de

halo ",

Fig. 4. Marchitamiento general y muerte de 1a planta

de frijol,



chas acuosas o grasosas que alcanzan hasta un cent{metro de

didmetro, Durante el tiempo h¥medo, la agupcrficie de lag
manchas es brillante y cubierta de una exudaciédn pegajosa
de color cremoso (43 ), Cuando la lesidn se neca en de co
lor café rojizo, hundida y a veces se parece a las lecaiones

producidas por Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.and Magu)

Scridb, hongo que ocasiona la enfermedad conocida como antrac
nosis otra de las enfermedades graves del frijol, Sin em
bargo cuando la bacteria pasa al sistema vascular del pee
ddnculo y entra a la vaina, origina una lesién bastante -
irregular que se localiza principalmente a 1o largo de 1la
sutura (12),

La enfermedad se manifiesta en todas las semillas o
80lo una parte de ellas, FEn las semillas de color blanco
el frea afectada por las bacterias toma un color que var{a
del crema al amarillo intenso y en 1las de color obscuro
este tipo de dafio es diffcil de determinar(10,41).

Se ha tratado de utilizar luz ultravioleta para detec

tar semillas de frijol con Pseudomonas phaseolicola, La

éeleccién. bajo luz ultravioleta, de aquellas semillas con
freas de fluorescencia en la testa, determina en forma efec
tiva las semillas que nueden estar infectadas internamente
con el patégeno (27)., El inconveniente de este método es

que sirve s8lo para separar muestras muy pequefias,ademfs de




que la fluorescencia no es detectable en semillas con testas
obscuras, En cago de que la infeccién sea muy severa, 1las
semillas quedan de tamaflo pecuefio arrugadas y manchadas por
completn. (27 ).

zaumayer (1932) reportd que Paeudomonag phascolicols -

puede entrar a la semilla por el micrdpilo o rafe, permane-
cer bajo la testa por largos periodos de tiempo, activarse

en el momento de sembrar la semilla, desarrollar 1la enferme
dad cuando empieza el desarrollo de la plgnta y tambien in
hidbir por completo 1q germinacién de la semilla, Concluye
que la infeccién del embrién ocurre durante los primeros
estados de germinacién por rompimiento en el cotiledén pro-

ducido con la absorcién de agua { 41 ),
Ciclo del patdgeno.

El agente causal de la enfermedad conocida como "Tizén
de halo", es llevado en la semilla infectada y se desarrolla
sobre las pléntulas cuando hay suficiente humcdad (9 ). De
estas plantas las bacterias se diseminan por el agus de llu
via que salnica, y la infeccién de nuevas plantas oéurre
mientras las condicliones de humedad persistan, Cuando las
vainas son infectadas, las bacterias penetran a la semilla

en desarrollo y si ésta no muere o se deforma, seré cosechae

1)




da al a%o siguiente que se siembre (9 ). En la mayor parte

de los casos no op posible separar todas las semillas sanas
de lag enfermas por simple examen vigual,

Exigten evidenclias de que la transmisidén por semilla
del "tizén de halo" resulta tanto de la infestacién como de
la infeccidn,y probablemente la infestncién es més importan
te especialmente en 4rcas bajo riego donde la precipitacién
es muy baja (15).

Segén liedges (1946) el suelo es un medio inapropiado
para que la bacteria del "tizén de halo" pase en forma via

ble de un perfodo de cultivo al siruiente,
Requerimientos ambientales,

No exiate uniformidad en la literatura respecto a las
condiciones ambientales para el desarrollo de la enfermedad
del "tizén de halo", Goss (1940) mencioné que a 28° ¢ y
32°C el halo caracter{stico de la enfermedad no se formaba
pero si a una temperatura de 16° ¢, Jenaen y Goss (1942)
encontraron que la expresién de los s{ntomas de la enferme
dad aparecieron en un amplio margen de variacién de tempera
turas desde los 12° C a 18° ¢, Respecto al efecto de la =
baja humedad, ésta no tiene efectos aparentes en el desarrg

1lo y expresién de los sfntomas, y afn bajo las m€s altas




tomperaturas, on lus cuales las plantas alcanzan cl punto de
marchi tamiento en los casos de baja humedad, la severidad de
lon sfntomas fue igual que en los casos de humedad ele-
vada (21 ). Por el contrario, Higgins (1930) sugiere que -
el dafio producido por la enfermedad depende de las condicio-
nes del tiempo, y que en los alos de lluvias frecuentes du-
rante el per{odo de crecimiento de las plantas deben ser es-

perados dafios severos causadoz por esta enfermedad,

Distribucidn y rango -de hospedantes.

La ocurrencia del "tizén de halo" fue observada por pri
mera vez en el afio de 1926 por Burkholder en 1la ciudad de
Nueva York U.S.A., desde donde se diseminé rédpidamente al

Ocste y muchos Estados de Norte América (37). Poco des--

pués se localizé también en Alemanis, en donde ha trastorna- -

do considerablemente los cultivos de frijol del centro de -
Alemania, Asimiemo ha sido reportada en el Norte y Sur de
Holanda, Cran Bretafla, Dinamarca, Noruega, lusia, Austria,
Hungr{a, Eapafia, larruecoas. Eate y Sur de Africa, Maurita-
nia, Australia, Tasmania, Braasil, Perd, Canedd y México (NMa-
pa No. 1 ).

En léxico es la enformedad més importante, producida

15
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por bacterias en las siembhras temporalaras, pues causa daflos

considerables, defoliando las plantas de frijol en las zonas

de clima templado y con periodos de lluviasg definido y regu

lar como en la Mesa Central y el Bajio y en las zonas de tem

poral de los Estados de Aguascalientes, Jalinco, Zacatecay,

Durango, Chihuahua, Michoacén, Guanajuato, Juerétaro, Hidal
go y Tabasco (9,39,40 ) (Mapa 2)

En adicién a Phaseolus vulgaris también P, coccineus L.

Py lunatus var, macrocarpus Moench, P, multiflorus Willd, -

Pueraria thunbergiana Benth, P. hirsuta Kurz y Glycine soja (L.)

3ieb and Zucc muestran susceptibilidad al "tizén de halo (37,

Métodos de inoculacién.

La literatura al respecto menciona varios métodos de
inoculacién bajo los cuales se ha obtenido infeccidn en las
plantas de frijol (1,5,18,23,72,33 ).

Andrus (1948) sefialé como nuy efectivo el método de
inoculacién conocido como aguja mdiltiple, Shuater (1958)
1levé a cabo la inoculacién de un gran nidmero de plantas,
acoplando un atomizador de mano & uha bomba compresora Yy
asperjando las plantas con una suspensién bacteriana.a una
presién de 15 libras, Jensen y Goas (1942) indican haber

obtenido infeccién en toda la planta al usar aspersién con

18
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una suspensién de bacterias y con la ayuda de un atomizador
de mano. Burkholder (1930) efectué las inoculacionems en
las vainas colocando una pequefila masa de bacterias en la su
tura de éstas e introduciendolas con la ayuda de un eacale
pelo, Higgins (1930) utilizé como métodos de inoculacién
la agpersién y la puncién al tallo y obtuvo un buen porcenta
Je de plantas infectadas, Exiaten otros métodos de inocula-
cién como por ejemplo el de daflar ligeramente las hojas con
abrasivos como carborundum y después asperjar o pasar un algo
dén empapado con una suspensién bacteriana. También es posi-
ble la inoculacién de las semillas, lo cual se efectda some-

tiendolas @& inmersién en una auspensién dbacteriana (12),.

Toxina,

De las numerosas especies fitopatédpnenas de Pseudomonas
sélo cinco son reportadas como causantes de una frea clorétice

dentro de la planta como s{ntoma final de la enfermedad éstas

son; Pgeudomonas phaseolicola, I, tabagi (wolff& anter)sto-
vens, P, glicinea Coerper, p, coronofapgcjeng (Elliott)Stevens
y Bs tomato (Okabe) Alstatt (19). Las cinco especies son inclu
idas por algunos autores en J,syringae van Hall (2), Se piensa
que esta clorosis es causada por toxinas extracelulares libera

das por la bacteria cuando ésta se encuentra dentro de la planta,

La toxina producida por pPseudomonas ghnnoolicbla difiee




re en sus caraéterfaticas qufnicas v actividad bioldgica de

la toxina que causa el "Tizén de fuego" y de muchas otras
fitotoxinas., Aunque algunos reportes ( 13,19,26,30,35,3€ )

han publicado sobre las propiedades dec Pseudomonnsg phascoli-

cola, P, glycinea y P. tomato, solo 1la exotoxina de -
P, phaseolicola ha sido purificada y parcialmente caracte-
rizada (36 ).

ge han realizado investigaciones con la toxina de

Pseudomonas phaseolicola que indican que ésta inhibe eape--

c{ficamente la enzima ornitin-carbamil-transferasa, la cual
es necesaria para la biosfntesis de arginina (3 ).
La clorosis inducida por la toxina puede ser aliviada
mediante 1a aplicacién a la hoja de arginina o citrulina(¥ ).
Se han efectusdo una serie de investigaciones, todas

ellas encaminadas a encontrar la composicién y estructura

de 1la exotoxina producida por P, phaseolicola (19,26,3 ).

