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RESUMEN 

Para probar si Pseudomonas fluorescens ANP15S, ejerce control biol6gico sobre las 

bacterias fitopat6genas del frijol (Phaseo/us vulgaris L.) Pseudomonas syringae pv 

phaseo/icola (tiz6n de halo), Xanthomonas campestris pv phaseoli (tiz6n comun), y si 

hay estimulaci6n del crecimiento en las plantulas, se desarrollo Ia presente 

investigaci6n en laboratorio e invernadero. Se utilize un diseno experimental 

completamente al azar, donde Ia unidad experimental fue una planta de frijol per 

maceta; Ia variedad utilizada fue Negro 8025 y las cepas bacterianas ya 

mencionadas, a concentraciones de 3x1 07 cellml para todos los casos; ademas, las 

variables utilizadas fueron longitud hipocotiledonar y epicotiledonar, peso radicular y 

porcentaje de severidad. El tratamiento de semilla con Pseudomonas fluorescens 

ANP15S mostr6 ventajas estadisticamente significativas (a= 0.05) en Ia estimulaci6n 

del crecimiento y mejor efecto protector contra el ataque de Ia bacteria fitopat6gena 

Pseudomonas syringae pv phaseolicola que para Xanthomonas campestris pv 

phaseoli. La protecci6n de semillas de frijol por bacterizaci6n podria ser una 

alternativa para el control biol6gico microbial. 

P.alabras clave: Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas syringae pv phaseolicola, 

Xanthomonas campestris pv phaseoli, estimulaci6n, control biol6gico, frijol. 
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ABSTRACT 

An investigation in greenhouse and laboratory conditions was carried out to test 

the performance of Pseudomonas fluorescens ANP15S as biological control 

agent against the bean bacterial P. syringae pv. phaseolicola (halo blight) and 

Xanthomonas campestris pv. phaseoli (common blight), and to test the 

hypothesis that P. fluorescens ANPISS also stimulates were growth of bean 

seedlings. A completely randomized experimental design was used, the 

experimental unit consisted of one bean plant per pot with ten replicates. In all 

cases, the plants were inoculated with a bacterial suspension of 3X1 07 cells/mi. 

Evaluated variables were hypocotyl and epicotyl length, root weight of bean 

plants, as well as disease severity. Seed treatment reduced infection of bean 

with P. syringae pv phaseo/ico/a but not so with Xanthomonas campestris pv 

phaseoli (a =0.05). Bean seed protection with P. fluorescens ANP 15S migth be 

an alternative biocontrol agent of bean pathogenic bacteria. 

Key Words: Pseudomonas fluorescens , Pseudomonas syringae pv 

phaseolicola, Xanthomonas campestris pv phaseoli, stimulates, biological 

control, bean. 
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1. INTRODUCCI6N 

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) para Mexico es de gran importancia por ser este 

pais uno de sus centros de origen, por formar parte de Ia dieta basica de 

millones de personas y por Ia actividad econ6mica generada. Algunos de sus 

problemas fitosanitarios son las enfermedades causadas por las bacterias 

Pseudomonas syringae pv phaseo/ico/a (tiz6n de halo) y Xanthomonas 

campestris pv phaseoli (tiz6n comun) entre otras, por lo que las semillas y 

plantas son tratadas en ocasiones con productos quimicos. Sin embargo 

existen rixobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (RPCP) las 

cuales se encuentran naturalmente en el suelo, que podrian ser una alternativa 

para estimular el crecimiento natural y para impedir el ataque a este cultivo por 

algunas bacterias; mediante Ia colonizaci6n de semillas en el proceso de Ia 

bacterizaci6n. Este metodo no solamente protege semillas de numerosos 

cultivos, sino tambien estimula el crecimiento de Ia planta. 

En esos ultimos anos se tiene conocimiento de que el medio microbiol6gico de 

las semillas en particular ha sido poco estudiado, y por otra parte se ha 



demostrado que las semillas pueden ser colonizadas por numerosos 

microorganismos que ejercen en estas una presi6n de tipo nutritivo. T ambien 

los efectos daiiinos de ciertas bacterias u hongos del suelo ya se ha 

demostrado que las semillas pueden ser colonizados por numerosos 

microorganismos que ejercen en estas una presi6n de tipo nutritivo. Tambien 

los efectos daiiinos de ciertas bacterias u hongos del suelo ya se ha 

demostrado que causan una presi6n parasitaria, con efectos en perdidas 

irreversibles. 

La bacterizaci6n tiene por objetivo prevenir y reparar los accidentes naturales 

en una semilla con una poblaci6n bacteriana benefica; las bacterias mas 

utilizadas para este fin son Pseudomonas fluorescens y P. putida, encontradas 

en Ia riz6sfera y en el rizoplano. Ciertas cepas de Pseudomonas han mostrado 

tener un efecto estimulante en el crecimiento de las plantas y de proteger a Ia 

vez el sistema radicular contra el ataque de pat6genos. 

Las RPCP pueden intervenir en todos los estados de germinaci6n, gracias al 

fen6meno de Ia antibiosis, ademas su multiplicaci6n rapida le permite colonizar 

nichos ecol6gicos; presentandose asi dichas bacterias en un ambiente 

estrategico donde hay competencia con pat6genos agresores y por lo tanto hay 

2 



producci6n de moleculas protectoras como Ia pseudobactina o pioverdina entre 

otras. Los objetivos que se persiguen en Ia presente investigaci6n, son los 

siguientes. 

1. Demostrar el efecto de Pseudomonas f/ujorescens ANP15S para evitar Ia 

contaminaci6n por bacterias como Pseudomonas syringae pv. phaseolicola y 

Xanthomonas campestris pv phaseo/i en plantulas de frijol. 

2. Determinar cuantos Pseudomonas fluorescens ANP15S estimula el 

crecimiento de plantulas de frijol. 

La hip6tesis que se plantea es Ia siguiente: La bacterizaci6n de semillas de 

frijol con el uso de Pseudomonas fluorescens ANP15S podria evitar Ia 

contaminaci6n por bacterias fitopat6genas como P. syringae pv phaseolicola y 

Xanthomonas camprestris pv phaseoli, y estimular el crecimiento de las plantas. 
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2. REVISI6N DE LITERA TURA 

· 2.1. El cultivo de frijol en Mexico 

Para el alia de 1997 se produjeron alrededor de 965.055 ton de frijol 

(Phaseolus vulgaris L.), en una superficie de 1 615,000 ha (An6nimo, 1998), 

con un rendimiento promedio de 600 kg/ha. Esta leguminosa constituye una de 

las principales fuentes de nutrientes basicos para las familias mexicanas. 

2.1.2 Origen y domesticaci6n 

Segun Van y Voisest (1991 ), a finales del siglo XIX los cientificos reconocieron 

como centro de origen del frijol comun al nuevo mundo; lo anterior fue basado 

en observaciones de restos arqueol6gicos del Peru y del sudoeste de los 

Estados Unidos. Contrario a lo sugerido por otros cientificos como Linea quien 

afirmaba que P. vulgaris era originario de Ia India. 

Hay tres aspectos de las poblaciones de frijol Silvestre sabre los cuales se 

discuten los procesos de domesticaci6n: caracteristicas morfol6gicas de formas 

silvestres, distribuci6n geografica de las formas silvestres y las relaciones 

geneticas entre los cultivares y las formas silvestres (Van y Voisest, 1991). En 



Mexico, en el Estado de Chihuahua se desarrollan en altitudes oscilantes entre 

500 y 2000 m.s.n.m., con lluvias anuales entre 500 y 1800 mm. En el C6dice 

Mendocino son senalados los tributos que los pueblos sometidos debian 

entregar al emperador azteca Moctezuma Xocoyotzin 11; se estima que recibia, 

aproximadamente 5000 ton de frijol cada ano, ademas de otros productos 

agricolas (Van y Voysest, 1991 ). 

