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RESUMEN

La ‘grasa de la alubia’ o ‘grasa de la judia’, causada por Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola, es una enfermedad que afecta a las judias, Phaseolus vulgaris, causando en

las vainas manchas aceitosas, y en sus hojas manchas clordticas.

El cultivo de judia grano es de gran importancia para la provincia de Leén, contando
con el sello de calidad de la Indicacién Geografica Protegida “Alubia de La Bafieza — Ledn”.
Una de las enfermedades mas importantes que afecta a este cultivo es la grasa de la alubia.
Debido a las resistencias desarrolladas a ciertos productos y a la falta de materias activas
autorizadas para el control de este problema, es necesaria la busqueda de nuevas estrategias

de control, como los agentes de control bioldgicos.

Se han probado en este estudio 7 agentes de control distintos, pertenecientes a los
géneros Bacillus, Pantoea, Pseudomonas y Trichoderma, y los metabolitos que producen en
un ensayo in vivo sobre vainas de judia, con el objetivo de medir los halos provocados por el
patdgeno en torno al punto de inoculacion. Se han obtenido resultados favorables en 7 del

total de los 14 tratamientos aplicados.

Estos resultados demuestran que es posible el control de P. syringae pv. phaseolicola
gracias a agentes de control biol6gico, abriendo camino a futuras investigaciones sobre sus

modos de actuacion y su efectividad en campo.

Palabras clave: ensayo in vivo, metabolitos, Bacillus, Pantoea, Pseudomonas, Trichoderma.
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1. INTRODUCCION.

1.1.Evolucion del cultivo de la judia grano (Phaseolus vulgaris L.).

1.1.1. Lajudia en el mundo

Judia grano, alubia, haba, frijol, poroto, caraota, korish, quinac, tut, chenec, habilla o
chaucha son unos pocos de los muchos nombres comunes que recibe Phaseolus vulgaris L.,
leguminosa de origen prehispanico distribuida desde el siglo XVII por toda América, Africa,
Asia y Europa. La domesticacion de esta especie viene dada por dos procesos
independientes, uno mesoamericano, en Ameérica Central, México y Colombia, y otro andino
del sur, en zonas de Peru, Bolivia y el norte de Argentina (FAO, 2018). De aqui en adelante,
se utilizara ‘judia’ para referirse a esta especie, a excepcion de la mencion de usos concretos
populares de otras denominaciones.

Su consumo esté extendido mundialmente gracias a sus valores nutricionales, siendo
alta en proteina, minerales y fibra, baja en colesterol y aporte calérico. Gracias a esto, en
paises en desarrollo, la judia seca se trata del principal aporte de proteinas a la dieta, debido
a su menor coste que la proteina animal, y su consumo a nivel global se incrementa por sus

valores nutritivo y el creciente interés en la dieta mediterrdnea (Reinoso Sanchez et al., 2022).

A lo largo de los afios, tanto la produccion como la superficie cosechada de judia seca
en el mundo ha ido aumentando (Figura 1), y se ha visto ademas un incremento en el

rendimiento global de este cultivo (Figura 2).

Evolucion mundial de la superficie y produccion del cultivo de judia grano
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Figura 1. Evolucién de la superficie (color azul, en millones de hectareas), produccién (color naranja,
en millones de toneladas) del cultivo de la judia grano a nivel mundial desde 1961 hasta la actualidad
(FAO, 2022).



Evolucidn mundial del rendimiento del cultivo de la judia grano
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Figura 2. Evolucidn del rendimiento (kg/ha) del cultivo de la judia grano a nivel mundial desde 1961
hasta la actualidad (FAO, 2022).

Los principales continentes productores a nivel mundial en 2021 fueron Asia, América
y Africa (Figura 3), donde este cultivo es un componente importante de la dieta por razones

tradicionales y economicas.