Patil (1974) ha reportado que la hidrélisis Acida de
una fraccién activa de la toxina produjo glicina, serina,
valina y dos aminofcidos no identificados, y a este com--
puesto lo designé como faseotoxina. Esta fraccién pro-
dujo clorosis en hojas de frijol, pero aparentemente 1o
caua$ la acumulacién caracter{stica de ornitina, lo cual
ocurre en la situacién natural de la enfermedad,

En contraste, Mitchell (1976) aislé y purificé un com
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puesto de la toxina que contiene sflo tres aminoécidos, ade
mds sulfato y fosfato al cual deaigné como faseolotoxina,

ninguno de estos tres aminofcidos estén presentes en la fa

seotoxina, Ademds la faseolotoxina indujo 1la actividad

clorética en un 80 % y produjo la acumulacién de ornitina

(26 ).

Existen otras discrepancias entre los resultados eata-
blecidos, Una importarnte diferencia eaté dada por la pro-
cedencia de la toxina, por el tipo de raza de la cepa, Mit
chell (1976) aislé la faseolotoxina a partir de una cepa bac
teriana raza 1, nientras que la faseotoxina fue aislada de
la raza 2,

Mitchell (1976) reporté que el principal componente ace
tivo presente en un filtrado de cultivo de P, phaseolicola
raza 1, es un N-fosfosulfamil derivado de un tripeptido

(N=-fosfosulfamil)=-ornitinil-alanil-homoarginina denominado

faneolotoxina,
0 NH °
] M
HN = P(OH)=-0-30,NH, HN - C - NH
| ) 2
H - ? « CH=CO = NH=-CH - CO - NH - CH-COQH
H

ornitinil alanil homoarginina




SATERIALES Y METODOS,

Obtencién de la fuente de inéculo,
Son tres las fuentes de inéculo para la obtencién de

Pseudomonas phaseolicola :

l.~ A partir de semillas de frijol variedad "Ojo de cabra'.

2.- Hojas de frijol con el sf{ntoma de la enfermedud, colec--
tadas en el Eatado de Tabasco,

3e= Proporcionada por el Departamento de Fitopatologfa del
Colegio de Poatgraduados de Chapingo aislada e identifi-
cada a partir de hojas de frijol colectadas en el Estado
de Néxico.

l.- La primera fuente de indculo de la bacteria que ocasiona

la enfermedad conocida coménmente como "Tizén de halo" se

obtuvo a partir de semilla de frijol variedad "0jo de cabra"

proporcionada por el Departamento de Prijol del Inatituto

Nacional de Investigaciones Agrfcolas (INIA). Eate aisla--

miento se efectud de la siguiente manera;

Se tomaron 100 semillas de frijol variedad "Qjo de ca=-
bra" las cuales fueron desinfectadas superficialmente median
te una solucién de hipoclorito de sodio al 2% y dos pasos =
sucesivos de agua destilada estéril, una vez efectuado esato
se colocaron en cajas de Petri conteniendo papa, dextrosa, -

agar (P,D.A.) para separar las semillas enfersas de las sa-
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nag, En cate medio germinaron 32 de las 100 semillasg que

fueron pasadas a invernadero para continuar su observacién

y determinar si les apurecfan, s{ntomaa de "tizén de halo",

A cada una de las semillas que no germinaron se les apli

¢ el siguiente tratamiento para ver si tenfan Pseudomonas

phaseolicola.

1)

2)

3)

4)

5)

Se colocé la semilla en un mortero agregandole

5 ml de agua destilada emtéril y ase procedif e
macerar,

En un tubo de ensaye previamentie esterilizado,
se decanté el liquido obtenido de la meceracién,
A partir de 4 ml de la suspenaién obtenida, se
efectuaron siembras en medio de cultivo B de
King para separar las colonias bacterianas que
presentaban fluorescencia.

Para obtener cultivoa puroa de las colonias bac
terianas que presentaban diferencias en color
tamaflo y forma, se hizo una reaiembra teniendose
cada una de las colonias bacterianas en cajas se
raradas,

Una vez obtenidos los cultivos de bacterias pu-
ros se les aplicaron las pruebas respectives, pa

ra determinar cual de &stos era de Pseudomonas

phaseolicola,




2.~ Una segunda fuente de in6éculo fue obtenida a partir de

hojas de frijol colectadus en el Estado de Tabasco Campo
Experimental del Colegio Juperior de Agricultura Tropical -
(C.S.A.T.) ¥ que presentaban el sfntoma t{pico del "Tizdn de
halo", El aiplamiento de la bacteria a partir de estas ho-
Jas se hizo desinfectando superficialmente mediante hipoclo-
rito de sodio al 2% por dos minutos, y dos pasos de agua des
tilada estéril de dos minutos cada uno, en seguida com bis-
turf se cortaron fragmmtos de 1la regién de 1a hoja donde
se observa de color amarillo y verde que es donde se locali-
zan las bacterias y donde va avanzando la lesién. En segui
da haciendo uso de unas pinzas se colocaron cada uno de los
fragmentos de la hoja en cajas de Petri conteniendo medio de
cultivo B de King y se dejaron incubar hasta observar la apa
ricién de bacterias,

Debido a:las caracter{sticas del medio se obtuvo una -
colonia fluorescente, que fue transferida a otra caja para
tenerla en forma pura, A este nuevo cultivo bacteriano
se le aplicaron los postulados de Koch para reproducir los

si{ntomas y asegurarnos gue era nuestra bacteria,

3.- Una tercera fuente de indculo fue proporcionada por

aluanos del Departamento de Pitopatologf{a del Colegio de

Postgraduados de Chapingo.




A eata cepa le aplicaron las pruebas bioqufmicas respec

tivas para su identificacién que fueron:
Tincién de Granm

Pudricién de papa

Tincidén de flagelos
Hipersensibilidad de tabaco
Prueba de oxidacién

Produccién de indol

Reduccién de nitratos
Produccién de &cido sulfhi{drico
Utilizacién de almidén

Prueba de la catalass

Determinacién de la actividad lipol{tica,




Pruebas de identificacién del patéscno,

Pudricién de napa.

La pudricién de tubbrculos de papa es una prueba que se
puede utilizar para la identificacién de hactering fitopaté-
genas y su empleo nos permite diferenciar parcialmente los

géneros : ZErwinia, Pseudomonas y Zanthomonas, La pudricién

por bacterias del género Erwinia se caracteriza por ser de
color amarillo cremoso, en algunas ocasiones con formacién
de un borde de color negro; 1la pudricién producida por bac-
terias del género Pseudomonas se caracteriza por ser de co-
lor blanco y finalmente las bacterias del génerd Xanthomonag
generalmente né ocasionan ninguna pudricién, a menos que

haya alta humedad ( 22).

La prueba se efectud de 1a sifuiente manera:

Una papa .de la variedad"alfa" gse lavé perfectamente con
detergente, se enjuagé con agua corriente y después agua des
tilada estéril, Se utilizf esta variedad por ser muy suscep
tible a las enfermedades, Posteriormente para su desinfece
cién superficial se 1linpié con alcohol y se flamed, Una vez
desinfectada la papa, con un cuchillo desinfectado en alcohol
y a 1la flama se cortaron rebanadas de papa de 0,5 a 0,8 mm de

grosor y se colocaron en cajas de Petri previamentes esterili-

zadas conteniendo un papel filtro mojado con agua destilada
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estéril en la base inferior de la caja para mantener una cg

mara h@meda dentro de ella. Una vez colocada la rebanada
de papa en la caja de Petri por medio de un bistur{, se 1le
hizo una incisién, un poco profunda que pasé por el centro
de la rebanada de papa, e¢n seguida haciendo uso de un asa pa
ra sembrar se puso una cantidad suficiente de la bacteria, a
probar, en la incisién efectuada en la papa y se puso a incu
bar en una cAmara a 25°C. Loa testigo se hicieron siguiendo
la misma metodologfa, s36lo que en 1la incisidn se puso agua

destilada estéril y sin bacteria,

Tincién de Gram ,

Esta es otra prueba importante para la identificaciédn
de bacterias fitopatégenas, Ya que de los cinco géneros de
bacterias fitopatégenas més frecuentes sblo en el género

Corynebacterium la reaccién de Gram da positiva, tiﬂiéhdose

de violeta las bacterias, Por otro lado tenemos a los géng
ros Bacillus y Clostridium que aunque de menor importancia,
también llegan a causar daffos & 1os cultivos y en los cuales
la tincién de Gram da una reaccién positiva, El resto de
bacterias fitopatégenas da una reaccién negativa, tifiiéndo-
se de rojo,

Esta prueba se efectud de la siguiente maneras

Se prapard un frotis bacteriano en un porta obJetos,




una vez fijado a la flama, se le adicionaron dos gotas de

cristal violeta dejéndolo actuar por un minuto, transcurrido
eate tiempo se lavé con etanol al 97 % hasta eliminar exceso
de colorante, Finalmente se le agregaron dos gotas de

safranina a1 1 £ y se le dej actuar durante 30 segundos

inmediatamente se lavé con agua corriente y se observé bajo

lente de inmersién,

lLos organismos (ram negativos se tiflen de color rojo

mientras que los Gram positivos de color violeta, esto es de
bido a la diferencia en la constituciédn de las paredea bacte
rianas, ya que mientras las bacterias Gram positivas presen-
tan un alto porcentaje de mucopéptidoas en su pared celular,

las bactfias (ranm negativas presentan un alto porcentaje

de lfpidos (30 ),

Fluoreecencia%

Ciertos grupos de bacterias fitopatégenas tienen la pro
piedad de producir un pigmento difusible verde fluorescente
el cual es perceptible cuando se ponen a desarrollar las bac
terias en medios espec{ficos y se ven con luz ultravioleta,
Esta caracter{stica es tfpica de ciertas especies del género
Fseudomonas (31 ),

