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Resumen

El frijol comtn (un cultivo basico de semilla y una leguminosa importante) es susceptible al tizén del frijol (Xantho-
monas axonopodis). El estudio control6 el tizén del frijol en el laboratorio y en el invernadero utilizando productos
boténicos y bactericidas. Se utilizé un disefio completamente aleatorizado y replicado y se registré el porcentaje de
germinacion, el nimero de hojas, la longitud del brote, el peso de la semilla, el peso fresco del brote, la incidencia de
la enfermedad y la severidad. Por medio del in vitro, el control del patégeno dependié de la aplicacién de antibiéticos:
tetraciclina, cefalosporina, lincomicina y eritromicina en orden de eficacia, dando un 52,2-100 % de inhibicién del pa-
tégeno. Los extractos acuosos in vitro de Eucalyptus globulus, Aframomum melegueta, Ricinus communis y Acmella oleracea
inhibieron eficazmente el 25,0-62,5 % del crecimiento bacteriano. En el invernadero, los efectos de los bactericidas qui-
micos en las especies de Xanthomonas revelaron una diferencia significativa en el ntimero de hojas a los 49 dias después
de la inoculacién (DDI). También la inhibicién porcentual de las especies de Xanthomonas por los bactericidas oscil6
entre el 46,2% y el 97,5% entre los 6 y los 56 DDI. La longitud de los brotes fue significativamente diferente bajo la
influencia de los extractos vegetales a los 35 y 49 DDI. Los extractos vegetales causaron una inhibicién porcentual del
patégeno del 36,4 % al 90,9 % entre los 6 y los 56 DDI. Se requiere la formulacién de aplicaciones agricolas utilizando
estos agentes de control.

Palabras clave: Bactericidas, tizén comuin del frijol, proteina vegetal, Xanthomonas campestris, Xanthomonas phaseoli.
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Abstract

Common bean (a major staple seed crop and legume) is susceptible to bean blight (Xanthomonas axonopodis). The study
controlled bean blight in the laboratory and screen-house using botanicals and bactericides. Completely randomized
and replicated design was used and recorded percentage germination, number of leaves, shoot length, seed weight,
shoot fresh weight, disease incidence, and severity. In vitro, control of the pathogen depended on the application of
antibiotics: tetracycline, cephalosporin, lincomycin, and erythromycin in order of efficacy, giving 52.2-100 % inhibition
of the pathogen. In vitro, aqueous extracts of Eucalyptus globulus, Aframomum melegueta, Ricinus communis, and Acme-
lla oleracea effectively inhibited 25.0-62.5% of the bacterial growth. In screen-house, effects of chemical bactericides
on Xanthomonas species revealed a significant difference in the number of leaves at 49 days after inoculation (DAI).
Also, percentage inhibition of Xanthomonas species by the bactericides ranged from 46.2-97.5% from 6-56 DAI. Shoot
lengths were significantly different under the influence of plant extracts at 35 DAI and 49 DAI. Plant extracts caused
36.4-90.9 % percentage inhibition of the pathogen from 6-56 DAI. Formulation of agricultural applications using these
control agents is required.

Keywords: Bactericides, common bean blight, plant protein, Xanthomonas campestris, Xanthomonas phaseoli.
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Estudio de la eficacia de los extractos de plantas y agentes bactericidas aplicados contra Xanthomonas

axonopodis, el agente causante del tizon del frijol

1 Introduccion

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) es
una de las leguminosas mas importantes a nivel
mundial. Sus formas cultivadas incluyen el fri-
jol francés, frijol blanco, frijol para ensalada, frijol
tierno, frijol de vaina y frijol rojo. Entre 2019 y 2022,
la produccién de frijol comtn seco alcanzé aproxi-
madamente los 28 millones de toneladas (Kadege
et al.,, 2022; FAOSTAT, 2024). La FAO (1999) y Porch
et al. (2013) reportaron que el valor de mercado del
frijol supera al de todas las demads especies de legu-
minosas. Aunque los datos de rendimiento siguen
siendo inconsistentes en Africa, el continente repre-
senta aproximadamente 7,8 millones de hectédreas
-es decir, cerca del 25%- del 4rea global cultivada
con frijol.

El frijol constituye un alimento basico para mi-
llones de hogares en Africa. En Africa subsahariana
-particularmente en paises del este como Etiopia,
Kenia, Burundi, Tanzania y Uganda-, asi como en
Africa occidental, especialmente en Nigeria, el fri-
jol representa una fuente importante de ingresos y
seguridad alimentaria (Howard et al., 2005; CABI,
2022; FAO, 1999; Kadege et al., 2022). El frijol se
cultiva en todo el mundo no solo por sus semillas
y vainas comestibles, sino también por sus hojas y
rastrojo, que se utilizan como forraje.

Desde el punto de vista nutricional, el frijol es
rico en fibra dietética, proteinas, y vitaminas esen-
ciales (por ejemplo, las vitaminas A y C) y minerales
clave como hierro, zinc, cobre, potasio, calcio y mag-
nesio, que aportan entre un 8 y 10% de proteinas
por cada 100 g de consumo diario y es especialmen-
te rico en aminodcidos esenciales, particularmente
en lisina y triptéfano, aunque presenta deficiencia
de metionina. Adema4s, contiene niveles minimos
de grasa y cantidades insignificantes de colesterol
nocivo (CABI, 2022; Camara et al., 2013; Chen et al.,
2021).