2.1.3. Problemas relevantes al cultivo del frijol 

El frijol se cultiva desde los 50 hasta los 2600 m.s.n.m. y desde los 16° a los 

30° de latitud norte, en distintos nichos ecol6gicos, por lo que Ia producci6n 

tiene limitantes de caracter variado (Acosta, 1994). La mayor limitante es Ia 

sequia sobretodo en Ia region semiarida del altiplano en donde se cultiva el 

65% de Ia superficie sembrada a nivel nacional, asi mismo se incrementa con 

los suelos pobres en materia organica y nutrientes. En otras regiones como 

Veracruz y Chiapas los problemas que limitan el rendimiento del frijol son las 

enfermedades como Ia antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum), Ia roya 

( Uromyces appendiculatus var appendiculatus, el tiz6n comun ( Xanthomonas 

campestris pv phaseoll), el tiz6n de halo (Pseudomonas syringae pv 

phaseo/icola), las virosis (mosaico comun y dorado) , y las pudriciones de raiz 

(Fusarium sp, Rhizoctonia sp , Pythium sp.) (Rosales, 1998 comunicaci6n 

personal). 
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Otros problemas que afectan al cultivo del frijol son las plagas y maleza 

(Bautista et a/, 1992; Campos, 1987), el uso inadecuado de fertilizantes, 

insecticidas, Ia baja densidad de plantas por unidad de superficie. Entre los 

problemas de indole socioecon6mico estan: precio de sustentaci6n muy bajo y 

falta de creditos oportunos). 

2.1.4. Descripci6n del genero Pseudomonas 

Bastones rectos o curvos, Gram negatives, con dimensiones 0.5 a 1 X 1.5 a 4 

J.lm. Se desplazan por medio de uno a muchos flagelos polares. Muchas 

especies son habitantes comunes del suelo, o ambientes marinas y de agua 

dulce. La mayoria de las especies pat6genas de este genera infectan a las 

plantas y solo algunas de elias a los animates y al hombre. Algunas especies 

fitopat6genas como Pseudomonas syringae se les denominan fluorescentes 

debido a que al crecer en un medio nutritive, con bajo contenido de hierro, 

producen pigmentos fluorescentes de color verde-amarillo con capacidad de 

difundirse (Agrios, 1996). Serotipos flagelares se han descrito tales como H1 y 

H2, donde el serotipo H1 fue dominante en 8 cepas de Pseudomonas syringae 

pv phaseo/ico/a (Guillorit-Rondeau eta/, 1996). 

2.2. Tiz6n del halo del frijol (Pseudomonas syringae pv phaseolicola) 

Descubierto por primera vez en Estados Unidos en 1962 (L6pez, 1994) 
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2.2.1 Lesiones 

La enfermedad puede ser observada a lo largo del desarrollo de Ia planta de 

frijol, Ia infecci6n se presenta en hojas, tallos, vainas y semillas. Las semillas 

contaminadas externa o internamente germinan, con desarrollo de lesiones en 

cotiledones y hojas primarias. Las lesiones redondas, irregulares y exudados 

se forman en cotiledones amarillentos y manchas cafe rojizo rodeadas por un 

halo amarillento desde las primeras hojas, las plantas severamente infectadas 

en esta etapa no crecen y mueren. 

Los sintomas en vainas son de color verde oscuro a cafe rojizo redondos como 

semejando manchas con una pequelia depresi6n en el centro, las semillas 

infectadas presentan sintomas de arrugamiento en su testa (Bewley y Black, 

1994). Esta enfermedad es tipica de plantulas y el in6culo primario se obtiene 

por medio de Ia semilla (L6pez, 1994). 

2.2.2 El control 

El control se puede realizar con los siguientes metodos: 

Utilizar semilla sana, desinfecci6n de semilla en hipoclorito de sodio, manejo 

adecuado de residuos de cosecha, aspersiones de Kasugamicina o 

compuestos a base de cobre sabre las plantas. 

7 



2.3. Tizon comun del frijol (Xanthomonas campestris pv phaseoll). 

El primer registro del tiz6n comun en Mexico data de los alios cuarenta, epoca 

en que Ia enfermedad se present6 en Ia mayoria de las variedades de frijol 

Canario, sembradas en el Campo Experimental de Pabell6n, Aguascalientes 

(An6nimo, 1946). Por Ia importancia que fue adquiriendo Ia enfermedad en el 

altiplano Crispin et a/. (1976) seleccionaron variedades con resistencia a Ia 

enfermedad, mediante inoculaciones de Ia bacteria en plantas cultivadas en 

invernadero y en campo. Con relaci6n a Ia variaci6n patogenica se tienen 

algunos de los casos en donde se realizaron inoculaciones y se estableci6 Ia 

reacci6n (Cuadro 1 ). 

2.3.1. Distribucion geografica e importancia del tizon comun. 

El tiz6n comun del frijoles inducido por Xanthomonas campestris pv. phaseoli, 

el cual se encuentra distribuido en regiones de los estados de Puebla, 

Tabasco, Hidalgo, Mexico, Veracruz, Chiapas, Tlaxcala, Nayarit, Queretaro, 

Sinaloa, Michoacan, Oaxaca, Guerrero, Morelos, San Luis Potosi, Colima, 

Tamaulipas y Nuevo Le6n (Navarrete, 1996). La temperatura y humedad 

desempelian un papel muy importante en el desarrollo de esta enfermedad, Ia 

bacteria puede sobrevivir en el campo en los residuos de cosechas, y en el 

suelo durante el invierno; se ha estimado que Ia semilla infectada puede causar 

dalios cuantiosos, ya que un 0.2% de las mismas puede ocasionar una epifitia, 

Ia bacteria puede ser diseminada rapidamente por medio del agua de riego o 
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de lluvia; X. campestris pv phaseofl produce un polisacarido extracelular en 

medio de cultivo y en el hospedante, por lo que logra sobrevivir a periodos 

prolongados (L6pez, 1994). 

Cuadro 1. Reacci6n de algunas variedades de frijol (Phaseo/us vulgaris), 

cultivadas en el altiplano de Mexico, inoculadas, con una cepa de X. 

campestris pv phaseoli. 
---- - - -·- ------ ----- --- -- --
Variedad Severidad Reacci6n 

- - ------ - - - --------- - -- . --- ... 

Negro Queretaroc 8.0 s 

Flor de Junioc 6.5 s 

Bayo Mecentralc 5.7 

Michoacanc 5.3 

V-8025M 5.3 

Apaseo 67M 5.2 

Michoacan 91c 5.2 

Flor de Mayo guiac 5.0 

Negro perlaM 4.7 

Bayo 107M 4.3 

Flor de Mayo Grandee 3.8 

Jalisco 40A c 2.5 R 
---
DMS(0.05)=1 .813 

C= criolla, M= mejorada, R=resistente, l=intermedia, S=susceptible. lnoculadas por corte de navajas 
(Adaptado de Navarrete, 1996). 
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2.3.2. Descripci6n de Xanthomonas campestris pv phaseoli. 

Es una bacteria Gram negativa, que mide 0.4-0.7 micras de diametro por 0.6-

2~6 micras de largo, es m6vil con un solo flagelo polar y aer6bica. En el medio 

de cultivo las colonias son convexas, de color amarillo brillante y producen un 

acido como producto metab61ico con varios azucares; tienen actividad lipolitica 

e hidrolizan gelatina, caseina y almid6n (An6nimo, 1992; Schaad, 1994). 

Audy eta/. (1994) han establecido un mapa de restricci6n para un fragmento 

Pz de plasmido de ADN de 3.4 kb de X. Campestris pv phaseoli, los fragmentos 

seleccionados fueron subclonados y se determinaron las secuencias parciales 

de los fragmentos del nucle6tido para fracciones de iniciadores ricos en 

Guanaina + Citosina compatibles, esto para Ia detecci6n por reacci6n en 

Cadena de Ia polimerasa de Ia bacteria del tiz6n comun del frijol. 

2.3.3. Severidad del tiz6n comun 

En trabajos realizados a nivel de campo, se determinaron para los atios 1990, 

severidad del 20% y para 1991 del 15%; el area bajo Ia curva de Ia intensidad 

del tiz6n comun no fue afectada por las variedades y fuentes de nitr6geno, 

puesto que ambos factores fueron bastante homogeneos en Ia tasa de 

incremento de Ia severidad a traves del tiempo, principalmente en las etapas 

fenol6gicas finales del frijol y probablemente debido a Ia perdida del follaje por 

senescencia foliar mas que por una disminuci6n de Ia severidad 
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(Pedroza, 1993). Pedroza y Alvarado (1995) mencionan que Ia cantidad de tiz6n 

comun (ABCPE=1459% dias) fue mayor en las dosis medias y altas de f6sforo 

(45 y 90 kg/ha) y una tasa relativa de incremento maxima (r-0.012 

unidades/dia), en Ia variedad de frijol Pinto Jamaica. 