La prueba se realizé sembrando la bacteria en cajas de

Petri conteniendo medio de cultivo B de King, que se prepard
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de la siguiente manera;
Se mezclan los sipguientes compuestos en las proporcio-

nes siguientea:

Producto cantidad
Agar bacteriolégico 16 g
Protecosa peptona No, 3 20 &
Glicerol 10 ml

Fosfato difcido de potasio 1.5 ¢
Sulfato didcido de magnesio 1.5 g

Agua destilada 1.0 1

La mezcla de estos constituyentes fue sometida para au
esterilizacién a una presién de 15 1b durante 20 minutos yse
reparte posteriormente en cajas de Petri,

Las cajas se dejaron incubando durante tres dfas para
asegurar que no crecf{a contaminante alguno en el medio,

A partir de un cultivo puro de Pseudomonas phaseolicola

se sembré por el método de estrfa y se colocé la cepa en una
cémara de incubacién a 25° C durante 24 horas, Transcurrido
este tiempo se colocaron las cajas con cultivo bacteriano en
un aparato de luz fluorescente a una intensgidad de ondl.larga
para observar la fluorescencia,

Si la bacteria desarrollada en el medio es fluoreacente
se obmerva de color amarillo 1intenso y si no lo es, se ob-

serva opaca,
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Postulados de Koch,

Para poder afirmar que las bacterias, virus y hongos
son log agentes causantes de una enfermedad es necesario -
aplicar una serie de principios que nos dan las bases para
decir que un microorganisino ea el causante de la enfermedad,

Estos principioa son los postulados de Koch, que se con
sideran como la prucba méds importante, en la determinacién -
de agentes causantes de onfermedades en los cultivos,

lLos poatulados de Koch se aplican de la sipguiente manera:

a) Aislar a partir del hospedante enfermo al agente
causal que se sospecha esté causando el daflo,
b) 1ldentificar al agente causante del dafdlo o sea al po
sible patégeno.

¢) Multiplicar al supuesto patégeno e inocularlo en una
planta hospedante, con 1o cual se tienen que repro-
ducir los s{ntomas exactamente igual como se observa
ron en un principio, es decir realizar pruebas de pa
togenicidad,

d) HReaislar al agente causante del daflo, a partir de la

planta inoculada,
e) Volver a identificar al patégeno para corroborar que

se trata del mismo organismo del que se partié

al iniciar la prueba,




De acuerdo al método indicado, en seis de laa ocho se-
millas analizadas se aislaron bacterias, que de acuerdo a
lag pruebas que les fueron aplicadas una resultd ser colo

nia de Pseudomonas phaseolicola,

Asimismo lap bacterias aisladas de hojas de frijol con
sintoma de "Tiz6n de halo" colectadas en el Estado de Tabasg

co, resultaron ser Pseudonnonag phasgeolicola,

Respecto a la metodologfa de cada experimento separamsos
en cap{tulas acada uno de ellos con su metodologf{a correspon

diente, con el objeto de facilitar la lectura de este trabajo,
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Capftulo 1 : COMPORTAMIENTO DE Pseudomonas phaseolicola con

DIFERENTES PERIODOS DE LUz,

Para obtener un estudio completo de 1la bacteria que
ocasiona el "tizén de halo" se determiné el efecto que tiene
la luz en el desarrollo de esta bacteria, No oxisten datos
concretos que indiquen si la 1luz tiene algln efecto en el

crecimiento de Pseudomonasg ohaseolicola,

Materiales y métodos,

La forma de estudio de este fenémeno es inoculando por
el método del punto cajas de Petri conteniendo medio de cul
tivo B de King, La inoculacidn de la Lacteria em el centro
de la caja con medio de cultivo se efectda con mucho cuidado
colocando el asa perpen&icular & la superficie del medio y
cuidando que en el preciso momento de 1la inoculacién no
haya vibraciones en el asc, ya que de otra manera se obten-
dr&n colonias asimetricas que van a ser diff{ciles de medir,

Para efectuar este método de inoculacién es necesario
utilizar un cultivo bacteriano de 24 a 48 horas de desarro-
llo,

rara el experimento se inocularon un total de 80 ca~-
jas de Petri, 40 de éstas fueron inoculadas con Pseudomonas

phaseolicola por el método antes descrito y 1las otras 40




con arua destilada estéril catas dltimas son lor tratamientos
testigo, Una verz inoculadas lan cajas de Petri 20 de las
inoculadas con la bacteria y las otras 20 con agua destilada
estéril se cubrieron con papel de aluminio para tener las
bacteriag en completa obscuridad, las otras 20 cajan de Petri
inoculadas con la bacteria y las otras 20 cajas testigo ing
culadas con agua destilada estéril, dnicamente se asellaron
con masking-tape siendo éntas el tratamiento bajo luz con-
tinua, En seguida las 80 cajas de Petri se intodujeron en
una cémara de germinacidén marca "lab-line instruments" mane
tenida conm 1luz blanca continua a una intensidad de -~
2250 1luxes y & una temperatura de 25° Ce

De esta forma se tuvieron tratamientos bajo luz continua
y tratamientos en obscuridad mantenidos en los sipguientes -

per{odos de tiempo: 24, 48, 96 y 192 horas conforme se -

cumpl{an dichos perfodoa se iban sacando las cajas y se efec’

tuaban las mediciones del tamafio de la colonia de Pseudomonas

vhageolicola,

En ambor tratamientos ( luz y obscuridad )} se pusieron
cinco repeticiones para cada perfodo de luz y de obsc ridad
con sus respectivos testigos, 1los cuales fueron inoculados

con agua destilada estéril,
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Resul tados,

Se obtuvo el tamaflo de las colonias an milf{metros, de
cada una de las repeticiones para cada periodo de tiempo en
loo dos diferentes tratamientos, Agimismo de losg <atos
obtenidos de cada periodo luminoso y de obscuridad se saca-
ron los promedios del tamaflo en mil{metros de las colonias

bacterianas, Estos datos se pueden apreciar en la tabla 2,

Tabla No. 2 : Crecimiento de P. phaseolicola en diferentes

periodos de luz y obscuridad,

I
Horas de luz | Crecimiento bac Horas de |Crecimiento bac
continua teriano en (mm) obscuridad|teriano en (mam)
2.5 2.3
2,0 2.2
24 2.0 24 2.5
colonia difusa 263
2,0 X= 2,13 2.2 ¥=2,3
2,0 2.1
48 . 2.0 48 2,2
2.5 2e3
2,0 2,4
2.0 X=2.1 2,0 ¥=2,2
7.0 7.0
96 7.0 96 7.0
Te5 7.0
7.0 84,0
Te2 X=Te3 7.0 X=7.2
15 13
192 15 192 15
14 14
15 15
14  X=14.6 15 R=14.4




tn la tabla anterior se pueden observar los tamaflos en

milimetros obtenidon pars las colonias de Ppeudomonan phaseo

licola, para lon diferentes tratamientos en asus respectivos
perfodos de tiempo; asimismo para cada periodo de tiempo se
obtuvieron los promedios del tamaflo de 1la colonia de las

cinco repeticioneas, Como se puede notar no hay una diferen
cia significativa entre el crecimiento de 1la bacteria con

luz y obscuridad,

Discusién y conclusiones.

El método de inoculacién del punto indicado para este -
trabajo es el mds adecuado, puesto que se necesita medir el
crecimiento de la colonia, aunque no podemos considerarlo co
mo muy exacto ya que afin cuando utilicemos una misma asa pa~
ra todas las inoculaciones es diffcil que al tomar las bacee .
terias de 1a fuente de inégulo se adhieran al asa la misma -
cantidad para cada inoculacién; esto nos haré variar un poco
nuestros resultados, ya que consideramos que el crécimiento de
la colonia bacteriana depende en parte de la cantidad de bacte
rias que se adhieran al asa, Por otra parte, no se observé mu
cha variacién en el tamafio de la colonia bacteriana para cada
perfodo de luz y obscuridad, La diferencia en el tamafio de las

colonias para cada tratamiento fue muybpequeﬁa; eata diferrencia
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probablemente se deba a una diferencia en la cantidad de
bacterias iniciales inoculadas,
De lo observado on el desarrollo de este experimento,

podemos concluir que la luz no tiene efecto alguno en el

crecimiento de colonias de P, phaseolicola, esto quedo com
probado al comparar los resultados de los tratamientos so-
metidos a luz continua y a obscuridad bajo las mismas cone
diciones de temperatura, on ambous tratamicntos no se pre-
senté una diferencia significativa en el tamafio de 1la colo
nia (Gréfica No, 1 ) . De ahf que podamos concluir que

la lug no afecta el crecimiento de las colonias de

P, phaseolicola,

-
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Capftulo II : OSUPWRVIVENCIA DE pPscudomonas phancolicola

EN LA BUPERFICIE POLIAR DEL FilIJOL

En relacién a la supervivencia de F. phaseolicola en

la superficie foliar del frijol se sabe muy poco. El cono
cimiento del tiempo de supervivencia de e¢sta bacteria en 1la
superficie foliar del frijol, ayudarfa en buena parte a de
terminar en que momento serfa adecuada la aplicacién de bac
tericidas para su control, ya que ni la bacteria sobrevive
por un corto periodo no tendrf{a caso efectuar la aplicacién
después del periodo de supervivencia, puesto que no tendrfia
accién alguna sobre el patégeno ocasionando con ello un gas
to econémico infitil,

Asimismo nos ayuda a conocer mejor los factores que de
terninan una epifitia pﬁes si sabemos la temperatura y hunme
dad favorables a la bacteria junto con el tiemno cn que so
brevive en las plantas se conocerf mejor su dispersién y el
tiempo que el inéculo permanece activo,

Una de las finalidades cde este trabajo es precisamente
obgervar el tiempo de supervivencia de la bacteria que oca

siona el "tizén de halo"” con el propdésito de tener un mayor

conocimiento de su comportamiento en los cultivos.