DISTRIBUCION MUNDIAL DE LA PRODUCCION DE JUDIA GRANO EN 2021

Europa; 1.40%

Oceania; 0.36%

Africa; 25.68%

Asia; 43.13%

América; 29.43%

Figura 3. Produccion (%) mundial por continentes de judia grano en 2021 (FAO, 2022).



1.1.2. Lajudia en Espafia

El consumo y la produccién de P. vulgaris en Espafia desciende de manera constante
a lo largo del tiempo. Si bien en 1962 se dedicaban méas de 251.600 ha a su produccion, en
2017 esta cifra se redujo a 10.310 ha (Figura 4). A pesar de ello, el rendimiento ha aumentado
notablemente, pasando de 634 kg/ha en 1961 a 1.908 kg/ha en 2017 (Figura 5).

Evolucién la superficie y produccidn la superficie del cultivo de judia grano en Espafia
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Figura 4. Evolucién de la superficie (color azul, miles de hectareas) y produccion (color naranja, miles
de toneladas) en Espafia del cultivo de judia grano desde 1961 hasta la actualidad (FAO, 2022).
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Figura 5. Evolucién del rendimiento (kg/ha) en Espafia del cultivo de judia grano desde 1961 hasta la
actualidad (FAOQ, 2022).

A fecha de 2021, las tres principales Comunidades Autonomas espafiolas en las que
se cultiva la judia son Castilla y Ledn, con mas de la mitad de la superficie espafiola dedicada
al cultivo de judia, seguida de Galicia y el Principado de Asturias (Figura 6). Es en estas
comunidades donde se encuentran las cuatro Indicaciones Geograficas Protegidas (I.G.P.) de
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judia en Espafia, que son: I.G.P. “Faba de Lourenzd” (Galicia); 1.G.P. “Faba Asturiana”,
(Principado de Asturias); I.G.P. “Judias el Barco de Avila” e I.G.P. “Alubia de La Bafieza —

Ledn” (Castilla y Ledn) (Reinoso Sanchez et al., 2022).

Superficie cultivada de judia en Espana(ha) en 2021
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Figura 6. Superficie cultivada (%) de judia en 2021 en Espafia por Comunidades Auténomas (MAPA,
2021).

Si bien en Castilla y Ledn son tres las provincias que cuentan con |.G.P., la propia de
Avila, “Judias el Barco de Avila”, se limita a tan sélo unas 1.000 ha (Junta de Castilla'y Ledn,
1996), mientras que la I.G.P. “Alubia de La Bafieza — Ledn” abarca una extension geogréfica
de 5.456 km2 situada principalmente en la provincia de Leon, aunque hay una pequefia
superficie en la provincia de Zamora (Junta de Castilla y Ledn, 2005). Por ello, en 2021, el
89% de la superficie dedicada al cultivo de judia seca en la comunidad se encontraba en la
provincia de Ledn (Figura 7).

Superficie cultivada de judia en Castillay Ledn en 2021 (%)

Zamora
1.38%

Salamanca =
1.65% Z
Palencia /

2.03%

Avila
2.34%

Burgos
2.84%

Leodn
89.37%

Figura 7. Superficie cultivada (%) de judia en Castilla y Ledn por provincias en 2021 (MAPA, 2021).
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1.1.3. Lajudia en Ledn

El cultivo de la judia en la provincia de Ledn, conocida comunmente como ‘alubia o
haba’, cuenta con una amplia historia y tradicion, comenzando el registro del mismo en 1761,
cuando se empleaba en rotaciones con el lino en Priaranza y Tabuyo del Monte. En 1928, en
estadistica recogida por Mourille Lopez, se mencionan las siguientes zonas productoras: Valle
del Orbigo, Valderia, EI Paramo, Boeza, Valle del Esla, Valle del Cea y Curuefio. Destaca el
papel de ElI Paramo en la expansién del cultivo por la provincia, donde la fuerte demanda del
producto al comenzar la Primera Guerra Mundial, los precios al alza y la incorporacién de este
cultivo a las rotaciones, supuso un aumento del nivel de vida de la comarca (Reinoso Sanchez
et al., 2022).