2.3.4. Epidemiologia de X. campestris pv. phaseoli 

Xanthomonas campestris pv phaseoli es considerado un pat6geno de 

condiciones subtropicales, su desarrollo es favorecido por temperaturas de 

16°C a 26°C y por humedad relativa mayor del 80%. Cuando se conjugan estas 

condiciones ambientales en presencia de hospedantes susceptibles, ocurren 

epidemias de tiz6n comun. En Mexico, Ia dispersion primaria de X. campestris 

pv phaseoli se incrementa porque Ia mayoria de los productores utiliza como 

semilla el grana que producen, o bien, porque despues de una mala cosecha 

adquieren grana para usarlo como semilla para Ia siembra, maxime si Ia 

regulaci6n de intercambio entre regiones no se realiza (Navarrete, 1996). 

2.3.5. Sintomatologia del tizon comun 

Los sintomas de tiz6n comun se manifiestan primero en hojas en forma de 

manchas translucidas de aspecto acuoso, esas manchas tienen su origen en Ia 

invasi6n de los estomas las cuales no sobrepasan 1 mm de diametro, pasando 

de clorosis hasta necrosis, Ia cual generalmente se inicia en el borde de las 

hojas y puede invadir gran parte de las mismas. En vainas se observan 

pequenas manchas de color pardusco o rojizo que a menudo se unen cuando 
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estas se encuentran verdes. En los tallos, asi como en los peciolos foliares, se 

observan motas o rayas de aspecto acuoso, al avanzar Ia enfermedad aveces 

produce tumoraciones en el tallo. No es frecuente el dano en vainas y tallos. En 

Ia semilla se presenta arrugamiento a diferentes grados y su coloracion 

depende de Ia extensi6n de Ia infecci6n (Kiraly eta/, 1974; Lopez, 1994, Agrios 

1996). 

2.3.6. Control del tiz6n comun 

Segun L6pez (1994), el uso de variedades resistentes, densidades 6ptimas de 

siembra, Ia eliminaci6n de residues de cosecha, Ia rotacion de cultivos por tres 

a nos o mas, producci6n de semilla en epocas o areas lib res de enfermedad, 

uso de agroquimicos, y su integraci6n reducen Ia presencia de tiz6n comun. 

2.4. Pseudomonas fluorescens 

2.4.1. Antecedentes 

En cuanto al efecto protector, inducido por Pseudomonas fluorescens, Kiraly et 

a/. (1974) hacen referencia a Ia inhibici6n viral en celulas vivas y muertas de 

Pseudomonas tabaci. Dentro de las especies de bacterias sapr6fitas asociadas 

en plantas se encuentran Pseudomonas fluorescens, P. putida, y P. 

aeruginosa, principalmente; el medio clasico de separaci6n de las dos primeras 

ha sido el de tetralosa y Ia licuefacci6n de gelatina (positive para P. fluorescens 
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y negative para P. putida) , aunque fuego se han caracterizado por biovares 

(Schaad 1994). 

2.4.2. Caracteristicas 

Bacilos Gram negatives producen un pigmento denominado fluorescina 

detectado por el medic de B de King e iluminado con luz ultravioleta, pigmento 

soluble en agua; en agar, a 37 °C no crece, produce una reacci6n alcalina en 

leche, y acido a partir de glucosa, los nitrates se reducen a nitrites y amonio 

pero se produce indol; Ia licuefacci6n de Ia gelatina infundibuliforme, el tiempo 

de generaci6n dependiendo de Ia temperatura y el medic puede ser de 35 min. 

(Howell y Stipanovic, 1979; Alexander, 1994; L6pez, 1994). 

2.4.3. lmportancia 

Las bacterias Pseudomonas fluorescens son habitantes naturales del suelo y 

las raices , promueven Ia germinaci6n y el crecimiento de las plantas, es el 

caso del maiz donde hubo incremento significative en Ia germinaci6n ante el 

trauma de dario por heladas (Hofte, 1991 ). 

2.5. Los sider6foros 

Se les considera como moleculas portadoras de hierro de bajo peso molecular 

y son propios de organismos aer6bicos y anaer6bicos facultativos (Neilands, 
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1982). Uno de los sider6foros mas conocidos y estudiados es Ia pseudobactina, 

a cuya estructura se le considera como un hexapeptido linear, L-lys-D-threo-8-

0H-Asp-L-Aia-0-allo-Thr-L- ala-0- N11-0H-Orn en el cual N6-0H de ornitina, es 

ciclico con el grupo carboxilo C terminal y el grupo amino N de Ia lisina ligada a 

una quinoleina derivada fluorescente. En Ia estructura del cristal de 

pseudobactina ferrica esta formada confusamente, consta de una unidad 

asimetrica que contiene 26 moleculas de agua; Ia formula general de Ia 

pseudobactina (C42H51N12016Fe-13H20), de aqui se establecen las estrategias 

utiles para Ia promoci6n del vegetal y/o las del control de microorganismos 

fitopat6genos, esto conlleva Ia inoculaci6n de suelos con RPCP como 

Pseudomonas 810 o Ia aplicaci6n de sider6foros como Ia pseudobactina al 

suelo (Teintze eta/., 1981b). 

A bacterias como Pseudomonas 81 0 fue posible determinarles Ia estructura del 

sider6foro pseudobactina A, por medio de Ia resonancia magnetica nuclear 

RMN, asimismo se detect6 pseudobactina en Ia peptona proteasa N°3 

contenida en el medio. La producci6n de sider6foros comienza tipicamente 

justo antes de entrar las celulas en Ia fase estacionaria y continua luego de 

haber alcanzado dicha fase. La unica diferencia entre pseudobactina y 

pseudobactina A es que en esta ultima se saturaron los carbones tres y cuatro 

de Ia quinolina derivada, mientras que en Ia pseudobactina es insaturada en 

esas posiciones (Teintze y Leong, 1981a). Los sideroforos aparte de su alta 

afinidad pueden actuar como factores en Ia germinaci6n y el crecimiento y en 

a!gunos casos como potentes antibi6ticos. Los primeros compuestos fueron 
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obtenidos a partir de aislamientos del hongo Ustilago sphaerogena y mostraron 

estimular el crecimiento de microorganismos que requerian quelatos de hierro. 

Hacia 1950, se descubri6 que el ferricromo y otros compuestos de hierro en 

cultivos de organismos con bajo contenido de este elemento (Neilands, 1981). 

El hierro se considera que esta involucrado en algunos estados criticos en el 

metabolismo, y los microbios tienen multiples sistemas de adquirirlos; el 

sistema de alta afinidad esta comprendido per los sider6foros y los receptores 

combinadas asociadas con Ia membrana. Los sider6foros en las especies de 

Pseudomonas son piocelina, pioverdina, pseudobactina y ferribactina, 

conforman complejos octaedrales en los cuales el hierro metalico d5 esta 

coordinado y es de rapido intercambio. El agrobactin fue aislado de Ia bacteria 

fitopat6gena Agrobacterium tumefaciens (Neilands, 1981). 

Con inoculaciones de P. fluorescens-putida hechas a las semillas de papa, 

remolacha y rabano se han obtenido incrementos significativos en Ia 

producci6n, hasta de un 144% en pruebas de campo (Kloepper et a/.,1980 b). 