¥ateriales y métodos.,

Seleccidén de memilla,

e seleccionaron 180 semillas de frijol variedad "Bayo
mex" de acuerdo o las cigulentes caracter{nticas: ausencia
de manchas, 8in deformaciones y de tamailo homogéneo, Una
vez obtenidan las semillas con las caracter{sticas menciona
das, se sembraron en 180 vasos de unicel y se pusieron en
condiciones de invernadero, teniéndose cuidado de que la
humedad de 1la tierra no fuera muy alta porque puede pudrir
la semilla o bien que no fuera muy baja ya gque no habria
germinacién,

Los tratamientos efectuados fueron de acuerdo a los si
guientes tiempos: 1, 2, 4, B, 24, 48, 192, 7%B4 y 576 horas,

pPara cada periodo de tiempo se tuvieron dos tratamicntos
uno de ellos consistfa en tener la planta en condiciones de
humedad foliar lo cual se logré colocando a cada planta de
frijol una bolsa de pléstico sellada com una liga colocada
en la parte inferior del vaso de unicel, de esata forma se
nantenf{a una cédmara hdmeda para la planta, El  segundo
tratamiento consistié eon tener a la planta en condiciones
sin humedad foliar, esto significa que la planta no presen-
taba agua en la supegficie de sus hojas, debido a la ausen-

cia de una cémara humeda, De esta manera se ten{an para el
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experimento cinco plantas sin humedad foliar, cinco plan-~-
tas con humedad foliar y cinco plantas testigo de cada tra

tamiento,

Concentraciédn de la suspensién bacteriana,

En la determinacién del némero de bacterias que exis-
ten por mililitro en una suspensién bacteriana actualmente
ge dispone de varios métodon,

La cuenta de bacterias se aplica en la reaccién de
hipersensibilidad de tabaco y en las pruebas de patogeni-
cidad,

El método empleado en este trabajo fue el de nefelomg
tria, el cual se basa en la turbidez de color blanco opaco
que se forma al hacer reaccionar cido sulfdrico con. una
golucién de cloruro de bario; el precipitado que se forma
es narecido a la turbidez que forman las bacterias en suas-
pensién, Un total de 10 tubos de ensaye forman el nefeld
metro; es decir, se forman 10 diferentes grados de turbi--
dez a loe cuales corresponden las concentraciones de 1las
bacterias por cent{metro cibico,. Por lo tanto, ne proce-
dié a preparar las soluciones de fcido sulfdrico y cloruro
de bario ambas a una concentracién del 1 i efectudndose -

las mezclas de acuerdo con la tabla No, 3 (24),

-




Tubla No, 3 : Concentraciones bar'erianasg

Tubo ml de BaCl,al 1% ml de H, 80,81 1% lillones de bag
terias por ml

1 0.1 9.9 300

2 0.2 9,8 600

3 0.3 9.7 900

4 0.4 9.6 1200
5 0.5 9.5 1500
6 0.6 9.4 1800
7 0.7 9,3 2100
8 0.8 9,2 2400
9 0.9 9.1 2700
10 1.0 9,0 3000

A partir de la cepa de P, phaseolicola se hicieron re-

siembras en 25 cajas de Petri conteniendo medio

B de King dejéndome incubar a 25° ¢ en una cémara de creci-
miento durante 24 horas, La suspensidn se preparé’adiciongg
do suficiente cantidad de bacterias a un litro de agua desty-

lada estéril, hasta obtener una turbidez igual a la del tubo

de

patrén conteniendo cloruro de bario mhs &cido sulfdrieco

que nos indica que la concentracién bacteriana es de

millones de bacterias por mililitro,
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Métode de inoculacién,

Las pléntulas de frijol variedad "Bayo mex" de aproxi
madamente ocho dfas de nacidas ge inocularon por el método
de aspersién mediante un atomizador manual por la superficie
del envés por ser ésta 1le superficie que presenta mayor
cantidad de estomas,

Esto se efectué con la suspensién de P, phaseolicola

preparada de acuerdo al método de nefelometrfa o compara-
cién por turbidez antes indicado, De acuerdo a la liata de
tiempos sefialada anteriormente se dejaron las plantas en
condiciones de invernadero a una temperatura promedio de 25°c.
Conforme sc cumplfon los tiempos establecidos de 1, 2,
4, 8, 24, 48 horas etc, , se cortaban las hojas (en condicig
‘nes de humedad foliar, sin humedad foliar y testigo) ae co
locaron en papel aluminio esterilizado y se llevaron =&l la
boratorio.

La impresién de cada una de las hojas en cajas de Petri
con medio de cultivo E de King, se realizé en un microboid,
para evitar al mdximo contaminaciones por manejo, de este
modo se iban efectuando las impresiones y las cajas fueron
colocadas en una cémara a 25° C por 24 horas. 1.a impresién
se realizé presionando la hoja de frijol sobre la superficie

del medio de cultivo 3 de liing, de tal modo que tanto las




nervaduras como las regiones intervenales gquedaran nerfecta-
q :

mente impresas en el medio de cultivo,

Las bacterias obtenidas de cada una de las impresiones
fueron inoculadas en plantas de frijol variedad "Ojo de ca
bra® por ser ésta muy susceptible al "tizén de halo" y poder
reproducir los sfntomas y asegurarnos quo era nuestra bacte-
ria la que se habf{a mantenido en la hoja ¥ vasado a la im

presién,

Besul tados,

Para medir el porciento de Areca de la impresién foliar
en B de King, se tomé el 4rea foliar total como un 100 £ y
se dividid en cuatro cuadrantes de 25 ' cada uno y esto da-
rf{a una aproximacién del porciento de 4rea foliar con bac-
terias,

En las plantas de frijol variedad "Bayo mex" designadas
para observar el tiempo de supervivencia en la superficie
foliar del envés se obtuvieron los siguientes resultados:
3in condiciones de humedad foliar,

Esto es sin ponerle a la planta una bolsa de pléatico

degpués de inocularle la bacteria,




Tabla No, 4: Tiempo de supervivencia dn P,phaseolicola y prue

Tienpo de super-
vivencia en 1la
superficie foliar

bas de fluorcacencia para su determinacién,

Crecimiento de la bacteria on¥Prueba de
fluorescen
! cia,

la impresidn,

1l hora

En las cinco repeticiones la
bacteria se desarrollé a par
tir de las nervaduras en el
95 K del Area de la impre-
8ién (fig 5 )

+

2 horas

En las cinco repeticiones la
bacteria se desarrollé a par
tir de las nervaduras en el
90 % del 6Area de la impre
sién (fig. 6 )o En una de
las repeticiones aparecié una
bacteria blanca en una frea
muy reducida de la impresién,

4 horas

En las cinco repeticiones la
bacteria se desarrollé a par
tir de las nervaduras en el
70 » del 6érea de la impre

| 8ién, En una de las repeti-

ciones aparecié una pequefia
drea con bacteria blanca (fig
T. )

8 horas

En las cinco repeticiones la
bacteria e desarrollé a par
tir de las nervaduras en el
65 # del Area de la impresidn

( fig, 8 )

i

24 horas

En las cinco repeticiones la
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Tabla }Ho. 4 : continuacidn,

Tiempo de super- Crecimiento de la bacteria en [Prueba de
vivencia en la la impresién fluorescen
superficie foliar| cia,

24 horas

bacteria se desarrollé a par
tir de las nervaduras en el
60 4 del Area de la impresién
Crecimiento de bacteria blan-

ca en dos repeticiones.

_*.