Camara et al. (2013) y Kadege et al. (2022) han
clasificado al frijol como un alimento funcional de-
bido a sus efectos beneficiosos sobre la salud hu-
mana. Esto se atribuye a su elevado contenido de
compuestos fendlicos, almidones complejos, vita-
minas y fructooligosacaridos, que contribuyen a la
prevenciéon y manejo de enfermedades cardiovas-
culares, diabetes y diversos tipos de cancer. El frijol
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puede conservarse mediante secado, coccién y en-
latado, o bien ser procesado en forma de harinas
alternativas libres de gluten.

No obstante, la produccién de frijol se ve limi-
tada por diversos factores, entre ellos las enferme-
dades, plagas de insectos, baja fertilidad del suelo
(especialmente deficiencia de f6sforo), estrés abioti-
co como la sequia, escasa adaptabilidad de las va-
riedades introducidas, acceso restringido a insumos
agricolas y practicas de manejo subdptimas (Kima-
ni et al., 2005; Akibode and Maredia, 2011; Porch
et al., 2013; Beebe et al., 2014; OECD, 2016; Mondo
etal., 2019; Kadege et al., 2022).

La escaldadura bacteriana comun -causada
por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (familia
Lysobacteraceae /Xanthomonadaceae)- se encuen-
tra entre las cinco enfermedades bacterianas maés
severas que afectan al frijol. Este patégeno infecta
el follaje, las vainas, las semillas y los tallos (ISTA,
2007; Muedi and Fourie, 2014; Chen et al., 2021).
Seguin Karavina et al. (2011) y Manju et al. (2024),
la severidad de la enfermedad alcanza su punto
méximo a temperaturas entre 25 °C y 35 °C, espe-
cialmente bajo condiciones de alta pluviosidad y
humedad relativa. Estos estudios estiman pérdidas
de rendimiento de hasta un 40 % bajo dichas condi-
ciones.

Dada la magnitud de las pérdidas de rendimien-
to asociadas a esta enfermedad, los investigadores
han aumentado los esfuerzos para desarrollar es-
trategias de manejo sostenibles. Chen et al. (2021)
sefialaron la escasez de opciones eficaces de control
quimico o biolégico para enfermedades bacterianas,
lo que limita a los agricultores al uso de practicas
culturales. Sin embargo, confirmaron la eficacia de
fungicidas a base de cobre con propiedades bacteri-
cidas, estreptomicina, kasugamicina y fertilizantes
foliares a base de manganeso en el control de infec-
ciones bacterianas.

Karavina et al. (2011) y Muedi and Fourie (2014)
destacaron la efectividad de los bactericidas a base
de cobre -incluidos el oxicloruro de cobre, 6xido de
cobre, sulfato de cobre e hidréxido de cobre-, asi co-
mo del dietilditiocarbamato de potasio, en el mane-
jo de infecciones foliares bacterianas. Asimismo, los
compuestos derivados de plantas como los aceites
esenciales muestran un potencial para el control de
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la escaldadura bacteriana. Aunque los antibiéticos
sintéticos como la estreptomicina y la kasugamicina
pueden actuar exitosamente sobre patégenos exter-
nos, hasta el momento no se ha logrado erradicar X.
axonopodis del interior de semillas infectadas.

Céamara et al. (2013) y Porch et al. (2013) han
mencionado la escasa representacién de investiga-
ciones sobre el frijol comtn, particularmente en
Africa, lo cual contribuye a los bajos rendimientos
en la regién a pesar de la importancia econémica
y nutricional del cultivo. En este contexto, el pre-
sente estudio evaltia rigurosamente la eficacia an-
timicrobiana de extractos vegetales seleccionados y
compuestos bactericidas frente a X. axonopodis, con
el objetivo de proponer soluciones de manejo renta-
bles y ecolégicamente sostenibles.

2 Materiales y Métodos

2.1 Area de estudio

Este estudio se llevé a cabo en Nigeria, en la Univer-
sidad Federal Alex Ekwueme Ndufu-Alike, Abaka-
liki (6.069°N, 8.199°E). Las leguminosas como el
frijol caupi, frijol comun, frijol gandul, mani bam-
bara, soya, frijol mungo, frijol espada, entre otras,
se cultivan ampliamente en todas las zonas agro-
ecolégicas de Africa Occidental, incluida Nigeria.
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Sin embargo, los rendimientos del frijol en la
region suelen estar por debajo del promedio mun-
dial debido a diversas limitaciones en la produc-
cién, entre las cuales destacan las plagas y enferme-
dades. Las condiciones ecolégicas necesarias para el
cultivo de frijol son similares a las requeridas por
Xanthomonas axonopodis (Figura 1). Esto constituye
un problema para el manejo de este patégeno.