En experimentos de laboratorio se comprob6 Ia antibiosis de las cepas A 1, 

BK1, TL381, 810 aisladas del peridermo de las raices de papa. contra Erwinia 

carotovora bacteria que ocasiona pudrici6n y alteraci6n de Ia semilla, ademas 

en el medic de cultivo B de King, se comprob6 que habia antibiosis contra 

Escherichia coli K-12AN1931a cual no produce el sider6foro enterobactina, esto 

sugiere por lo tanto que en las condiciones de deficiencia de hierro las R.P.C.P. 

produjeron los sider6foros fluorescentes (Kloepper et a/, 1980a). A nivel de 
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laboratorio, Gielser (1994) indica que se detectaron especies de Pseudomonas 

fluorescentes como potenciales antagonistas microbiales de Rhizoctonia so/ani 

causante de Ia mancha castana , donde mostraron alto nivel de antagonismo. 

La colonizaci6n de raices por Pseudomonas fluorescentes, segun Zdor y 

Anderson (1992), se ha correlacionado con el control de enfermedades para el 

caso de frijol Phaseolus vulgaris, en donde se observo Ia alteraci6n de las 

respuestas de defensa una vez inoculado. Los efectos sistemicos de 

inoculaci6n radical con Pseudomonas putida aislamiento Corvallis, P. tolaasii 

(P9A) y P. aerofaciens REW1-I-1, se observaron en hojas de frijol de 14 dias 

de edad. El gel de poliacrilamida SDS de Ia electroforesis demostr6 que los 

niveles de ciertas proteinas solubles en acido incrementaron los extractos en 

las hojas de las plantas inoculadas con REW1-I-1, pero no en P9a ni en P. 

putida indujeron sintomas de una respuesta hipersensitiva en hojas de tabaco, 

cotiledones de frijol. Fenoles y fitoalexinas se acumularon en los cotiledones 

expuestos a REW1-1-1 por 24 horas, pero ocurrieron cambios pequenos en los 

niveles de esos compuestos, aunque en las rafces de las plantas de 14 dias, 

los niveles de esos dos compuestos no fueron altos. 

Corbell eta/. (1994) argumentaron Ia relaci6n del gene apd mutante para Ia 

producci6n de antibi6tico a partir de Ia cepa PF-5 de Pseudomonas fluorescens 

colonizadoras de raices de plantas, pleiotr6picamente suprime Ia producci6n de 

un conjunto de metabolites secundarios extracelulares incluyendo pyoluteorina, 

pirrolnitrina, 2-4 diacetylphoroglucinol, triptofano, componentes del cambio 
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oxidative, HCN y proteasa del producto del gene apd contiene secuencias de Ia 

histidina y Ia proteokinasa y el regulador de respuesta de los sistemas 

regulatorios de dos componentes. Sorprendente similitud fue establecida entre 

el nucleotide y Ia secuencia de amino acidos pronosticada de apd y lemA un 

gene requerido para Ia patogenicidad Pseudomonas syringae pv syringae. En 

otro trabajo el c6smido Psp01 clonado de Pseudomonas syringae pv 

phaseolicola 3121 confiri6 un fenotipo patemo de avirulencia (mica en soja 

cuando fue expresado en P. syringae. pv glicinea R4. Psp01 mostr6 contener 

un alelo avrO, tambiem como un segundo gene de avirulencia; el nuevo gene 

llamado avr Pph C es altamente hom61ogo y fenotipicamente idemtico a avrC 

previamente clonado en P. syringae glicinea raza cero. Los genes avrO se 

presentan ampliamente distribuidos entre los diferentes patovares de P. 

syringae, aunque previamente se han observado en X. campestris, este caso 

es el primer acontecimiento notado de genes de avirulencia multiple en un 

plasmido unico en P. syringae (Yucel eta/, 1994). 

La especificidad de algunos bacteri6fagos, segun Abdullah (1994), indica que 

de algunas cepas de Pseudomonas solanacearum pueden ser utilizadas para 

Ia diferenciaci6n de algunos biovares de dicha bacteria en cultivos como papa y 

tomate; aunque todos esos fagos no pueden infectar otras especies de 

Pseudomonas probadas como es el caso de las aisladas del suelo 

P.aeruginosa, P. fluorescens y P. putida. A partir de Erwinia herbicola que se 

aisl6 de peral, en Israel, se produjeron sustancias in vitro que inhibieron el 

crecimiento de otras bacterias y hongos fitopat6genos. La aplicaci6n de 
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suspensiones bacterianas suprimi6 el tiz6n temprano causado por Alternaria 

so/ani en el follaje de tomate; dicho experimento se tom6 como de potencial 

biol6gico (Sujkowski eta/., 1994). 

Por otra parte, los tratamientos de semilla de pepino con varias cepas de 

rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas, suprimieron Ia 

antracnosis causada por Colletotrichum orbicu/are, con base en esto se 

concluy6 que hubo inducci6n de resistencia sistemica. Wei et a/. (1991) 

confirmaron los estudios realizados por Van Peer eta/. (1991 ), donde el control 

biol6gico de Ia marchitez por Fusarium en clavel por una cepa de 

Pseudomonas spp (RPCP) indujo resistencia, porque el pat6geno fue 

espacialmente separado (inoculado el tallo) a partir de Ia colonizaci6n radicular 

de las RPCP. Ademas, Defago et a/.(1990) seiialan los mecanismos por los 

cuales las cepas CHAO de P. fluorescens proveen control biol6gico contra 

Thielaviopsis basicola en tabaco; mediante analisis mutacional y de 

complementaci6n, lograron demostrar que Ia producci6n de HCN por Ia cepa 

CHAO explica por que ocurre el 60% de Ia actividad de control biol6gico y Ia 

proliferaci6n de raices. 

Se reconocen dos tipos de control: el natural esta asociado con caracteristicas 

quimicas y flsicas que afectan Ia microbiologia del suelo; y el inducido que es 

independiente del tipo de suelos y si depende de las practicas culturales en los 

cultivos. Las actividades antagonistas de Pseudomonas sp. pueden verse 

afectadas si el pH es alterado, Ia directa aplicaci6n de microorganismos a Ia 
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semilla u otras partes de Ia planta les da una ventaja competitiva sobre los 

pat6genos, los cuales deben competir para los mismos lugares y nutrientes 

necesarios para Ia infecci6n, los microorganismos tienden a conservar Ia 

posesi6n de sus nichos cuando son confrontados por otros microorganismos 

agresivos (Milton eta/., 1982). 

Tratamientos hechos a las semillas de remolacha azucarera con varias cepas 

de Pseudomonas spp dieron como resultado incrementos de 4 a 8 ton/ha en 

seis de ocho pruebas, con incrementos en azucar con rangos de 955 a 1227 

kg/ha ( Milton eta/, 1982). 

2.5.1. Antagonismo 

La hip6tesis favorita sobre c6mo Ia rizobacteria promueve el crecimiento de las 

plantas es que Ia colonizaci6n agresiva del sistema radicular resulta en un 

desplazamiento o exclusi6n de componentes deletereos de Ia microflora cerca 

de las raices. Una hip6tesis alterna involucra Ia producci6n de sustancias 

promotoras del crecimiento, semejantes a las auxinas (Schroth eta/, 1982). 

Schroth y Hancock (1982) recaban que las Pseudomonas fluorescentes 

producen un rango de metabolites secundarios, muchos de los cuales exhiben 

actividad antibi6tica o fitot6xica. Los antibi6ticos pueden ser semejantes a Ia 

pirrolnitrina y fenazina de Ia clase heterociclica que contienen nitr6geno. 

Tambien producen un numero de aminoacidos y peptidos, muchos de esos 
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metabolites pueden actuar en Ia construcci6n de sider6foros (agentes 

transportadores del i6n hierro Ill de alta afinidad), cuya acci6n puede ser Ia de 

inhibici6n de ciertos pat6genos de las raices de las plantas. 

Las cepas de Pseudomonas sp fluorescentes aplicadas a las semillas de trigo 

suprimieron el mal de pie, bajo condiciones de campo e invernadero; en 

invierno y primavera, dichas cepas originalmente fueron aisladas de trigo en 

suelos naturalmente supresivos, con base en Ia selecci6n antibi6tica in vitro 

frente a Gaeumannomyces graminis var. tritici aislamiento 2-79, solos o con 

aislamientos 13-79, hubo control en cinco de seis campos probados con suelo 

infestado, y una alta producci6n, superior al 147% y menos enfermedad. La 

poblaci6n de bacterias introducidas excedia de 106 colonias de cepa por unidad 

por 0.1 g de tejido radicular, tres semanas luego de Ia siembra. Ademas, 

Pseudomonas fluorescens Migula, aplicadas a semillas de algod6n, controlaron 

ahogamiento de plfmtulas, ocasionado por Rhizoctonia so/ani y Pythium 

ultimum. 