48 horas

En 4 de laas cinco repeticio=-

nes se desarrollé la bacteria
a partir de las nervaduras en
6l (GO . del Arca de 11 impre-
8ién, Contaminacién por hon-

€03 en una de las repeticio~

nes, Crecimiento de bacterias

blanca en 3 de las repeticio-
nes,

192 horas

En las cinco repeticiones la
bacteria se desarrollé en el
35 % del 4rea de la impresién
Crecimiento de bacteria blanca
en 3 de las cinco repeticionen

384 horas

En dos de las cinco repeticio-
nes, en la yparte media de 1la
impresién se desarroll$ la bac
teria en el 20 % del 4rea de
la impresién, En las cinco re-
peticiones aparecieron bacte-
rias blancas

576 horas

no aparecié P, phaseolicolas,
i‘ -

En una de las cinco reveticio-
nea hubo contaminacién por hon
208, En las cuatro repeticione
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Condicionesn de humedad foliar,

por humedad foiiar se entiende que la hoja tenfa agua
libre en ella debido a que el afua de evaporacidn no ge per
dia debido a la bolaa de pléstico que se le puso a la pianta
después de inocular la bacteria,

Tabla Ho. 5 : Tiempo de supervivencia de P. phascolicoln en
condiciones de humedad y pruebaa de fluores--

cencia para su determinacién,

Tiempo de super=- Crecimiento de la bacteria en |Prueba de
vivencia en la la impresidén, fluorescen
superficie foliar cia,

. s 1
En las cinco repeticiones la !

bacteria se desarrollé a par
1 hora N 4’
tir de las nervaduras en el
95 % del 4rea de la impresidn
( fige 9 )

En las cinco repeticiones la

2 horas bacteria se desarroll$ a par
tir de las nervaduras en el +
90 4 del Area de le impresidn
( fig., 10 )

En las cinco repeticiones la

bacteria se desarro.ld a par
4 horas N 4
tir de las nervaduras en el

90 % del frea de la impresién
( fig. 11 )

En 4 de las cinco repeticio-

nes s¢ desarrollé a nartir
8 horas de las nervaduras en el &u 3 4+

del 4rea de la impresién,Con
taminacién por hongos en una
de las repeticiones (fig, 12)




Tabla lo, 5 : Continuacién,

Tiempo de super=-
vivencia en la
superficie foliar

Crecimiento de 1la bacteria en
la impresién,

Prueba de
fluorescen
cia,

24 horacg

En las cinco repeticiones la
bacteria se desarrollé a par
tir de las nervaduras en el
95 & del 4rea do la impresién
Crecimiento de bacteria blan
ca en una de las repeticiones

4

48 horas

En lag cinco repeticiones la
bacteria se desarrolld a par
tir de las nervaduras en el
gn¥ del Arew de la impresién
Crecimiento de bacteria blan
ca en dos de las repeticiones

192 horas

En las cincd”repeticioncs 1a
bacteria se desarrollé a par
tir de las nervaduras en el
70 ;. del frec de la impresién
Crecimiento de bacteria blan
ca en las cinco repeticiones

384 horas

En 3 de¢ las cinco repetieio-

nes la bacteria pe desarrollé
a partir de las nervaduras en
el 45 % del Area dc la impre-
8ién, Crecimiento de bacteria
blanca en las 5 repeticliones,

576 horas

En una de las cinco repeticio
nes ne desarrolld la bacteria
en el 10 % del Area de 1la ip
presién,una de las cinco repe

+

ticioneas se contaminé de hongos,










La entrada de la bacteria por el sisctema eatomdtico me
comprohé Unicamente en las hojas de 1, 2 y 3 semanasn, esto
se realizé de la siguiente manera: WMna vez que se realizé
la impreaién de las hojas, éstas so lavaron perfectamente -
con agua destilada estéril y se desinfectaron superficial--
mente con hipoclorito de sodio Al 2 ¥, posteriormente se w-—
sembraron fragmentos de estas hojas en medio de cultivo B -
de King donde ne obtuvieron colonias bacterianas fluorescen
tes, las cuales al ser inoculadas en plantas gsanag de fri--

jol dieron el sintoma del "tizén de halo".

52




Discusién y conclusiones.,

Como se pudo comprobar en este trabhajo la supervivencia

de P. phascolicola en la superficie foliar del envés del fri

jol variedad "Bayo mex"” presenté un decremento de la bacte--
ria en relacién al tiempo haasta casi desaparecer, pueato que
en las impresiones efectuadas en el tiempo correspondiente a

576 horas sélo se detectd en una de las cajas con impresién,

en condiciones de humedad foliar una colonia de P, phaseolico

ia.

Esto significa que pudieron nuceder dos cosas:
primero que cierto némero de bacterias pudieron haber muer=-
to cuando se encontraban en le superficie foliar de las ho--
jas por no tener las condiciones nutricionales para su super
vivencia y segundo la baéterin pudo haber penetrado a la plan
ta por el sistema estombtico del envés, Podemos considerar
que ambas cosas suceden, puesto que desde el momento de ino-
cular las bacterias es diffcil que todas penetren por el eig
tema estonftico, muchas de ellas se quedaran adheridas a 1la
superficie de la hoja de frijol y posiblemente morirén al no
tener las condiciones 4ptimas para su desarrollo; mientras
que las que lograron penetrar encuentran en la planta un ae-
dio favorable para nutrirse, reproducirse y desarrollar la -

enfersedad,




Con base eneastas dos posibilidades, al realizar las im-
presiones en el medio de cultivo, conforme transcurrfa el
tiempo, la cantidad de bacterins precentes en la gpuperficie
foliar del onvés iba disminuyendo.

Asimismo la entrada de la bacteria por el sintema esto
mético quedd comprobada al realizar los aislamientos respec
tivos de las hojas inoculadas por aspersién,

En todas las plantas con bolsa de pléstico y que favo-
recen las condiciones de humedad foliar, la bacteria puede
permanecer més tiempo en la superficie ya que la humedad fa
vorece a 1a bacteria y ésta crecerf mejor; esto se verificé
al comparar los resultados de las impresiones de las hojas
mantenidas bajo condiciones ein humedad foliar con las ime-
presiones de las hojas mantenidas bajo condiciones de hume-
dad foliar,. Donde se dbten{a una mayor superficie de cre-
cimiento bacteriano fue en las condiciones de humedad.

Adn cuando se sabe que se requiere cde una pelfcula de
agua para la penetracién de la bacteria, en ambos casos -~
ésta pudo penetrar, ya que aunque no hubiera a-ua libre en
las hojas sin bolsa de pléstico, s{ habia evaporacién de --
agua de la respiracién foliar, Bato significa que la bac-
teria en condiciones con poca humedad requirié de un .tiempo
muy corto para la penetracién y desarrollo de s{ntomas,

Cabe la posibilidad de que el decremento bacteriano en
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la nuperficie foliar del frijol en relacién al tiempo sea -
debido a 1a penetraciédn dec 1la bacteria como antes dijimos,

Asimismo la rapidez con quc penetre la bacteria dificul

tarfa el control de esta enfermedad mediunte dbactericidas -
conocidos, Para ello se requerirfa de un bactericida sis-
témico para lograr un control efectivo de esta bhacteria por
dentro, vero afortunadamente el control méds usado es por va
riedades resistentes,

3e pudo comprobar que las condiciones de humedad foliar
son las que favorecen la supervivencia y entrada de ia bac-
teria a la planta por lo que las precauciones dchen ser mé-
ximas cuando las condiciones ambientales son de alta preci=-
pitacién, pues favorece el desarrollo del "tizén de halo".

Para concluir eate trabajo podemos decir que la bacte-
ria P, phascolicola sobrevive en la superficie foliar del
frijol hasta tres semanas, y sc acumula més en las nervadu-

ras quiz& porque asf se reproduzca més ya que es una bacte-

ria sistémica,




Capftulo ITI: CONTIOL DE Pseudomonas phagcolicola POR RESIS

TEHCTIA Y ENSAYO QUIITICO,

La bacteria Pseudoponas phaseolicola causa pérdidas de

consideracién al atacar los cultivos de frijol en algunos
Estados de la Rep@blica Mexicana. La incosteabilidad de los
métodos quimicos impone la necesidad de utilizar varicdades
resistentes para un mejor control y a un costo m&s bajo, -
accesible para el campesino,

La finalidad de esta investigacién es determinar en 19
variedades comerciales de frijol, la susceptibilidad o resis

tencia que presentan & Pseudomonas phaseolicola para poder

dar nuevas alternativas para su control,

Materiales y métodos.
Variedades usadas:

En la determinacién de la resistencia y susceptibilidad
del frijol al "tizén de halo se utilizaron las eiguientes
variedades, dadas por el Departamento de Frijol del Institu-
to Nacional de Investigaciones Agr{colas (SARH).
l,~ Amarillo 153
2,~ Amarillo 154
3.~ Bayo 107

.
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4,~ Bayo 400

Se= Bayo-mex

6,= Cacahuate 72
7.= Canario 101

8,= Canario 107

9,= Flor de mayo
10, =Negro 150
1ll,=Negro Jamapa
12,=Negro Mecentral
13,=llegro Puebla
14.?Nogro Querétaro

15.=0axaca

16,=0j0 de cabra

17,-Pinto

18,-Rosita

19.~fhaseolus coccineus

Caracter{aticas agronémicas de las variedades de frijol.

Dado que algunas caracter{sticas morfolégicas, agronémi
cas y taxonémicas son comunes entre las variedades de frijol
se considera conveniente anotarlas en 1los sigujentes p‘rre
fos y posteriormente se dan las caracter{aticas agronémi-
cas para cada variedad,

Caracterfaticas de la especie ( 8 ),

Nombre cient{fico: Phaseolus vulgaris,

O



Tallos : aéreos,

Hojas : compuestas de tres foliolos,

Inflorescencia en racimo asimple, fruto simnle formado por
una vaina,

Susceptible a excesos de humedad, sales, altas temperaturas
heladas, plagas, granizo y hongos de almacén.

Altura de la planta de 35 a 40 cent{metros.