Actualmente, la produccién de judia de cuatro variedades distintas esta amparada bajo
la denominacion I.G.P. “Alubia de La Bafieza — Ledn”. Se incluyen en ella municipios de las
comarcas de Astorga, El Paramo, Esla-Campos, La Bafieza, La Cabrera, Tierras de Ledn y
Benavente y los Valles. Las cuatro variedades aceptadas en esta |.G.P. son ‘canela’,

‘plancheta’, ‘pinta’ y ‘riién menudo’ (Figura 8) (Junta de Castilla y Ledn, 2005).

CANELA PLANCHETA RINON PINTA

Figura 8. Variedades Indicacién Geografica Protegida (1.G.P.) “Alubia de La Bafeza-Ledn”. Elaboracion
propia a partir de Consejo Regulador de la I.G.P. «Alubia de La Bafieza-Ledn», 2023.

Si bien son sélo cuatro las variedades pertenecientes a la 1.G.P., en la provincia se
cultivan y consumen muchas otras, como la de la ‘cara de la virgen’, ‘judién de la Granja’,

‘palmefa’, ‘de carne’, ‘negritos’ o ‘jaspeada’ (Reinoso Sanchez et al., 2022).

Figura 9. Distintas variedades de judias encontradas habitualmente en el mercado. Elaboracion
propia.
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1.2. Taxonomiay descripcion botanica de la judia

La judia, P. vulgaris, fue descrita por primera vez en 1753 por Linneo, y su taxonomia
actual es la reflejada en la Figura 10. El género Phaseolus, al que pertenece, cuenta con unas
50 especies, de las cuales son cultivadas otras cuatro: P. lunatus L., P. coccineus L., P.
acutifolius A. Gray y P. polyanthus Greenman (Reinoso Sanchez et al., 2022).

m Plantae
|-> Magnoliophyta
L Magnoliopsida

L, ITNER] Rosidae

W Fabales

s Fabaceae
N Phaseolus

L) Phaseolus vulgaris L.

Figura 10. Taxonomia de Phaseolus vulgaris (Reinoso Sanchez et al., 2022).

1.2.1. Raiz

El sistema radicular se origina a partir del meristemo radical, en el extremo distal del
embrion, donde se desarrolla la radicula (Reinoso Sanchez etal., 2022). Esta sera
posteriormente la raiz primaria, y a los pocos dias tras su emergencia se puede ver en su
parte posterior raices secundarias (Figura 11). Sobre éstas se desarrollaran las raices
terciarias y los pelos secundarios, presentes en todos los puntos de crecimiento de la raiz
(Arias Restrepo et al., 2007).
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Figura 11. Sistema radicular inicial de P. vulgaris (Arias Restrepo et al., 2007).
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Tiene un sistema radicular (Figura 12) que tiende a ser fasciculado y superficial, ya

que el mayor volumen de raiz se halla en los primeros 20 cm de profundidad (Reinoso

Sanchez et al., 2022).

Figura 12. Raiz completamente desarrollada de una planta de judia (P. vulgaris) (Arias Restrepo et al.,
2007).

A dicha raiz se encuentran asociados en forma de nddulos bacterias del género

Rhizobium, capaces de fijar nitrégeno atmosférico (Reinoso Sanchez et al., 2022).

1.2.2. Tallo
El tallo se origina desde el meristemo apical de la semilla, y estd compuesto por una

sucesion de nudos (punto de insercién de hojas o cotiledones) (Figura 13), con una seccion

angular y coloracion verde, rosada o morada (Arias Restrepo et al., 2007; FAO, 2018).

N — Nudo
E — Entrenudo

Figura 13. Tallo de planta de judia (P. vulgaris)(Arias Restrepo et al., 2007).
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El tallo comienza en la insercién de las raices, y, dependiendo de los siguientes nudos,
se distinguen varias partes (Figura 14): entre la insercién y el primer nudo de los cotiledones,
el hipocdétilo; entre el nudo de los cotiledones y el primero de las hojas, el epicétilo (Arias
Restrepo et al., 2007). En cada uno de los siguientes nudos se encuentra el complejo axilar o

triada, donde se diferencian las partes vegetativas o inflorescencias (FAO, 2018).