2.2 Preparacion de los extractos vegetales

Los 6rganos vegetales (como las semillas de Ricinus
communis, flores de Acmella oleracea, resina de Eu-
calyptus globulus y semillas de Aframomum melegue-
ta) utilizados para el control del tizén bacteriano del
frijol se recolectaron en Abakaliki y sus alrededo-
res. Estos materiales vegetales se lavaron con agua
corriente y posteriormente se esterilizaron superfi-
cialmente con hipoclorito de sodio al 1% durante
5 minutos. Luego, se maceraron hasta obtener una
pasta o polvo utilizando un mortero y una maja. Ca-
da extracto contenia 165 g de tejido vegetal por litro
de agua destilada estéril y se someti6 a extracciéon
durante 24 horas. Las plantas utilizadas fueron: ri-
cino (Ricinus communis), planta del dolor de muelas
(Acmella oleracea), eucalipto azul (Eucalyptus globu-
lus) y pimienta de Guinea o grano del paraiso (Afra-
momum melegueta).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Humedad relativa (%)

o

humedad relativa

Figura 1. Patrones tipicos de temperatura, humedad relativa y precipitacion en los sitios de estudio en Abakaliki, estado de
Ebonyi. Figura adaptada de Ndifon (2022).
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2.3 Preparacion de los extractos vegetales

Las semillas y brotes de frijol rojo utilizados pa-
ra el ensayo se obtuvieron inicialmente de Jos (en
el estado de Plateau), Nigeria. Los 6rganos de la
planta se desinfectaron superficialmente mediante
hipoclorito de sodio al 1% durante dos minutos, y
posteriormente se enjuagaron con agua destilada
estéril. Para el aislamiento del patégeno se empled
agar nutritivo autoclavado, enriquecido con fluco-
nazol que contenia glucosa (1 g por litro), segtin el
protocolo (Kado and Heskett, 1970). Se colocaron
asépticamente tres semillas por caja de Petri sobre
el medio de cultivo.

Las placas se incubaron a 28+2°C durante 24 ho-
ras. Los crecimientos bacterianos observados fueron
subcultivados individualmente y examinados para
verificar la similitud entre las colonias. Afortunada-
mente, solo se aisl6 un tipo de colonia bacteriana a
partir de los tejidos del frijol. El subcultivo se con-
tinud con el objetivo de purificar el aislamiento. El
patégeno se conservé a 4°C y se utilizé posterior-
mente para su caracterizacién morfolégica y bioqui-
mica (Sinclair and Dhingra, 1995; Grimault et al.,
2024).

2.4 Recuento microbiano total

Se realiz6 una dilucién seriada hasta 1 x 10° del
homogeneizado en tubos de ensayo estériles me-
diante el método de suspension directa (Ordorfiez
et al., 2023). Se puso en un pipete un mililitro de la
muestra de frijol diluida en cada caja de Petri mar-
cada en serie.

Se utilizé agar nutritivo para el recuento total.
Para el cultivo bacteriano se emple6 el método de
estriado en placa. La esterilizacién por autoclave se
realizé a 120°C, 15 psi durante 15 minutos. Al fina-
lizar la incubacién, se contaron las colonias y se cal-
cularon las unidades formadoras de colonias (UFC)
por mililitro de suspension. Este procedimiento per-
mitié obtener una estimacién precisa del recuento
viable de UFC bacterianas.

2.5 Caracterizacion e identificacion de los
aislamientos bacterianos

Para la caracterizacion e identificacion del patégeno
se recurri6 a pruebas fenotipicas y bioquimicas (IS-

LA GRANIJA: Revista de Ciencias de la Vida 42(2) 2025:61-77.

©2025, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.

TA, 2007; Rajyalakshmi et al., 2016; Ordériez et al.,
2023; Grimault et al., 2024). Se recomienda emplear
una combinacién de pruebas para lograr una iden-
tificaciéon mds precisa. En este estudio se utilizaron
opciones tanto fenotipicas como bioquimicas para
la identificacion del patégeno.

2.5.1 Tincion de Gram de los aislamientos bacteria-
nos

Se extendi6é una colonia bacteriana sobre un por-
taobjetos limpio y se flame6 brevemente sobre un
mechero de Benson. Se afiadi6 solucién acuosa de
cristal violeta al 0,5% sobre la zona extendida du-
rante 30 segundos y luego se lavé con agua durante
un minuto. Posteriormente, se aplicé solucién de
yodo de Gram durante un minuto y se enjuagé con
una frasco lavador. Se procedié a una decoloracién
répida con etanol al 95 %.

La preparacién se tint6 con safranina durante 10
segundos, se enjuagd nuevamente con el frasco la-
vador, se secd y se observé en el microscopio pa-
ra evaluar la presencia de tincién bacteriana (Rajya-
lakshmi et al., 2016; Ordéiiez et al., 2023).

2.5.2 Prueba de motilidad de los aislamientos bacte-
rianos

La prueba se llev6 a cabo utilizando un caldo nutri-
tivo + glucosa que actia como medio semisélido.
Este medio se prepar6 siguiendo las instrucciones
del fabricante. El caldo se vertié en tubos de ensayo
y se inocul6é mediante la técnica de puncién vertical
con crecimiento bacteriano joven (cultivado duran-
te 24 horas). La incubacién se realizé a 284+2°C. Se
examinaron los tubos para observar el crecimiento
y signos de motilidad. Si las bacterias son méviles,
el crecimiento se dispersa lateralmente en el medio
con el paso del tiempo tras la inoculaciéon por pun-
cién.