Los micoparasitos aislados de Trichoderma hamatum han mostrado ser 

considerablemente promisorios para el control biol6gico de Pythium y 

Rhizoctonia so/ani en semillas y raices de chicharos (Hubbard eta/., 1983). Se 

demostr6 que Ia colonizaci6n de semilla por Pseudomonas es ampliamente 

responsable para Ia deficiencia de T. hamatum como un protectante de semilla 

en los suelos de Nueva York, Ia adici6n de oxalato ferroso a esos suelos 

permite a T. hamatum proteger las semillas (Hubbard eta/., 1983). 
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Las plantas de frijol en desarrollo, con limitaci6n de hierro desarrollan clorosis 

foliar, bajo esas condiciones los cambios tambien se presentan en las raices, a 

menos Fe las plantas dicotiledoneas semejan una acumulaci6n de acidos; 

(Bienfait et a/, 1983), quienes propusieron que los quelatos ferricos son 

reducidos por un sistema de reducci6n en el plasmalema. Dos fracciones de 

actividad de aglutinaci6n con respecto a Pseudomonas fluorescentes fueron 

detectados en raices de tomate, trigo y de papa en componentes de peso 

molecular alto mayor a 106 daltones se aglutinaron aislamientos solamente 

saprofitos de P. fluorescentes y parece que estan involucrados en Ia 

adherencia de P. putida Corvallis, a raices de dichos cultivos (Glandorf et a/., 

1994). 

El desarrollo y Ia distribuci6n espacial de microcolonias de Pseudomonas spp y 

Bacillus subtilis GB03 inoculadas solas o en combinaci6n en semillas de 

remolacha azucarera (Beta vulgaris) fueron observadas al microscopic 

electr6nico de escaneo aportando que muchas microcolonias se desarrollan 

como entidades separadas en Ia superficie hendida de las celulas del operculo 

y del perianto; asi mismo, los patrones espaciales de colonizaci6n fueron 

completamente diferentes, dependiendo de Ia densidad del in6culo inicial, Ia 

superficie de Ia semilla fue cubierta con Ia superficie del in6culo para conseguir 

un tamano de poblaci6n detectable incrementando a 107 cfu por semilla, 

desarrollandose a partir de una densidad de inoculo a 104 cfu por semilla, de 

aqui Ia necesidad de diferenciar entre celulas vivas, dormantes y muertas. La 

21 



disponibilidad de nutrientes es el factor limitante en el tamano de Ia poblaci6n 

(Fukui eta/., 1994). 

Las Pseudomonas syringae son habitantes comunes en hojas de diversas 

especies de plantas, pueden estar presentes en asociaci6n epifita y/o 

patogenica (Hirano eta/, 1994). En hojas de frijol las poblaciones epifitas de P. 

syringae sirven como una fuente inmediata de inoculo para Ia enferrnedad 

bacteriana de Ia mancha castana (Hirano eta/., 1994). 

(Howell y Stipanovic (1980), selialan que Ia cepa Pf5 de Pseudomonas 

fluorescentes produjo dos antibi6ticos, uno llamado pirrolnitrin el cual es activo 

contra R. so/ani y otros hongos no phycomicetes, pero no inhibe el desarrollo 

de Pythium u/timum, aunque el otro antibi6tico obtenido fue pioluteorin el cual 

es activo contra P. ultimum, pero no contra R. so/ani. El pioluteorin es 

adsorbido e inactivado por el suelo y esto puede deberse a Ia presencia de 

hidroxilos orto a los carbonilos, habiendo una reacci6n de quelatos entre 

pioluteorin y los metales del suelo. Ademas, Ia bacteria en gran numero puede 

producir pioluteorin en suelo esteril y con fuente disponible de nutrientes, estos 

dos antibi6ticos por lo tanto coadyuvan a una mejor sanidad en las plantulas de 

algodonero. Asimismo,se registra un incremento en Ia estolonizaci6n en el 

cultivo de papa asociado a una colonizaci6n por RPCP aisladas de las raices 

de apio y de varios cultivares de papa, las cepas fueron A1 y 810 inoculadas 

alcanzando un rango de 4X102 hasta 9.6X105 cfu-cm-1
; dos semanas despues 
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de Ia emergencia, las tasas fueron desde 25 hasta 550% (Kloepper eta/., 1980 

b). 

2.5.2. Las bacteriocinas 

La definici6n de las bacteriocinas esta dada por Nomura (1967), como las 

substancias no replicativas, bactericidas compuestos de proteinas, las cuales 

son producidas por ciertas cepas de bacterias y que son activas contra algunas 

otras cepas de las mismas bacterias o que estlm relacionadas estrechamente; 

esas sustancias comprenden algunos compuestos de bajo peso molecular 

hasta componentes proteinicos semejantes a los bacteri6fagos de alto peso 

molecular. Por otra parte, Bradley (1967) clasific6 las bacteriocinas en dos 

grupos: uno comprende las bacteriocinas termoestables de bajo peso 

molecular, sensitivas a Ia tripsina, y otro grupo de alto peso molecular 

resistentes a Ia tripsina; Ia nomenclatura puede depender del huesped ejemplo 

las agrocinas de Agrobacterium, las siringacinas de Pseudomonas syringae. 

Otro caso es Ia bacteriocina 84 producida por Ia cepa 84 de Agrabacterium 

radiobacter (Vidaver, 1976). 

Los pat6genos encuentran antagonistas de microorganismos de Ia rizosfera 

antes y durante Ia infecci6n primaria y tambien durante Ia infecci6n secundaria 

en las raices. Los pat6genos mayores producen las bien conocidas 

enfermedades vasculares con obvios sintomas y los pat6genos menores son 

parasitos o sapr6fitos que dalian principalmente el tejido tierno como las 

23 



semillas, puntas de crecimiento y los sintomas de Ia enfermedad no son 

evidentes (Weller, 1988). 

Dentro del proceso de Ia colonizaci6n de raices Howie et a/., (1987) 

hipotetizaron que Pseudomonas fluorescens se presenta en dos fases; en Ia 

fase I Ia bacteria se une y son transportadas a los apices radiculares, en Ia fase 

II Ia bacteria se dispersa localmente y prolifera hasta los limites del nicho en 

competici6n y supervivencia con organismos nativos. Estos procesos pueden 

aplicarse a otros sistemas de biocontrol, Ia evidencia para Ia fase I, se incluyen 

segun Weller, 1988, las bacterias de diversos nichos ecol6gicos, como P. 

fluorescens 2-79 y Q 72-80 (agentes de biocontrol aisladas de raices de trigo, 

E. coli, P. syringae, X. Campestris, E. Carotovora y E. Herbicola) 

Las bacterias Pseudomonas aurantica, P. fluorescens, P. olivares y P. putida 

han tenido cualidades en el incremento del crecimiento vegetal (Anderson y 

Liberta, 1986), ademas; se han reportado algunas especies de Pseudomonas 

con capacidad de inhibir una variedad de hongos incluidos algunos pat6genos 

de cultivos como Penicillium chrysogenum, Rhizopus stolonifer y Trichoderma 

viride, donde se enfatiz6 el potencial de Ia bacteria en Ia inhibici6n de 

pat6genos del maiz y su posibilidad para llevarlo como agente biol6gico en Ia 

protecci6n de semillas en el suelo. 

Cuervo y Rivas (1997), senalan que las micorrizas (Glomus manihotis) y las 

rizobacterias (Pseudomonas fluorescens), promueven el crecimiento de las 
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plantas, por lo tanto el suelo es un Iugar potencial para buscar y luego 

seleccionar dichos microorganismos con posterior uso en el mejoramiento de Ia 

producci6n. Algunas suspensiones acuosas de Pseudomonas fluorescens, 

Erwinia herbicola y E. amylovora fueron liofilizadas y posteriormente se 

dispersaron sobre flores de peral y manzano; ademas, se agregaron a Ia 

preparaci6n microesferas fluorescentes de 1 J.l.m de diametro a una 

concentraci6n de 1X107 microesferas/ml, luego se observaron los estilos y los 

estigmas donde se present6 colonizaci6n, y en menor grado fue el 

establecimiento de dichas bacterias para ensayos a nivel campo (Stockwell et 

a/, . 1998). 