Hojas primarias

Estipula

Primera’hoja
trifoliada

Primer nudé

Raices

Figura 14. Plantula de judia (P. vulgaris) (Arias Restrepo et al., 2007).

Dependiendo del tipo de desarrollo de la parte terminal del tallo, el nUmero de nudos, la
longitud de los entrenudos y, en consecuencia, la altura de la planta, la aptitud para trepar y
el grado y tipo de ramificacion, se distinguen cuatro habitos de crecimiento (Figura 15) (Arias
Restrepo et al., 2007):

e Tipo I: habito de crecimiento determinado arbustivo.
e Tipo ll: habito de crecimiento indeterminado arbustivo.
e Tipo lll: habito de crecimiento indeterminado postrado.

e Tipo IV: hdbito de crecimiento indeterminado trepador.
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S
Tipo ! Two I Tipo 111 Tipo IV
Determmado Indetermmnado  Indeterminado Indeterminado
arbustivo arbustivo postrado trepador

Figura 15. Esquema de los cuatro tipos de habitos de crecimiento de la judia (P. vulgaris) (Debouck y
Hida, 1984).
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1.2.3. Hojas

Se distinguen tres tipos de hoja (Figura 16): las cotiledonares, que actiian como 6rgano
de reserva en las primeras fases y son simples, opuestas y carnosas; las secundarias,
presentes en el segundo nudo y simples y opuestas; y las definitivas o nomofilos, que son
compuestas, alternas y trifoliadas (Reinoso Sanchez et al., 2022).

Figura 16. Estadios iniciales de la plantula de judia (P. vulgaris) (Fernandez de C. et al., 1986).

1.2.4. Inflorescencia

La inflorescencia de la judia es un racimo de racimos (Figura 17), compuesto por tres
elementos: el eje de la inflorescencia compuesto de pedunculo y de raquis, las bracteas
primarias y los botones florales (Debouck y Hida, 1984). Puede encontrarse en posicién axilar

o terminal y cada una porta varias flores, no mas de seis (Reinoso Sanchez et al., 2022)..

A = Axila
= Pedinculo
= Ragquis
Brbctea Primaria
eje del racimo secundario
= bractea pedicelar
pedicelo
= bracteola
= boton floral

grogs@D v

Figura 17. Esquema del desarrollo de inflorescencia de judia (P. vulgaris) (Debouck y Hida, 1984).
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La flor de la judia es papilonacea, con simetria bilateral y se distinguen en ella las
siguientes partes: pedicelo glabro o subglabro con pelos uncinulados y en su base una bractea
pedicelar; caliz gamosépalo, campanulado, con cinco dientes triangulares dispuestos como
labios en dos grupos; y una corola pentamera papilionacea, con dos pétalos soldados por su
base y tres libres. En ella esta el estandarte, dos alas, la quilla, el androceo y el gineceo

(Figura 18). Su disposicion favorece la autopolinizacién (Debouck y Hida, 1984).

Estandarte

Caliz
s
Estambre
Vexilar '—‘_n.': {L{, 0‘
¢ v/
Androcec d i . Quilla
y Gineceo ;
@‘ f v —— Bracteola
= \
Bractea pedicelar > i Pedlcelo

Figura 18. Componentes de la flor de judia (P. vulgaris) (Debouck y Hida, 1984).

1.2.5. Fruto

El fruto se trata de una vaina con dos valvas provenientes del ovario comprimido. En
su union aparecen dos suturas: la dorsal o placental y la ventral (Figura 19). En ellas, los
ovulos y, por tanto, las futuras semillas, alternan (Debouck y Hida, 1984). Dependiendo de la
variedad, cambia la dehiscencia, forma, color, seccion, tamafio y textura, asi como la posicion

y longitud del pico de la vaina, Util para la distincion varietal (Reinoso Sanchez et al., 2022)..