2.5.3 Caracterizaciéon morfoldgica de los aislamien-
tos bacterianos

Las bacterias se sembraron por estriado sobre el me-
dio respectivo y se incubaron a 28+2°C durante 24
horas. Al finalizar la incubacién, se evaluaron las
colonias en cuanto a las caracteristicas morfolégicas
y culturales, incluyendo el tipo de margen, natura-
leza de la superficie, textura, elevacién, forma, co-
lor y grado de transparencia o translucidez de la co-
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lonia (Wogu and Ofuase, 2014; Rajyalakshmi et al.,
2016).

2.5.4 Caracterizacion bioquimica de los aislamien-
tos bacterianos

El aislamiento bacteriano se identific6 mediante las
siguientes pruebas bioquimicas: utilizacién de car-
bohidratos (empleando glucosa), catalasa, ureasa,
esculina, consumo de oxigeno, produccién de sul-
furo de hidrégeno, hidrélisis de almidén, reduc-
cién de nitratos, oxidasa, prueba de KOH y urea-
sa (Saddler and Bradbury, 2005; Porch et al., 2013;
Wogu and Ofuase, 2014; Rajyalakshmi et al., 2016;
Grimault et al., 2024).

Las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas
del aislamiento revelaron que el patégeno corres-
ponde a X. axonopodis (asociado al patovar phaseoli
de acuerdo con la literatura especializada, manua-
les, resultados de patogenicidad y en contraste con
otros agentes bacterianos probables en frijol) (Ta-
bla 1). Se realizaron pruebas de patogenicidad in vi-
vo con estos aislamientos, demostrando que el frijol
rojo presenta alta susceptibilidad (Grimault et al.,
2024).

2.6 Preparacion de la cepa bacteriana uti-
lizada en los ensayos in vitro e in vivo

La escaldadura bacteriana del frijol o escaldadura
comun del frijol es causada por Xanthomonas axono-
podis pv. phaseoli (Smith) Vauterin et al. (sinénimos:
Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Smith) Dye; o
Xanthomonas phaseoli pv. fuscans (Burkholder) Starr
& Burkholder).

Se incubaron las placas en agar nutritivo a
2842°C durante 24 horas. Se realizé una dilucién
seriada hasta 1 x 10° del cultivo homogeneizado en
tubos de ensayo estériles. Se utiliz6 el estandar 0,5
de McFarland para preparar densidades de in6cu-
lo de 1,0 x 10° UFC mL~!' mediante el método de
suspension directa en agua salina (con NaCla 8,5 g
L) (Wogu and Ofuase, 2014; Ordétiez et al., 2023;
Grimault et al., 2024).
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2.7 Ensayos in vitro

2.7.1 Evaluacion de bactericidas contra X. axonopo-
dis

Se evaluaron in vitro los patrones de resistencia a
antibidticos y la actividad antimicrobiana de los
aislamientos bacterianos mediante el uso de bac-
tericidas quimicos. Los antibiéticos empleados in-
cluyeron eritromicina, tetraciclina, cefalosporina y
lincomicina (todos a una concentracién de 500 mg
de las formulaciones comerciales por litro) (Wogu
and Ofuase, 2014; Rajyalakshmi et al., 2016; Or-
doriez et al., 2023). Se incluy6 un control negativo
utilizando tinicamente agua destilada estéril como
placebo.

Se utiliz6 agar nutritivo enriquecido con dextro-
sa para esta prueba. La superficie del agar se cubrié
completamente con el agente antibiético emplean-
do la técnica de extensién en placa. Las concentra-
ciones utilizadas fueron del 0%, 50% y 100%. Se
utilizé un sacabocados de 6 mm de didmetro para
realizar asépticamente un orificio en el centro del
agar, al cual se aplicaron 50 uL de la suspension de
X. axonopodis.

El antibiético se difundi6 en el agar inhibiendo
el crecimiento del patégeno. La incubacién se reali-
z6 a 2842°C durante 24 horas. Se observaron las
placas en busca de zonas de inhibicién; el didmetro
(mm) se midi6 y registr6 utilizando un calibrador
(Saddler and Bradbury, 2005; Mounyr et al., 2016).

2.7.2 Evaluacién de extractos vegetales contra X.
axonopodis

También se evaluaron in vitro la resistencia a anti-
bidticos y la actividad antimicrobiana de los aisla-
mientos bacterianos utilizando extractos vegetales.
Los extractos evaluados incluyeron Eucalyptus glo-
bulus, Acmella oleracea, Aframomum melegueta y Rici-
nus communis. Se incluy6é un control negativo entre
los tratamientos, el cual fue inoculado con el pat6-
geno sin aplicar ningtin agente inhibidor, mostran-
do por tanto los efectos completos de la infeccién.

Se utiliz6 agar nutritivo con fluconazol como
medio de cultivo. La prueba se replicé tres veces.
Se inoculé toda la superficie del agar utilizando la
técnica de extension en placa con 50 uL de la sus-
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pension de X. axonopodis preparada previamente. Se
realizé un orificio central aséptico en el agar usan-
do un sacabocados de 6 mm de didmetro, donde se
aplicaron 100 uL del extracto vegetal.

El extracto se difundi6 en el agar e inhibi6 el cre-
cimiento del patégeno. Las placas se incubaron a
2842°C durante 24 horas. Se observaron zonas de
inhibicién y se midi6 el didmetro del crecimiento
(mm) utilizando un calibrador, registrando los da-
tos correspondientes.