La aplicaci6n de acido salicilico indujo resistencia sistemica adquirida sobre 

tabaco. Los genes pchA y pchB los cuales codifican para Ia biosintesis de acido 

salicilico en Pseudomonas aeruginosa se clonaron en dos vectores de 

expresi6n y esos disenos fueron introducidos en dos cepas de Pseudomonas 

fluorescens colonizando raices. La introducci6n de los genes pchA en Ia cepa 

P3, Ia cual no produce acido salicilico, tradujo a esta cepa Ia capacidad de 

producir in vitro dicho acido donde se desarroll6 Ia habilidad de inducir 

resistencia sistemica en tabaco contra virus de Ia necrosis de tabaco 

(Maurhofer eta/., 1998). 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 Materiales 

3.1.1. Lugar del experimento 

El presente trabajo se realiz6 en un invemadero y en el laboratorio de 

Fitobacteriologia del Departamento de Parasitologia de Ia Universidad 

Aut6noma Chapingo, Chapingo, Mexico. 

3.1.2. Material biol6gico 

3.1.2.1. Vegetal 

La semilla de frijol variedad 8025, fue derivada del cruzamiento entre Jamapa 

X Compuesto Negro Chimaltenango 2, variedades mejorada y criolla de Mexico 

y Guatemala, respectivamente; las caracteristicas son: color negro opaco, 

pequelio tipo Jamapa, habito de crecimiento indeterminado tipo Ill, con una 

altura promedio de 40 em. Su tiempo a floraci6n es de 55 dias en promedio y 

sus flores son de color morado; esta variedad alcanza su madurez fisiol6gica 

entre los 95 y 100 dias; el peso de 100 semillas es de 18 g. 



En pruebas de rendimiento realizadas en los estados de Mexico, Puebla y 

Tlaxcala, se han mostrado rendimientos de temporal desde 900 hasta 1784 

kg/ha; mientras que con riego es posible obtener 2300 kg/ha. Ademas, esta 

variedad ha mostrado resistencia al ataque de enfermedad como las 

ocasionadas por Col/etotrichum lindemuthianum Sacc & Magn, y tolerancia al 

ataque de Ia roya Uromyces appendiculatus Pers :. Pers Unger var 

appendiculatus y con reacci6n intermedia a Xanthomonas campestris pv 

phaseoli (Navarrete, 1996, Rosales, 1998). La semilla fue proporcionada por 

personal deiiNIFAP de Chapingo, Mexico. 

3.1.2.2. Microorganismos 

Las cepas de bacterias Pseudomonas fluorescens ANP15S, Pseudomonas 

syringae pv phaseo/icola (Burk) Down causante del tiz6n de halo en frijol y 

Xanthomonas campestris pv phaseoli (Smith) causante del tiz6n comun en el 

mismo hospedante provinieron del cepario del laboratorio de Fitobacteriologia 

del Departamento de Parasitologia de Ia Universidad Aut6noma Chapingo. 

3.1.3 Material de laboratorio e lnvernadero 

3.1.3.1 Medios de cultivo 

Los medios de cultivo utilizados en el presente trabajo (ver apendice) fueron los 

siguientes: 

a) 8 de King. 

b) Papa-Dextrosa-Agar (PDA). 
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c)MXPAGAR. 

d) MSP. 

e) Kado y Hesktt (serie D) 4. 

f) Kado y Heskett (serie D) 5. 

3.1.4. Otros materiales 

Suelo esteril, macetas de pliflstico con capacidad de 1 kg, autoclave, estufa, 

refrigeradores, balanza analitica (marca OHAUS), cajas de Petri, tubos de 

ensayo, matraces, pipetas, agua esteril, reloj, cinta metrica, asa, reactivos, 

camara fotografica. 

3.2 METODOS 

3.2.1. Disefio experimental 

Para el analisis de los datos obtenidos se plantearon dos disenos 

experimentales completamente al azar (Cuadro 2), donde Ia unidad 

experimental fue una planta de frijol po.r maceta, y las observaciones en 

general fueron hechas a hojas cotiledonares, primeras trifoliadas, a Ia 

base de los cotiledones, al apice y a las raices. 
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3.2.2. Variables de respuesta para el diseno 1 

Las evaluaciones para el diseno 1 se realizaron teniendo en cuenta Ia variable 

de respuesta longitud radicular en em (LR), peso fresco radicular 

Cuadro 2. Diseno de experimentos. Chapingo, Mexico. 1998. 

DISENO 1 

TRATAMIENTOS 

T1: Frijoi+Sml de P. fluorescens ANP15S 

REPETICIONES 

10 

T2: Frijol + P. fluorescens ANP15S X 2.5 Horas 

T3 :Frijol + Agua (testigo) 

DISENO 2 

10 

10 

TRATAMIENTOS REPETICIONES 

T1: Frijol + P.fluorescens ANP15S + P.syringae pv 10 

phaseolicola [Hojas cotiledonares (H. C.)] 

T2: Frijol + P.syringae pv. phaseolicola (H.C) (testigo) 10 

. T3: Frijol + P.fluorescens ANP15S + P. syringae pv 10 

phaseolicola (H.T.) 

T4: Frijol + P.syringae pv phaseolicola 10 

(Hojas trifoliadas H.T.) (testigo) 

T5: Frijol + P.fluorescens ANP15S + Xanthomonas 10 

campestris pv. phaseoli (H. C.) 

T6: Frijol +X. campestris pv. phaseoli (H. C) (testigo) 10 

T7: Frijol + P. fluorescens +X campestris pv. phaseoli (H.T.) 10 

T8: Frijol +X. campestris pv. phaseoli (H.T.) (testigo) 10 
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en g (PFR), peso seco radicular en g (PSR), longitud a Ia base de los 

cotiledones en em (LBC) y longitud al apice en em (LA) los dias despues de Ia 

siembra (D.D.S.) y sabre hojas cotiledonares (HC) y primeras hojas trifoliadas 

(HT). 

3.2.3. Variables de respuesta para el diseno 2 

3.2.3.1. Evaluaci6n de Ia severidad 

Se emple6 una escalade dario (0-11)con base al metoda de Horsfaii&Barralt 

donde Ia clase cero es cero severidad y Ia clase 11 es 1 00% de seve rid ad 

(Campbell y Madden, 1990); con los valores porcentuales se realiz6 el analisis 

de las datos y se obtuvo Ia curva de progreso de Ia enfermedad, asimismo se 

llev6 a cabo el calculo del area bajo Ia curva de progreso de Ia enfermedad 

(ABCPE), aplicando el programa MCM (Osada, 1990); y para el analisis 

estadistico de todos los datos se recurri6 al paquete SAS® 

3.2.4. Cultivo de plantulas 

Se sembr6 una semilla por maceta, en suelo esteril aproximadamente 1 kg, en 

todos los experimentos se aplic6 una lamina de riego uniforme, no hubo 

presencia de plagas, ni de enfermedades diferentes a las del prop6sito de esta 

investigaci6n. 
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3~2.5. Suspensiones e inoculaciones 

Para las cepas de bacterias correspondientes a (A) Pseudomonas fluorescens 

ANP15S, (B) Pseudomonas syringae pv phase/ico/a y (C) Xanthomonas 

campestris pv phaseoli, Ia obtenci6n del in6culo se llev6 a cabo desde cultivos 

de B. de King para A, y PDA para By C respectivamente, incubados a 27°C 

durante 24 horas donde posteriormente se obtuvo una suspenci6n en agua 

esteril a una concentraci6n de 3X 107 cel/ml , tomando como base el metodo de 

Takatsy·s (Kiraly eta/, 1974), para cada una respectivamente. La inoculaci6n 

se realiz6 de Ia siguiente forma: 

a) Diseiio 1 Tratamiento 1 (01T1). El 4 de marzo de 1998 se prepararon las 

suspensiones bacterianas de Pseudomonas fluorescens ANP15S, de 24 horas 

de incubadas; una vez hecho lo anterior, Ia semilla fue sembrada a 1.7 em y 

sobre esta se inocul6 con 5 ml de Ia suspensi6n bacteriana. 