Caracter{sticas distintivas de las variedades ( 8 ).
l,- Amarillo 1573,

Flor de color blanco, semilla de tamaio chico y redonda,
de color amarillo, Ciclo vegetativo de 120 a 130 dfas vy
dfas de floracién de 50 a 60, Las &reas de adaptacién son
los Estados de Tlaxcala y Puebla
2.~ Amarillo 154,

Flor de color blanco, semilla de tamafio regular y forma
arrifionada de.coior amarillo mostaza., Su ciclo vegetativo es
. de 120 a 130 dfas y su floracién de 70 a 80 dfas, Las Areas
de adaptacién son los Valles Altos de los Estados de México
Hidalgo, Tlaxcala y Puebdbla
3+~ Bayo 107,

Flor de color blanco, semilla de tamalio regular de forma
semiarrifionada de color crema, Su ciclo vegetativo és de =~

110 dfas y su floraciédn de 57 dfas, su frea de adaptacién

v




es el Estado de México,

4,- Bayo-mex,

Flor de color blanco, la semilla es de tamaflo regular,
redonda y de color amarillo claro. Su ciclo vegetativo es
de 90 a 100 dfas y su floracién de 55 dfas, Las freas de
adaptacién son los Valles Altos de los [Hstados de i‘éxico,
Puebla, i'laxcala e lidalgo, zona caliente de MUrelos y Gue
rrero.
5.= Cacahuate 72,

Con flor de color rosa, semilla de tamaflo grande y co-
lor pinto con fondo crema y manchas rosades, de los llamados
tipo cacahuate; su semilla es alargada, H&bito de creci-
miento determinado, Su ciclo vegetativo es de 95 dfas y
gu floracién a los 45 dfas. Las freas de adaptacién son
los Valles de México, Puebla e Iguala
6.~ Canario 101/ 107,

Con flor de color rosa o lila, la semilla es grande de
forma arriflonada y de color amarillo claro,. Su ciclo vege
tativo es de 85 a Y5 dfas y su floracién a los 55 dfas,
sua éreqs'de adaptacién son el Valle del Fuerte, Sinaloa,
Durango, Cd, Guzmln, Aguascalientes, Sierra de Chihuahud y
Mesa Central
Te= Flor de mayo,

3u flor en de color blanco, su semilla de tamafio media-
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no de color pinto de rosa y amarillo y se le conoce también
como franelo, El ciclo vegetativo esn de 95 a 110 dfas, ky
su floracién de 60 df{ns, Laa &reas de adaptacién son prin-
cipalmente en el Bajfo, en las zonas productoras de frijol
de Guanajuato, Jalisco, l'ichoac&n, Querétaro y Durango,

8,= Negro 150,

Con flor de color morado, su semilla es de tamafio mediano
de forma uniforme de color negro brillante, Su ciclo vegee~
tativo es de 120 a 130 dfas y su floracién de 75 dfas., Las
€reas de adaptacién gon los Valles Altos de los Estados de
Puedbla, Tlaxcala, Hidalgo, Morelos e Iguala
9,= Negro Janapa,

Con flor de color morado, su semilla es de tanngo chico
y de forma arrifionada, de color negro opaco. Su ciclo ve-
getativo es de 80 a 85 dfas y su floracién de 35 dfas., 3us
€reas de adaptacién son en la zona tropical del Golfo de Mé
xico, Peninsula de Yucatén, Nayarit, Sinaloa, Guerrero, Mé-
xico y Durango,
10,- Negro Mecentral,

3u flor es de color morado, con semilla grande de forma
arrifionada de color negro, Su ciclo vegetativo es de 90 a 100
dfas con floracién a los 60 dfas, Las freas ds adaptacién son
los Valles Altos de loe Eatados de México, Hidalgo, Puebla,

Tlaxcala, Durango y Morelos
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11.,~ Negro Puebla,

Con flor de color norado, su semilla es de tamaflo gran-
de de color negro brillante con forma eliptica o redonda,

Con ciclo vegetativo de 120 dfas y floracién de 68 dfas, Su
frea de adaptacién es Puebla
12,= Negro Querétaro,

Su flor es de color morado, semilla de tamailo chico de
forma arrifionada, Su ciclo vegetativo es de 108 dfas y su
floracién de 55 dfas, Suc freas de adaptacién son los Esta-
dos de Querétaro, Guanajuato y Michoacén,

13.,- Oaxaca,

Plor de color rosado, su semilla es de tamaflo regular de
forma arrifionada, Su ciclo vegetativo es de 78 d{as y su flo-
racién de 38 dfas. Sus &reas de adaptacién son los Estados de
Oaxaca y Chiapas,

14.- Ojo de cabra/Bayo 400,

Con flor de color rosado, sesilla grande de forma arri-
fionada de color rosa con rayas cafés. Con ciclo vegetativo
de 114 dfas y floracién de 53 dfas, Sus freas de adaptacién
son Jalisco, Zacatecas, Guanajuato, Culiacén y Puebla,
15,= Pinto 133,

Con flor de color morado, su semilla es redonda y de ta-
mafio regular de color pinto de café con fondo amarillo grisaceo

3w ciclo vegetativo es de 110 dfas y su floracién de 60, 3Jus
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freas de adaptacién son los Estados de Durango, Zacatecas ¥
Chihuahua,
16,~ Phaseolus coccineus.

Su flor es de color blanco, 135 semillas muestran una -
gran variacién en tamafio forma y color; oncontr‘hdone foraas
redondas, ovaladas y arrifionadas, chicas y pequeilas de colo-
res cono blanco, negro, rojo, amarillo, café y pinto donde -
intervienen dos o mas tonalidades de los colores mencionados.
Sus freas de adaptacién son los Estadoa de Chiapas, Oaxaca,
Puedbla y Tlaxcala,

17.- Rosita,

Con flor de color blanco, su sesilla es de tamafio regu-
lar de forma arrifionada y de color rosa. 3u ciclo vegetasi-
vo es de 87 a 100 dfas y su floracién a los 45 dfas. Su érea

de adaptacién es el Estado de Guanajuato,




Tratamiento de la tierra.

La tierra utilizada en el experimento de resistoncia,
fue tiecrra comercial con un alto contenido de materia orgé-
nica, debido a ello se tuvo que cernir por medio de un ceda
20 con una malla de 0,5 cm de abertura, esto se realizé -
con la finalidad de tener la tierra mfs homogénea y de tex-
tura més fina, elimindndose de esta forms las piedras y -
fragmentos vegetales grandes. Ya cernida la tierra, se -
procedié a llenar las charolas en las que se iban a sembrar
las semillas, la cantidad de tierra que se utilizé para ca-
da charola fue siempre la misma, No se le adicioné ningdn

foertilizante, ni fue esterilizada,

Seleccién de semilla,

3e seleccionaron 100 semillas de cada una de las 19 va
riedades de frijol; teniendo cuidado de que éstas no presen
taran manchas, deformaciones o algin otro dailo observable,
una vez obtenidas las semillas con las caracter{sticas de--
seadas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2 % y
dos lavados de agua destilada estéril y se sembraron en cha
rolas de 20 cm por 30 ecm colocando 25 semillas de frijol -

por charola para tener un total de 100 semillas de cada va~




riedad en cuatro charolas { se sembraron 25 semillas exiras
de cada variedad para reponer las que no germinaran y tener
de este modo las 100 plantas de frijol para el experisento).

3e tuvo cuidado de mantener oﬁ las charolas la humedad

adecuada para obtener un alto porcentaje de germinacién,
Método de inoculacién,

Para 1a obtencién de s{ntomas y determinaciém de re
sistencia al "tizén de halo” el tipo de inoculacién tiene un
papel muy importante ya que de 8ste depende 1a infeccién de
la planta, lay que tener conocimiento acerca de si el pa~
tégeno ¢s sistémico o local, Por ello es necesario aplicar
previamente al experimento los métodos de inoculacién y se-
leccionar de éstos el més adecuado.

Para seleccionar el método de inoculacién que se utili--
zarf{a en este experimento se probaron los siguientes:

a) Inoculacién de la semilla

b) 1Inoculacién por aspersién

¢) 1Inoculackén por inyeccién
Inoculacién de la semilla, Como inéculo se preparé uns -~
suspensién de P, phaseolicols de acuerdo al método de nefe-
lometrfa con una concentraciédn de 2400 millones de bacterias

por mililitro y se efectuaron los siguientes tratamientoss
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1)

2)

3)

4)

Las semillas se sometieron a inmersién en la suspen
sién bacteriana, fueron 10 semillas de frijol varie
dad "0jo de cabra" & las cuales por medio de un big
tur{ se les hizo una lesién en la testa 3 mm bajo

el hilio, 3Je pusieron ecomo testigo 10 semillam con

lenién en la testa inmersas en agua destilada entéril,

Por otro lado se sometieron 10 semillas de frijol
variedad "0jo de cabra” enteras y sin lesién en 1la
testa a inmersién en la suspensién bacterians, Las
senillas testigo permanecieron en agua destilads es
téril,

Se colocaron 10 gemillas de frijol variedad "0jo de
cabra® con lenién en la testa 3 mm bajo el hilio en
cultivo bacteriano creciendo sobre B de King. Se pu
sieron como testigo a 10 semillas con lesién en 1la

tenta en medio de cultivo sin dacteris,

Je colocaron 10 semillas de frijol variedad "Ojo de

cabra” sin lesiédn en la testa con el hilio haciendo

.

contacto con las bacterias, en cultivo bacteriano =

creciendo sobre B de King,

En los cuatro tratamientos las semillas estuvieron en

contacto con lac bacterias un periodo de 24 horas,

oculacién por aspersién., Este método consisté en asper=

Jar las hojas de la vlanta con una suspensién bacteriana de
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una concentraciédn do 2400 milloncs de bucteriaz por mililitro
por medio de un aspersor manual, Ponteriormente ge le co-
loca una bolsa de pléAstico a la nlanta por un tiempo de 48
horas;jesto se hace con el propénito de mantener una cémara
hdmeda a la planta y proporcionar as{ las condiciones para -
que la bacteria penetre,

Por este método se obtienen muy buenos resultados ya -
que la inoculacibn cs homogénea y se obtiencn s{ntomas en
toda la planta.