2.8 Ensayos in vivo

Ensayo 1: Efecto de los extractos vegetales sobre la
escaldadura del frijol rojo: consecuencias en el creci-
miento y rendimiento de plantas de frijol bajo inver-
nadero

Los extractos vegetales (preparados previamente)
se aplicaron a concentraciones de 0,0%, 50% y
100%, preparadas mediante diluciones en progre-
sién aritmética. El ensayo in vitro bajo disefio com-
pletamente al azar (DCA) incluy6 nueve tratamien-
tos: un control, A. oleracea (50% y 100%), E. globu-
lus (50% y 100%) y R. communis (50 % y 100 %). Las
plantas se cultivaron durante 90 dias antes de la fi-
nalizacién del ensayo.

Ensayo 2: Efecto de bactericidas sobre X. axonopodis
en frijol rojo: consecuencias en el crecimiento y ren-
dimiento de plantas de frijol bajo invernadero

El experimento en macetas, bajo disefio completa-
mente al azar (DCA) y con tres repeticiones, inclu-

y6 los siguientes tratamientos: un control negati-
vo, tetraciclina (0%, 50 % y 100 %), lincomicina (0 %,
50% y 100%) y cefalosporina (0%, 50% y 100%).
Las plantas se cultivaron durante 90 dias antes de
concluir el ensayo. Cada fungicida se preparé a una
concentraciéon de 500 mg L~! a partir de formula-
ciones comerciales.

2.9 Recoleccion y analisis de datos

El porcentaje de germinacion se calculé dividien-
do el ntimero total de semillas germinadas entre
el nimero total de semillas sembradas por parcela,
multiplicado por 100%. El vigor de las plantulas se
determiné utilizando una escala (Ndifon, 2023). Se
evalué la severidad de la enfermedad utilizando la
escala presentada en la Tabla 1.

El porcentaje de inhibicién del patégeno se cal-
cul6 utilizando la ecuacion 1.

Pl = (C_T) *100%
C

Donde, PI es el porcentaje de inhibicién del cre-
cimiento del patégeno. C es el radio cubierto por
el patégeno en el control negativo. Y T es el radio
cubierto por el patégeno en la placa tratada.

(D

Tabla 1. Escala de severidad de la enfermedad.

Clasificacion Gravedad %

Descripcion de la gravedad en brotes/hojas

0 0,0-0,99 %
1 1-3.0%

2 3,1-10%

3 10,1-20 %
4 20,1-30%
5 30,1-40%
6 40,1-50 %
7 50,1-60 %
8 60,1-70 %
9 70,1-80 %
10 80,1-90 %
11 90,1-100 %

Sin lesiones, buen color de las hojas y plantas vigorosas

Sintomas visibles dificiles de discernir

Algunas lesiones de tizén en la planta

Ligeramente mds lesiones de tizén que en 1

Pequeiias lesiones de tizén con esporulacién limitada

Plantas con pocas superficies grandes de tizon y esporulacion
Abundante y generalmente grandes superficies de tizon con esporulacién
Plantas con lesiones grandes, tejido clordtico y necrético

Esporulacién y lesiones coalescentes muy discernibles

Gran esporulacion, lesiones coalescentes y pocas hojas caidas Hojas
Caida de hojas muy desenfrenada, gran esporulacién y lesiones coalescentes
Caida de hojas mas alta, hojas caidas, plantas muertas
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Los datos recolectados incluyeron: porcentaje
de germinacién, vigor de las plantulas, ndmero de
hojas, longitud del brote, didmetro del tallo, na-
mero de ramas, peso de semillas, peso fresco del
brote, nimero de vainas, incidencia y severidad de
la escaldadura. Se registr6 la incidencia de la escal-
dadura dividiendo el ntimero de plantas infectadas
entre el ndmero total de plantas en el tratamiento
evaluado, multiplicado por 100 %.

Los datos se sometieron a un andlisis de varian-
za (ANOVA), y las medias se compararon mediante
la prueba de rangos multiples de Duncan (DMRT)
con un nivel de significancia de p < 0,05.

3 Resultados y Discusion

Los resultados de la caracterizacién fenotipica y de
las pruebas bioquimicas realizadas sobre la bacte-
ria se presentan en la Tabla 2. Estas pruebas, junto
con la evidencia reportada en la literatura cientifica
(Schaad et al., 2001; Lacy and Lukezic, 2004; Saddler
and Bradbury, 2005; ISTA, 2007; Wogu and Ofua-
se, 2014; Rajyalakshmi et al., 2016; Ordéiiez et al.,
2023; Grimault et al., 2024), permitieron confirmar
la identidad del microorganismo Xanthomonas axo-

nopodis.

El control del patégeno in vitro mediante el uso
de bactericidas se ejecut6 exitosamente y sus resul-
tados se muestran en la Figura 2.

La eficacia de la tetraciclina (a concentraciones
del 50% y 100%) fue significativamente superior
al resto de los tratamientos (Tabla 3). Los demas
tratamientos —eritromicina al 50 %, lincomicina y
cefalosporina (cada uno al 50% y 100 %)— también
presentaron una eficacia superior al control. Los
bactericidas lograron una excelente inhibicién del
crecimiento bacteriano, con porcentajes de inhibi-
cién comprendidos entre el 52,2 % y el 100 %, segtn
el tamafio de la zona de inhibicién observada.