b) Diseiio 1 Tratamiento 2 (D1T2). El 4 de marzo de 1998, fueron puestas 

bajo inmersi6n, para inoculaci6n las semillas, por un periodo de 2.5 horas; 

posteriormente fueron sembradas en macetas. 

c) Diseiio 2 Tratamientos 1 y 4 (D2T1 y T4); Diseiio 2 tratamientos 2 y 3 

(02T2 y T3). El 23 de abril de 1998 se procedi6 a realizar las suspensiones con 

cultivos de cepas bacterianas de Pseudomonas fluorescens ANP15S y P. 

syringae pv phaseo/icola de 24 horas de incubadas; las semillas se sometieron 

a inmersi6n por 2.5 horas en P. fluorescens, y posteriormente se dejaron en 
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inoculaci6n por inmersi6n 24 horas en suspensi6n de P. syringae pv 

phaseolicola. La inoculaci6n del testigo fue por 24 horas en suspensi6n de P. 

syringae pv phaseo/icola. Luego fueron sembradas. 

d) Diselio 2 Tratamientos 5 y 6 (D2T5 y T6); Diselio 2 Tratamientas 7 y 8 

(02T7 Yts). El 4 de junio de 1998 se realiz6 Ia preparaci6n de las suspensiones 

bacterianas de 24 horas de incubadas, Ia inoculaci6n fue mediante inmersi6n 

de las semillas por 2.5 horas en P. fluorescens ANP15S; luego, estas mismas 

semillas fueron puestas en contacto con Ia suspensi6n de X. campestris pv 

phaseoli por 24 horas. La inoculaci6n del testigo fue por 24 horas en 

suspensi6n de X. campestris pv phaseoli. 

3.2.6 Analisis de Ia informacion 

Para todos los tratamientos planteados en los dos disenos experimentales se 

les aplic61a prueba de Tukey para comparar las medias, con un a=0.05. 

32 



4. RESULTADOS Y DISCUSI6N 

4.1 Estimulaci6n del crecimiento del frijol con Pseudomonas 

fluorescens ANP15S 

4.1.1. Diseno experimental 1. Longitud radicular 

El analisis de varianza reflej6 diferencias estadlsticamente significativas en 

los tratamientos y donde Ia variable de respuesta fue Ia longitud radicular 

(Cuadro 3), igualmente al realizar Ia comparaci6n de medias mediante Ia 

prueba de Tukey, donde hubo una diferencia minima significativa de 2.9458 

(Figura 1). 

Cuadra 3. Analisis de varianza para Ia longitud radicular del frijol, 

Chapingo, Mex. 1998. 

Fuente GL sc CM Fe Pr>F 

Tratamiento 11 386.983666 35.18033 5.28 0.0010 

Error 18 119.906000 6.661444 

Total 29 506.889666 
R2 c.v. 
0.76 15.6 

Significancia a= 0.05 
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Figura 1. Comparaci6n de medias, longitud radicular 

4.1.2. Analisis diseno experimental 1, peso fresco radicular 

El analisis de varianza para Ia variable peso fresco radicular 

mostr6 diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 4), asi 

mismo ocurri6 en Ia comparaci6n de medias mediante Ia prueba de 

Tukey, donde hubo una diferencia minima significativa de 0.6116 

(Figura 2). 

CUADRO 4. Analisis de varianza peso fresco radicular, Chapingo, 1998 

Fuente GL SC CM Fe Pr>F 

Tratamiento 11 19.098333 1.7362121 6.05 0.0004 

Error 18 5.1686666 0.2871481 

Total 29 24.267000 

R2 c. v. 
0.79 31.71 

Significancia (a= 0.05) 
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Figura 2. Comparaci6n de medias peso fresco radicular 

4.1.3. Analisis diseflo experimental 1 - peso seco radicular 

El analisis de varianza para Ia variable peso seco radicular, reflej6 

diferencias e significativas entre tratamientos (Cuadra 5) de Ia misma 

forma ocurri6 el Ia prueba de comparaci6n de medias Tukey donde hubo 

una diferencia minima significativa de 0.0356 (Figura 3). 

CUADRO 5. Analisis de varianza peso seco radicular, Chapingo, 1998 

Fuente GL sc CM Fe. P> F 

Modelo 11 0.10031787 0.0091198 9.37 0.0001 

Error 18 0.01751152 0.0009728€ 

Total 29 0.11782939 
R2 c.v. 
0.85 26.381 

Significancia (a=0.05) 
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Figura 3. Comparaci6n de medias peso seco radicular. 

4.1.4. Analisis diseno experimental 1 - longitud a Ia base de los 
cotiledones 

El analisis de varianza para Ia variable Longitud a Ia Base de los Cotiledones, 

result6 con diferencias significativas entre tratamientos (Cuadra 6), asi mismo 

en Ia comparaci6n de medias realizada mediante Ia prueba de Tukey, donde 

hubo una diferencia minima significativa de 1.7263 (Figura 4). 

CUADRO 6. Analisis de varianza longitud a Ia base de los cotiledones, 
Chapingo, 1998. 

Fuente GL 
Tratamiento 11 

Error 

Total 

18 

29 

sc 
250.21233 

41.177333 

291.389666 

R2 C.V. 

0.86 23.28 

Significancia (a=0.05) 

CM Fe Pr>F 
22.7465757 9.94 0.0001 

2.28762963 
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Figura 4. Comparaci6n de medias longitud a Ia base de cotiledones 

4.1.5. Analisis diseno experimental 1- longitud al apice 

El analisis de varianza para Ia variable respuesta Longitud al apice, reflej6 

diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 7), asi mismo ocurri6 en 

Ia comparaci6n de medias hecha mediante Ia prueba de Tukey, donde se 

obtuvo una diferencia minima significativa de 2.1415 (Figura 5). 

CUADRO 7. Analisis de varianza Longitud al apice, Chapingo, 1998 

Fuente GL SC CM Fe Pr>F 
----------- ------------------------------------ --------- --- ----- -------------- ---------·------------ --------------- ----- ---- -- --------------------------- --- ------ --------·-------------------- -------- ---------------

Tratamiento 11 473.319000 43.029000 12.22 0.0001 

Error 18 63.3640000 3.5202222 

Total 29 536.683 
R2 c.v. 
0.88 19.20 

Significancia (a=0.05) 
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Figura 5. Comparaci6n de medias de longitud al apice 

Del analisis general se puede mencionar que de los tres tratamientos, el 

que present6 un mejor comportamiento agron6mico siempre fue el T1 , y 

tambien desde el punta de vista estadfstico para las variables longitud 

radicular, peso fresco radicular, peso seco radicular, longitud a Ia base de los 

cotiledones y longitud al apice, esto significa que al inocular Ia semilla de frijol 

para Ia siembra con 5 ml de Ia suspension de Pseudomonas fluorescens 

ANP15S. Estimula el crecimiento. 

En lo que respecta al tratamiento T2 fue similar el comportamiento para 

las variables longitud radicular, peso fresco radicular y peso seco radicular, 

aunque para las variables Ia longitud a Ia base de los cotiledones y longitud 

al apice no hubo diferencias significativas entre tratamientos y el testigo (T3); 

esto conlleva a pensar que el estfmulo que Ia bacteria P. fluorescens 

ANP15S ejerce sabre Ia semilla de frijol es evidente, como tambien su 

relaci6n directa con el crecimiento en el estado de plantula. 
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4.2. CONTROL BIOL6GICO Diselio 2 

Para evaluar el control biol6gico en los siguientes ocho tratamientos se calcul6 el 

area bajo Ia curva del progreso de Ia enfermedad (ABCPE) y se ajustaron las curvas de 

progreso de Ia enfermedad a los modelos epidemiol6gicos, teniendo como base los 

valores de Ia severidad y los periodos de tiempo en dias despues de Ia siembra (DDS). 