Inoculacién por inyeccién, A partir de una suspensién bac-
teriana con una concentracién de 2400 millones de bacterias
por mililitro se inyecté 0.1 ml de esta solucién debajo de -
la epidermies del envés de la hoja primaria del frijol para
que se infiltrara, Esta inoculacién se realizé en cinco
plantas, teniéndose como testigo & cinco plantas inoculadas

con agua deatjilada estéril,




Como complemento del trabajo de control de P, phaseolicola

en frijol, se determiné el efecto de seis substancias en el cre

cimiento de P, phaseolicola en pruebas realizadas"in vitro",

En relacién al control qufmico del "tizén de halo" Zaume-
yer y Thomas (1957), encontraron que el sulfato de estreptomi-
cina y sulfato de dihidroestreptomicina, se traslocaron dentro
del frijol en pequeilas distancias protegiendo a las plantas de

la infeccién de P, phaseolicola, En el cazpo la aspersién de

una solucién acuosa de 0,1 % de sulfato de estreptomicina, dio
buen resultado para el control del "tizén de halo” cuando se
hicieron tres aplicaciones, La polimixina y la aureomixina inhi
bieron el crecimiento de P, phaseolicola ( 42 ).

Las substancias probadas fueron: Agrimicin 100 en una pro-
porcién de 200 ppm su componente activo es sulfato de estrepto-
micina y terramicinaj Agrimicin 500 en una proporcién de 400 -
ppe su componente activo es el sulfato de estreptomicina, terra
micina y sulfato de cobrej Benlate 1 gr/litro su componente ac-
tivo es metil 1-(butilcarbamoil)-Z-benzimidazolcarbenato; Acti-~

dione su componente activo es el 3 (2-(3,5-dimetil=2=-0x0ciclo=
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hexil)-2-hidroxietil)-glutarimida; Bactrim 0,5 gr/litro su compo-

nente activo es 2,4 diamino-5-(3,4,5-trimetoxibencil)-pirimidina
5-metil-3-sulfanilamido isoxazol y Cloranfenicol 1 gr/litro cuyo

componente activo es e1 cloranfenicol lsvogiro,




Ya preparadas las soluciones, se inpregnaron discos de pa
pel filtro de 0.5 cm de difémetro con cada una de ellas, y por
medio de unas pinzas flameadas se¢ colocaron en una caja de -~
Petri con medio de cultivo B de King donde previamente se ha-

bfa colocado en el centro la bacteria,

Resul tados y discusién.

Ve los métodos de inoculacién probados, para ver cufl era
el mds adecuado para el experimento se obtuvieron los s8iguien-
tes resultados,

Inoculacién de la semillas

Tabla No, 6 ;: Germinacién y sfntomas en la inoculaciédn de
las senmillas,

Nlnero de semillas No, de semillas| No. de plan

sembradas germinadas tas con afn
toma

10 en suspensién bacteriana con 7 7

lesién, '

10 en suspensién bacteriana sin 5 5

lesifén,

10 testigo en ‘agua estéril, 10 0

10 en medio de cultivo con bac- 8 8

teria y con lesién,

10 en medio de cultivo con bace 6 6

teria y sin lesién,

10 testigo en medio sin bacteria 10 0

Cono podemos ver en los resultados de la tabla No, 6 de
inoculacién de la semilla, al efectuar este tipo de inocula-
cibn, ne ve afectado el porcentaje de germinacién con 1o cual
se pierden un buen nfémero de plantas y para poder determinar
la resistencia de cualquier variedad lo que neceaitamos son
plantas en desarrollo para observar todo el proceso del daflo
que el patégeno causa a la planta, Por tal motivo, este mé
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todo de inoculacién para trabajos de renigtencia es poco
préctico,
Por 1o que reapecta al método de inoculacién por inyec

cién los resultados obtenidos fueron los siguientes:

No, de plantas inocue Eo. de plantas| Tiempo de apari-
ladas on gi{ntoma |

5 con suspensién bacterian 5 18 d{as

5 con agua destilada 1 5 0

Como podemos observar de acuerdo a los resultados obte-
nidos al inocular las plantae de frijol con una suspensién
bacteriana por medio de una jeringa, se obtienen buenos re-
sultados puesto que con este método aseguramos la entrada
del patégeno a la planta y por consiguiente la produccién
de loa sintomas, Este método fue eliminado, puesto que ne
cesitamoe llevar a cabo el experimento lo méa cercano posi-
ble a las condiciones naturales y al inyectar al patégeno -
lo que estamos haciendo es forzar la entrada de éste a 1la
planta y eliminar las barreras mecéAnicas que puedan tener -
las plantas de frijol resistentes,

Consideramos que el método de inoculacién més efectivo
para este trabajo de resistencia es el de aspersién por las
siguientes razonesg
a) El patégeno puede penetrar por el sistema eatomhtico de

la planta,




b) La aspersién es homogénea, con lo cual no esntd restrin-
gida a una zona en cspecinl de la planta, como en el ca
po de la inoculacién por inyecccidn,

c) la presencia de un ambiente de humedad facilita la entra
da de la bacteria a la planta, Lo que ac condiciona
colocando una bolsa de pldstico por 48 horas a las plan
tas después de la aspersién.

d) Se ha comprodado la produccién de s{ntomas en toda 1la
planta, mediante eate tipo de inoculacién,

e) Considoramos que es un método que se asenmeja & las con-
diciones naturales del ciclo del patégeno,

Una vez seleccionado el método de inoculacién por asper=-
sién se procedid a efectuar la inoculaciédn de las 19 varie-
dades de frijol, Las pléntulas de frijol que fueron ino-
culadas tenfan ocho dfas do nacidas,

Se efectuaron tres registros de datos, realizéndose el
primero 20 dfas después de la inoculacién, el segundo a los
40 dfas y el tercero a los 60 dfas,

Lo3 resultados de estos registros aparecen en las ta--
blas : 7, 8 y 9. De estas tablas, los datos registrados a
los 60 dfas fueron los que se tomaron en cuenta para deter-
minar 1a susceptibilidad o resistencia del frijol al
"Ti26n de halo", Los dos registros anteriores a los 60

dfas nos peramiten observar las variaciones que 88 van pre-




n

sentando conforme la enfermedad se va expresando,

Tabla No. 7 : Susceptibilidad o resistencia de las diferentes
variedades de frijol a P, phaseolicola a los
20 dfas de la inoculacidn en 100 plantas,

Variedades No, de plantas con sfnto=-
mas en hojas terciarias

Negro Querétaro 0

Negro Mecentral

Canario 107

Canario 101

Amarillo 154

Amarillo 153

Cacahuate 72

Flor de mayo

legro 150

Negro Jamapa

Rosita

Pinto

Bayo 107

Negro Puebla

Phaseolus coccineus

Bayo 400

Oaxaca

Bayo-mex

0jo de cabra 36
A los 20 dfas las 4 primeras variedades fueron resisten

tes y las 4 fltimas susceptibles, las intermedias fueron ume

dianamente susceptibles.
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Tabla lio. 8 : Susceptibilidad o repistencia de las diferentes

variedades de frijol a }, phaseolicola a los
40 dfas de inoculacién en 1)0 plantas,

Variedades Ho., de plantas con sfinto-
mas en hojas terciarias

Plor de mayo 7
Amarillo 154 8
Cacahuate 72 9
Negro Querétaro 9
Amarillo 153 10
Negro 150 10
legro Jamapa 11
llegro Mecentral 15
Negro Puebla 18
Canario 101 19
Phaseolus coccineusg 19
Rosita 22
Canario 107 24
Pinto . 25
Bayo 400 28
Bayo 107 30
Bayo=-mex 42
Oaxaca 52
0jo de cadbra T

Fueron las variedades més resistentes a los 20 dfas
de inoculada la bacteria,

Las 4 primeras variedades estén menos afectadas ‘aunque
ya del 7 al 9 # presentan sintomas, esto es de gran impor-

tancia ya que entre m4s se retrase la aparicién de sf{ntomas




se da tiempo a que 1la planta forme la vaina y pueda haber
produccién de semillas, Aquf es evidente que la resistencia
es de tipo horizontal con genes de resistencia menores ya que
se llegan a enfermar, pero en forma menoa nevera que por ejem
plo la "0jo de cabra” que es altamente susceptible; si la re-
sistencia fuera vertical con genea mayores la respuesta serf{a ’
0 o0 100 es decir " todo o nada " y este tipo de resistencia es
menos favorable ya que al mutar el patégeno acaba con toda la
riedad mientras que coun la resistencia horizontal se tolera
algo de infeccifn y esto hace que el patégeno no se vea oblie-
gado & mutar para hacerse més agresivo,

A medida que pasa el tiempo las variedades que fueron resis
tentes a los 20 dfas, son susceptibles a los 40 excepto el Ne-
gro Querétaro que se mantiene entre las cuatro més resistentes,

La resistencia horizontal se manifiesta claramente en las va
riedades Flor de mayo, Amarillo 154 y Cacahuate 72 que tuvie-,

ron los siguientes datoas:

Porcentaje de aparicién de sfntomas en plantas con inoculacién

a los; 20 dfas 40 dfas 60 df{as
Variedades
Plor de mayo 5 T 9
A marillo 154 3 8 11
Cacahuate 4 9 13

Como se puede ver la evolucién de la aparicién de sinto~
mas, en estns tres variedades se retrasa la manifestacién de

s{ntomas mostrando una resistencia horizontal muy favorable y
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recomendable pues aunque se infecten, es lento el desarrollo
y diseminacién; mientras que las variedades Bayo 400, (axaca
Yy Bayo-mex que sun muy susceptibles a los 20 dfas y a los 60
dfas llegan a ser medianamonte susceptibles, La variedad
Ojo de cabra es definitivamente la mfs susceptible en los 3
registros v no es recomendable en regiones donde el "tizén
de halo"sea un problema,

vor dltimo es curioso ver el comportamiento de las va-

riedades Bayo 107, Canario 107 y Canario 101:

Porcentaje de aparicidn de s{ntomas en plantas con inoculacién

a los: 20 dfas 40 dfas 60 dfas
Variedades '
Bayo 107 9 30 T2
Canario 107 0 24 T4
Canario 101 0 19 75

Como se puede observar en estas variedades hay un répi-
do desarrollo de las bacterias y la diseminacién de la enfer
medad se acelera mostréndose a los 60 dfan como claramente
susceptibles y no recomendables contra el " tizén de halo"
ya que aunque se llegue a formar vaina, las semillas no son
de buena calidad y no hay que olvidar que esta bacteria se
transmite por semilla y no se vueden usar estas variedades

para la produccién de somilla certificada,
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Tabla No, 9 : Susceptibilidad o resnistencia de las diferentes

variedades do frijol a P, phaseolicola a los

60 dfas de 1la inoculacién en 100 plantas,

Variedades No. de plantas con sfinto-
mas en hojas terciarias

Flor de mayo 9
Amarillo 154 11
Cacahuate 13
Phaseolus coccineus 15
Negro Jamapa 16
Negro 150 18
Negro Querétaro 28
Rosita 3
Negro Puebla 35
Oaxaca 36
Amarillo 153 37
Negro Mecentral 40
Bayo-mex 54
Bayo 400 67
Pinto 68
Bayo 107 72
Canario 107 T4
Canario 101 5
0jo de cabra 100

En las cinco primeras aunque hay infecciém 1la produc-
cién adn es redituadble, pues no afecta tanto la formacién
de vainas y semillas, En las 6 dltimag variedades hay al-

tas pérdidas de produccién pues ya casi no se forman vainas




ademfs son semillas de bajo rendimiento y gerwminacidén,

Para determinar la susceptibilidad o resistencia de las
diferentes variedades de frijol al "Tizén de halo" especifi-
camente para este trabajo se elabord una tabla de valores
para aplicarlos a los resultados obtenidos:

Altamente resistente 0 plantas con s{ntoma
Resistente de 1 a 15 plantas con sfntoma
Moderadamente resistente de 24 a 50 plantas con s{ntoma
Moderadamente susceptible de 51 a 75 plantas con s{ntoma
Susceptible de 76 a 99 plantas con sf{ntoma
Altamente suaceptible 100 plantas con a{ntoma

Los resultados de la susceptidbilidad o resistencia de
las diferentes variedades de frijol en el registro efectuado
a los 60 dfas, no nos muestra ninguna variedad como al tamen-
te resistente, pero como resistente sl sfntoma de "Tizén de
halo®" tenemos las siguientes variedades: Plor de mayo, Ama-

rillo 154 y Phascolus coccineus, Es de gran importancia que

P, coccineus sea resistente ya que por ser una planta silves-
tre es fuente de resistencia al cruzarse con el frijol comer=-
cial,

Como variedades moderadagente resistentes al sf{ntoma te
nemos: Negro Jamapa, Negro 150, liegro {Querétaro, Rosita, Ne-
gro Puebla, Gaxaca, Amarillo 153 y legro liecentral, Como

variedades moderadamente susceptibles Bayo-mex, Bayo 400,
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Pinto, Bayo 107, Canario 107 y Canario 101, rinalmente como
variedad altamente sguaceptible la "0Ojo de cabra“,
Por lo que regpecta a los resultados de la inhibiciédn del

crecimiento de P, phaseolicola "in vitro" con las seis subs-

tancias, se detectd que la solucién de Benlate 1 gr/litro
inhibe el crecimiento de la bacteria, las oitras cinco solu-
ciones no tuvieron efecto sobre ¢l crecimiento y desarrollo
bacteriano, Con 1a solucién de DBactrim se prescntd el cre-
cimiento de un hongo en tres de las repeticiones,el cual fue
identificado como ispergillus sp. (fig 13 ). Los bacteri-
cidaa Agrimicin 100 y Agrioiein 500 no mostraron efectividad

en esta pruebda,

(fig 13 ) Arriba y a la derecha de la cajas de Petri se obser-
va la inhibicién de la bacteria por benlate, el hop

go de color verde olivo corresponde a aspergillus sp.
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Conclusiones:
Con base en estog resultados para evitar la vwresencia

de Pseudononasn phaseolicola en el cultivo del frijol, es ne-

cesario evitar la siembra de variedades moderadamente suscep
tibles y susceptibles como: Bayo-mex, Bayo 407, Pinto, Bayo
107, Canario 101, Canario 107 y la altamente asusceptible -
"0jo de cavra" en regiones de alta precipitacién, Kstas va
riedades solo se deben cultivar bajo riego en lugares c4lidos,

Eate trabajo realizado en invernadero nos pernite mane-
jar las condiciones bajo las que ase precenta ls enfermedad y
reproducir con ello los dafios que ocasiona al cultivo, pudien
do dar datos para aplicar a nivel de campo los resultados od
tenidos para esta enfermedad,

Asimismo se pudo concluir gue la variedad Flor de mayo
fue la més resiastente ai s{ntoma y vor tanto la més recomen-
dable mientras que la variedad 0jo de cabra fue la més suscep

tible y la menoe recomendable,




APENDICE 1

LISTA DE PATCGFIOS QUE ATACAN AL CULTIVO

DEL FRIJOL. (19,37}

Patéaeno

8f{ntonma

Agrobacterium tumefaciens

Alternaria spp.

Arigtastoma oeconomicum

Ascochyta boltsghauseri
A. phaseoclorum
Bacillus lathyri
Botrytis cinerea

Cercogpora canescens

C, phaseoli

C. phaseclorum

Colletotrichum lindemuthianum

Ce truncatum
Corticium microesnclerotia

Corynebacterium flacumfaciens

Diaporthe sp.
Epicoccum neglectum

Erwinia carotovora

Erysiphe polygoni

Fusarium oxysporum

Heterosporium sp.

Isariopsis griseola

I. lasa

Leptosphaeria phaseolerum

Macrophomina phaseoli

Agalla de la corona,

Manchas en hojas y vainas,
Manchas en hojas,

Manchags en holas y vainasg,
Manchas en hojas,

Manchas en hojas y tallo,
Cenicilla, tizén,

Manchaa en hojas,

Manchas en ho jay,

Manchas en hogaas,
Antracnosia,

Antracnosis,

Tizén,

Marchitez,.

Pudricién de rafz.

Manchas en hojas,
Pudricién blanda.

Mildid pulverulento,
Marchitez,

lanchas negras en hojas,
viejas,

Mancha angular en hojas,

tiancha angular en hojas,

Cenicilla, pudricién car=-
bonosa, pudricién de rafz

manchas en hojas,
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APEIDICE 1

Continuaciin

Patésreno

)

S barn

Meloidogyne arenaria
. hapla
incognita

i, ‘avanica

=

—

Microsphaera diffusa

Mycosphaerella cruenta

Phakopsora vignae

Phyllosticta phaseolinn

Phytophthora paracitica

Pleosgpora herbarum

Prutvlenchus pratensie

Fgeudomonay phaseolicola

Pseudomonas solanacearum

P, syringae
Pullularia pullulansg

Pythium anandrum

aphanidermatum
debarxanum'

|2 @

P, rostratum

P, ulfimun

Rnizobium phaceoli

Rhizopus stolonifer

Sclerotinia rolerotiorum

Sclerotium rolfaii

Stagonrospora phaseoli

ahdulon en rafs,

Hédulos en rafz,

Néduloa en rafz,

liddulos en rafz,

Mildid nulverulento,

vanchas on nojns,

Roya,.

Manchas e ho,aa y vainas,
Pudricidn de tallo y vainas.
Manchas en hojas,

YomAtod dn la rafz,

“izén de halo,

Marchitez.

Manchas en hojas y vainas,
¥anchaz en semillas,
Pudricifdn nn rafz,

Marchiter y pudricidn en rafn

thoramients, pudricién de
vainas y raf{z,

Pudricidn en rafz,

puiricién v« rafs v aroranmien
to.

uf1ulos en rafaz.

Pudricidén tlanda,

rarehitez ¥y pudriciédn del ta-
llo,

Tizén,

Manchas en hojas,




APENDICE 1 : Continuacién

8l

Patégeno Sf{ntoma
Uromyces phaseoli Roya
Virus de la escoba de bruja En el nombre se eatablece el sintonﬂ
Virus de la mancha anular ldem
Virus del mosaico amarillo ldem
Virus del mosaico comdn Idem
Virus de la vaina grasienta Iden
Virus de la punta enchinada Idem
Virus del nédulo rojo 1den
Virus del punteado amarillo Idenm
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