Los extractos vegetales también controlaron efi-
cazmente a X. axonopodis in vitro, generando una re-
duccién del crecimiento radial (Tabla 3). Estos ex-
tractos produjeron un rango de inhibicién del pa-
tégeno entre el 28,8% y el 62,5%. Los tratamien-
tos més eficaces fueron Eucalyptus globulus al 100 %,
Aframomum melegueta al 100%, Ricinus communis
al 100% y al 50%, seguidos de Acmella oleracea al
100%, todos ellos con una accion destacada contra
X. axonopodis in vitro.

Tabla 2. Caracterizacién de la cepa bacteriana utilizada.

Caracterizacion de la cepa bacteriana utilizada

2
= 8 =
s . < Q
& o o) = © = s
5L > 2 o .S 5 5 Q.= g
2 E EE = TE 2 g 3 S E £
— [ j=
s 3 5 & = <3 g = g €3 g 2
3 g £ & 853 & 5 & 5 ° G g
5 2

o [ p= /@ 0 = m = O =

Circular, .

. . . Anaranjado-
caracteristicas - + Entero Brillante Lisa Elevada convexa, . -
. amarillo
irregular
=
t, . - 2.2 z SE
%]
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*Los rasgos pueden ser positivos (+) o negativos (*). El simbolo + o ~ indica el tipo de respuesta del organismo frente al agente utilizado. Las
respuestas esperadas se indican con +, mientras que la ausencia de respuesta esperada se indica con .
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Figura 2. Efecto de los bactericidas sintéticos sobre X. axonopodis in vitro.
Los promedios acompafiados por la(s) misma(s) letra(s) no difieren significativamente entre si segiin la prueba de rangos multiples
de Duncan (DMRT) con un nivel de significancia de p < 0,05.

Tabla 3. Inhibicion del crecimiento de X. axonopodis por bactericidas vegetales y quimicos seleccionados in vitro.

Bactericidas quimicos

% de inhibicién

Cefalosporina 50 % 81,1
Cefalosporina 100 % 88,9
Lincomicina 50 % 77,8
Lincomicina 100 % 85,6
Tetraciclina 50 % 100,0
Tetraciclina 100 % 100,0
Eritromicina 50 % 52,2
Eritromicina 100 % 85,6
Extractos vegetales % de inhibicion

Aframomum melegueta 100 % 53,8
Aframomum melegueta 50 % 28,8
Eucalyptus globulus 100 % 62,5
Eucalyptus globulus 50 % 33,8
Acmella oleracea 100 % 46,3
Acmella oleracea 50 % 33,6
Ricinus communis 100 % 53,8
Ricinus communis 50 % 50,1

Mientras tanto, el control del patégeno in vitro
mediante extractos vegetales también fue exitoso y
se presenta en la Figura 3. La zona de inhibicién fue
registrada 48 horas después de la inoculacién. Se
observé que Eucalyptus globulus al 100% generé la
mayor zona de inhibicién, seguido por Acmella ole-
racea (100 %), luego Aframomum melegueta (100 %) y
Eucalyptus sp. al 50 %, antes que A. melegueta al 50 %.

Los efectos de los bactericidas quimicos sobre
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las especies de Xanthomonas revelaron diferencias
significativas en el ntiimero de hojas entre los tra-
tamientos a los 49 dias después de la inoculacién
(DAI), como se muestra en la Figura 4. No se encon-
traron diferencias significativas en la longitud de los
brotes. El porcentaje de inhibicién de Xanthomonas
por los bactericidas oscil6 entre el 46,2% y el 97,5%
a lo largo del tiempo, siendo més alto al inicio del
ensayo (20 DAI) para todos los quimicos, con una
disminucién progresiva con el tiempo.
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Los extractos vegetales no causaron diferencias
significativas entre los tratamientos en cuanto al ni-
mero de hojas en invernadero (Figura 5). No obstan-
te, la longitud de los brotes si presenté diferencias
significativas bajo la influencia de los extractos ve-
getales a los 35 y 49 DAI, aunque estas diferencias

H crecimiento 24h

Distancia recorrida por la
colonia/zona de inhibicion (cm)

H crecimiento 48h

no fueron consistentes en el tiempo. El porcentaje de
inhibicién del patégeno vari6 entre 36,4 % y 90,9 %,
destacdndose E. globulus al 50% y 100% como los
tratamientos més eficaces, seguido de R. communis
al 100% y A. oleracea al 50 %.

= zona de inhibicion
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Figura 3. Efecto de los extractos vegetales sobre X. axonopodis in vitro.
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Figura 4. Efectos de los bactericidas sintéticos sobre el crecimiento del cultivo y X. axonopodis en invernadero. *Los valores con
la(s) misma(s) letra(s) no difieren estadisticamente segtin la prueba de rangos miltiples de Duncan (DMRT), p < 0,05.