4.2.1 AREA BAJO LA CURVA DEL PROGRESO DE LA ENFERMEDAD 

4.2.1.1 Efecto de Pseudomonas fluorescens ANP15S frente a Pseudomonas syringae 

pv phaseolicola y a Xanthomonas-campestris pv phaseoli en hojas cotiledonares de frijol 

Para los tratamientos a las hojas cotiledonares, donde se prob6 el efecto de 

Pseudomonas fluorescens ANP15S frente a Pseudomonas syringae pv phaseolicola, y 

frente a Xanthomonas campestris pv phaseoli se pudo constatar que existen diferencias 

significativas entre tratamientos con Ia prueba de Tukey (a=0.05), teniendo el 

tratamiento T1 (frijoi+P. fluorescens ANP15S + P. syringae pv phaseolicola) mejor 

respuesta, donde Ia severidad fue cero durante el periodo de evaluaciones (Cuadro 8). 

Cuadro -s. Comparacion de medias de ABCPE de los tratamientos 1 ,2,5,6. 

Chapingo, 1998 
-- - ---------- -----------

MEDIA TRATAMIENTO 
--------··-·--- - -- -·-··-· --- ·· ·····-·- ··---------- - - - ---

233.01 2 a 

212.82 5 a 

212.59 6 a 

0.00 1 b 
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4.2.1.2. Efecto de Pseudomonas fluorescens ANP15S frente a Pseudomonas syringae 

pv phaseolicola y a Xanthomonas campestris pv phaseoli en primeras hojas trifoliadas 

en frijol 

Para los tratamientos donde se evaluaron las primeras hojas trifoliadas, se evidenci6 

que no hubo diferencias entre tratamientos, aunque Ia severidad para el tratamiento T3 

fue de cero (Cuadro 9). La explicaci6n a este comportamiento puede estar relacionada 

con varios factores dentro de los cuales se puede destacar, Ia susceptibilidad 

intermedia del hospedante y Ia heterogeneidad en los datos registrados en las 

evaluaciones. 

Cuadro 9. Comparacion de medias ABCPE tratamientos 3,4,7,8. Chapingo, 1998. 
-·- ·---·--------- -- - · - ·-- - -

MEDIA TRATAMIENTO 

73.22 4 a 

60.73 8 a 

59.84 7 a 

0.00 3 a 

4.2.2. CURVA DE PROGRESO DE LAS ENFERMEDADES 

Para los tratamientos de frijol + P. fluorescens ANP15S +Pseudomonas syringae 

pv phaseolicola y frijol + P. syringae pv phaseolicola se realizaron ocho evaluaciones 

para cada uno a hojas cotiledonares, en T1 hasta el dia 17 despues de Ia siembra no se 

presentaron sintomas de dano foliar, mientras que a partir del dia 11 si se present6 en 

T2 dano en Ia lamina foliar de las hojas cotiledonares siendo ascendente desde esa 

fecha. 
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AI realizar el ajuste de Ia curva para T2 (Figura 6) se observ6 que el modelo 

logistico es el que mejor represent6 el desarrollo de Ia enfermedad (tiz6n de halo), 

tomando en cuenta el valor de R2 (Cuadro 1 0). 

Para el caso de los tratamientos T3 y T 4, se realizaron seis evaluaciones a 

primeras · hojas trifoliadas; en T3 Ia severidad fue de cero durante el periodo de 

evaluaciones, mientras que para T4 los primeros sintomas se presentaron a partir del 

dia 14. 

AI realizar el ajuste de Ia curva para T4 (Figura 7 ), se observ6 que el modelo 

monomolecular es el que mejor represent6 el desarrollo de Ia enfermedad (tiz6n de 

halo), tomando el valor de R2 (Cuadro 1 0). 

Para el caso de los tratamientos T5 y T6, se llevaron a cabo nueve evaluaciones a 

hojas cotiledonares, para los dos tratamientos se present6 dano en lamina foliar desde 

el dia 11. 

AI realizar el ajuste para T5 (Figura 8) y para T6 (Figura 9) se observ6 que el 

modelo monomolecular es el que mejor represent6 el desarrollo de Ia enfermedad 

(Tiz6n comun) para T5 y para T6, tomando al valor de R2 (Cuadro 1 0). 

Para el caso de los tratamientos T7 y T8, se llevaron a cabo cinco evaluaciones a 

primeras hojas trifoliadas, Ia severidad se present6 en ambos casos desde el dia 16. 
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AI realizar el ajuste para T7 (Figura10) y para T8 (Figura 11) se observ6 que el 

modelo monomolecular es el que mejor representa el desarrollo de Ia enfermedad (tiz6n 

comun) (Cuadro 1 0). 

Cuadro 10. Modelos epidemiologicos que se ajustaron a las curvas de progreso, 

Chapingo, 1998. 

TRATAMIENTO R2 MODELO ECUACIQN DE LA RECTA 
----------- ------
1 

2 0.970117 L y=-17.64108+1.2822t 

3 

4 0.96979 M y=-1.054867+0.0846t 

5 0.920160 M y=-0.881257+0.0782t 

6 0.919789 M y=-0.882180+0.7834t 

7 0.910533 M y=-1.662661 +0.1 019t 

8 0.953519 M y=-1.240191+0.0783t 

L = logistico, M = monomolecular, t es tiempo (dias despues de Ia siembra). 
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5. CONCLUSIONES 

Dentro de los limites establecidos en Ia presente investigaci6n se concluye lo siguiente: 

1. Existe efecto antagonista de Pseudomonas fluorescens ANP15S frente a 

Pseudomonas syringae pv phaseolico/a, para Ia variedad de frijol Negro 8025 en los 

estados fenol6gicos comprendidos entre hojas cotiledonares y primeras hojas 

trifoliadadas. 

2. La variedad de frijol negro (Phaseo/us vulgaris L.) 8025 es susceptible al ataque 

de las bacterias Pseudomonas syringae pv phaseolicola y Xanthomonas campestris pv 

phaseoli. 

3. Pseudomonas f/uorescns ANP15S estimula el crecimiento de plimtulas de frijol 

cuando Ia semilla es inoculada con 5 ml de suspensi6n bacterial. 

4. AI inocular semillas de frijol con suspensi6n de Pseudomonas f/uorescens 

ANP15S por 2.5 horas se logra que su efecto estimule el crecimiento de las plimtulas de 

frijol. 

5. Pseudomonas fluorescens ANP15S no ejerci6 control biol6gico frente a Ia 

bacteria Xanthomonas campestris pv phaseoli. 

6. La bacterizaci6n de semilla de frijol podria ser una alternativa de control biol6gico 

con respecto a los metodos regulares de protecci6n quimica. 
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7. APENDICE 

7.1 Medics de cultivo 

a. Medic de cultivo B de King eta/- agar KB 

Peptona proteasa N°3 Difco 

K2HP04 

MgS047H20 

Agar 

Glicerol 

PH= 7.2 

b·. Papa - dextrosa - agar (PDA) 

Papa en trozos 

Dextrosa 

Agar 

c. MXP -Agar 

Almid6n (papa soluble) 

Glucosa 

Extracto de levadura 

K2HP04 

KH2P04 

Bromuro de potasio 

Metil violeta 28 

Metil verde 

Agar 

d. MSP 

Sucrosa 

Peptona 

Para 11tH20 

20.0 g 

1.5 g 

1.5 g 

15.0 g 

15.0 ml 

200g 

20 g 
15 g 

Bg 

1 g 

0.7 g 
0.8 g 
0.6 g 
10 g 

30 J.ll 

60JJ.I 

15 g 

20g 

5g 



K2HP04 

MgS047H20 

Agar 

e. Kado y Heskett serie 04 (Pseudomonas) 

Glicerol 

Sacarosa 

Caseina hidrolizada 

NH4CI 

Na2HP04 

Laurato de sodio 

Agar 

f. Kado y Heskett serie 05 (Xanthomonas) 

Celobiosa 

K2HP04 

NaH2P04 

NH4CI 

MgS047H20 

Agar 

0.5 g 
0.25 g 

20 g 

100 ml 

10 g 
1 g 

Sg 

2.3g 

0.6 g 

15 g 

10 g 

3g 

1 g 

1 g 

0.3 g 

15 g 
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