El peso fresco de las vainas y el peso de las se-
millas no mostraron diferencias significativas entre
tratamientos cuando se aplicaron bactericidas qui-
micos contra el patégeno (Figura 6). Sin embargo,
se observaron diferencias entre los promedios de
tratamiento cuando se compararon los pesos sin el
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analisis estadistico formal. Es probable que, en estas
variedades de frijol de crecimiento indeterminado,
las diferencias en rendimiento puedan evidenciarse
mds adelante. El peso fresco del brote vari6 signifi-
cativamente en comparacién con el control.
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De forma similar, en la Figura 7, el peso fresco
de vainas y de semillas fue, en general, menor que
en el ensayo con bactericidas quimicos. El tiempo
hasta la aparicién de la primera flor fue mayor en
los tratamientos con extractos vegetales en compa-
racién con los tratamientos quimicos. La causa de
esta diferencia no estd clara. Es probable que los
agentes quimicos favorezcan la floracién o la for-
macién de vainas, o que haya algtn factor presente
en el tejido vegetal que promueva la prolongacion
del crecimiento vegetativo. Estas suposiciones no
han sido probadas. Aunque se observaron diferen-
cias visibles entre pesos de semillas, brotes y vainas,
estas no fueron estadisticamente significativas.

Finalmente, se adjunta la Figura 8 para mostrar
la magnitud del dafio que las enfermedades bac-
terianas pueden causar a las plantas, incluidos los
frijoles. Se muestran plantulas muertas plantadas
en ensayos de campo y tejidos de frijol dafiados du-
rante el experimento. La calidad de las imadgenes
tomadas in vitro fue baja, por lo que no se incluyen.
El ensayo se repetird en campo cuando se disponga
de formulaciones quimicas mas seguras.

La escaldadura del frijol es sin duda una enfer-
medad devastadora que puede dejar al agricultor
sin hojas ni frutos. Afecta sin distincién el forraje,
el heno y las semillas. Lamentablemente, es im-
posible tener un control perfecto una vez que la
enfermedad se establece en campo, lo que impli-

350.0

Longitud del brote (cm)

- ab 5 b
300.0 1 b b b ab I
250.0 I I ° b b
200.0 h b
100.0
50.0
0.0

ca la imposibilidad de exportacién o importacién
hacia paises donde el producto podria alcanzar pre-
cios preferenciales. Los investigadores se esfuerzan
constantemente por garantizar una produccién sa-
na, lo cual permite que los productores obtengan
ganancias, valoren sus cultivos y adopten tecnolo-
gias modernas de produccion.

Howard et al. (2005) argumentaron que los
agentes causantes de la escaldadura del frijol pue-
den controlarse mediante fungicidas quimicos (con
accion bactericida). Buruchara et al. (2010) coinci-
dieron al indicar que el tratamiento de semillas con
compuestos de cobre y estreptomicina, asi como
la restriccién de labores agricolas durante lluvias,
ha demostrado ser eficaz. Muedi and Fourie (2014)
respaldaron esta postura, aunque enfatizaron que
estos productos no eliminan bacterias ya estableci-
das en cultivos o suelos, sino que solo reducen su
propagacioén. Estos resultados se confirmaron tanto
in vitro como in vivo.

No obstante, Karavina et al. (2011) sefialaron que
el uso de estas medidas es viable tinicamente a cor-
to plazo y sostuvieron que es posible el control de
la escaldadura del frijol mediante el uso de semillas
libres de patégenos y productos quimicos. Por ello,
este estudio se llevd a cabo con el fin de probar la
utilidad de los bactericidas en la produccién de fri-
jol comun.

a

|

E. globulus 100% E. globulus 50% A. oleracea 100% A. oleracea 50%

m Sht 20 DAI
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R. communis control

50%
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Figura 5. Efectos de los extractos vegetales sobre el crecimiento del cultivo y X. axonopodis en invernadero.
*Los valores con la(s) misma(s) letra(s) no difieren estadisticamente segiin DMRT, p < 0,05.
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La investigacion sobre el control de escaldadura
bacteriana del frijol mediante extractos vegetales es
escasa. El control de hongos con extractos vegetales
ha sido ampliamente documentado. Wavare et al.
(2017) informaron que los extractos acuosos de flo-
res de Tngetes erecta mostraron actividad antiftingica
contra Sclerotium rolfsii en condiciones de inverna-
dero.

Sanasam et al. (2018) demostraron que los ex-
tractos de ajo y ctircuma inhibieron (67,7%) a S.
rolfsii. Ndifon et al. (2022) indicaron que extractos
de jengibre y ajo aplicados como tratamiento de
semillas y suelo controlaron significativamente la
marchitez por Fusarium durante el cultivo de Sola-
num aethiopicum.

Hussain et al. (2009) demostraron que seis ex-
tractos vegetales, incluyendo Eucalyptus camaldu-
lensis, inhibieron especies fingicas al suprimir el
crecimiento micelial. Ndifon and Lum (2021) infor-
maron que todos los extractos evaluados (incluido
Eucalyptus globulus) inhibieron significativamente el
crecimiento de Aspergillus niger en comparacién con
el control. Las especies vegetales utilizadas en este
estudio ya han mostrado una alta eficacia contra

hongos en nuestro laboratorio. Si bien en el pre-
sente estudio se observé un efecto prometedor, no
lograron superar la eficacia de los bactericidas sin-
téticos. Por tanto, estos siguen teniendo un papel
importante en el manejo de la escaldadura del frijol.

Dado que las enfermedades bacterianas de las
plantas suelen tratarse con fungicidas como 6xidos
y oxicloruros de cobre, y considerando que existen
numerosas investigaciones sobre extractos vegeta-
les frente a hongos, este estudio se disefi6 con la
esperanza de que algunos extractos eficaces con-
tra hongos también lo fueran contra bacterias. Esto
supondria una ventaja si los materiales de control
resultan ser pesticidas de doble propésito.

Muchos investigadores han advertido sobre la
toxicidad de los pesticidas quimicos para los seres
humanos, los animales y el medio ambiente. Sin em-
bargo, son escasas las alternativas que se ofrecen
a los agricultores para controlar la escaldadura del
frijol. Las practicas culturales y el uso de materiales
resistentes pueden ser ttiles en parcelas pequefias
o campos aislados. El fitomejoramiento se ve difi-
cultado por la elevada tasa de autopolinizacién del
frijol.
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Figura 6. Efectos de Xanthomonas sp. sobre el peso del brote, de la vaina y de la semilla por planta bajo la influencia de
bactericidas en invernadero.
*Los valores con la(s) misma(s) letra(s) no difieren estadisticamente segiin DMRT, p < 0,05.
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No obstante, la resistencia a este agente paté-
geno es compleja y pueden coexistir multiples va-
riantes del mismo. La resistencia a la escaldadura
comun del frijol es particularmente compleja, ya
que se han descrito 26 loci de resistencia cuanti-
tativa. Hasta la fecha, los estudios transcriptémicos
posteriores a la infeccién son escasos, y los mecanis-
mos moleculares que subyacen a la susceptibilidad
o resistencia son en gran parte desconocidos (Fou-
cher et al., 2020).

Se puede incrementar la resistencia seleccionan-
do por resistencia horizontal méds que por resisten-
cia vertical (Garcia-Espinosa, 1997; Muimui et al.,
2011). Estos resultados proporcionan una base para
comprender mejor la herencia compleja de la re-
sistencia a la escaldadura del frijol en variedades
mesoamericanas (Ambachew et al., 2021). Estas son
solo algunas referencias para motivar a los investi-
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gadores a trabajar en el mejoramiento genético para
la resistencia a esta enfermedad.

En situaciones complejas de enfermedad, la to-
lerancia o resistencia a la escaldadura puede ser
minima. ISTA (2007), Karavina et al. (2011) y Chen
et al. (2021) recomiendan un enfoque integrado de
manejo de enfermedades que incluya cuarentena,
précticas culturales y uso de variedades resistentes.

Trutmann et al. (1993) destacaron la eficacia de
manipular el microclima en campos pequefios co-
mo medida viable de control. El manejo integrado
de este patégeno probablemente sera la herramien-
ta més eficaz en manos de los agricultores. Esta in-
vestigacién continta actualmente en campo, con el
objetivo de incorporar elementos de manejo inte-
grado de la escaldadura comtin del frijol.

+ 200.00
1 180.00
1+ 160.00
1 140.00
1 120.00
1 100.00
1 80.00
L 60.00
1 40.00
1 20.00
1 0.00

Peso del brote (g)

R. communis control

50%

R. communis
100%

Tratamientos con extractos de plantas

s Peso de la vaina Peso de semilla

peso del brote ~ eeeeeeeee Lineal (peso del brote)

Figura 7. Efectos de Xanthomonas sp. sobre el peso del brote, de la vaina y de la semilla por planta bajo la influencia de extractos
vegetales en invernadero.

4 Conclusiones

La exploracién del potencial de los extractos vege-
tales y agentes bactericidas aplicados contra Xantho-
monas axonopodis (la bacteria fitopatégena responsa-
ble de la escaldadura del frijol) revel6 que el pa-
tégeno puede gestionarse eficazmente mediante el
uso de productos botanicos y bactericidas. La linco-
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micina, eritromicina, cefalosporina y tetraciclina de-
mostraron una alta efectividad frente al microorga-
nismo. De igual manera, Eucalyptus globulus, Acme-
lla oleracea, Aframomum melegueta y Ricinus commu-
nis mostraron eficacia frente al patégeno. No obs-
tante, los antibiéticos sintéticos superaron en todo
momento a los extractos vegetales en términos de
control.
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Figura 8. Sintomas de la escaldadura del frijol durante el ensayo. Arriba: izquierda = hoja infectada en invernadero; centro =
sintomas iniciales en invernadero; derecha = plantula moribunda en campo. Abajo: izquierda y centro = plantas sintomdticas y
sanas; derecha = plantulas gravemente infectadas o muertas.

El uso de estos extractos vegetales y bacterici-
das permite la produccién de plantas de frijol sa-
nas. Sin embargo, se continuara investigando sobre
la disponibilidad, formulacién, seguridad e integra-
cién de estos agentes para el manejo sostenible de
bacterias en la produccién de frijol. Este estudio se
desarroll6 sin contratiempos en el laboratorio, pero
en el invernadero el trabajo fue considerablemen-
te mas complejo debido al riesgo de contaminacién.
En condiciones de campo, la ejecucién serd atin més
desafiante; por tanto, serd necesario contar con ins-
talaciones estandarizadas para continuar con esta li-
nea de investigacion.
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