Semilla
Apice

Sutura placental

Valvas / q:}. W

Pedicelo
Apice / \

Sutura ventral

Figura 19. Fruto de la planta de la judia (P. vulgaris) (Debouck y Hida, 1984).
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1.2.6. Semillas

La semilla de judia no posee albumen, por lo que sus reservas se concentran en los
cotiledones. Se origina de un évulo compilétropo y puede tener diversas formas, entre ellas
de rifion, cilindrica o esférica (Debouck y Hida, 1984). Sus partes principales externas son la
testa, el hilum, el micropilo y el rafe; y sus partes internas dos cotiledones, la plumula, la
radicula, las dos hojas primarias, el hipocotilo y el epicotilo (Figura 20) (Debouck y Hida, 1984).

Plumula
P
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g — » .
Hojas F F &
: . P -,
primarias 7 \ = l Hipocotilo

W) .

{ y o ~ \:

g :;‘v.‘-'(' 2
‘% : ‘

)
T R ———Radicula

Hilum

P

-
oy

\
-
-

e

Rafe

Cotiledén

Figura 20. Composicion interna de la semilla de judia (P. vulgaris) (Debouck y Hida, 1984).

1.3.Manejo agronémico de la judia

1.3.1. Suelos

El cultivo de P. vulgaris requiere suelos profundos, de entre 35y 40 cm de profundidad,
sueltos y porosos que permitan el drenaje y la aireacién, preferentemente de textura franco-
limosa, pero tolerando franco-arcillosa (Arias Restrepo et al., 2007; FAO, 2018). El pH puede
variar entre 5,5 y 7,5, siendo muy susceptible el cultivo a valores extremos de acidez,
especialmente en presencia de altos niveles de aluminio y manganeso, asi como a la salinidad
(FAO, 2018). Se puede adaptar a suelos con topografia tanto plana como ondulada, y
cultivarse desde los 200 m hasta los 2900 m de altitud (Arias Restrepo et al., 2007; FAO,
2018).

1.3.2. Clima

Al tratarse de una especie proveniente de climas subtropicales, se adapta mejor a las
condiciones de valle y subtropicales, siendo la temperatura ideal para su desarrollo entre 14
y 18 °C, aunque se pueden producir en climas mas frios o calidos. Por lo general, los climas

frios retrasan el crecimiento y los célidos lo adelantan. Para su desarrollo éptimo necesita
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valores de 8-10°C para la germinacién, 15°C para la floracién y 18-20°C para la madurez,
aungue pueden soportar temperaturas mas extremas durante cortos periodos. En cuanto a la
precipitacion, las necesidades totales de agua para todo el ciclo del cultivo son entre 350 y
600 mm (FAO, 2018).

1.3.3. Siembra

Dependiendo de la topografia del lugar, se realiza una labranza u otra, habitualmente
mecanizada con tractor (FAO, 2018). En la zona de Leon se suele realizar una labor profunda
previa a la siembra y la aportacion de un abono mineral del tipo 8-15-15. La siembra se lleva
a cabo con sembradora monograno dejando una separacion entre lineas de 50 a 60 cm, y
manteniendo una separacion entre semillas dentro de la linea de 15 a 18 cm (Fidalgo et al.,
1993).

1.3.4. Cuidado del cultivo

El sistema de cultivo de la judia predominante es el monocultivo, aunque en ocasiones
se utilicen diversas asociaciones con el maiz en zonas como Guatemala, El Salvador, Bolivia
y, dentro de Espafia, en Galicia (Casquero et al., 1994; FAO, 2018).

Debido a la baja capacidad para competir con malezas, se recomienda la eliminacién
de éstas en las primeras fases del cultivo, normalmente unos 30 dias después de la siembra
(Fidalgo et al., 1993; FAO, 2018). Ademas, se recomienda riegos frecuentes que eviten mojar

el tallo de las plantas y el control de los posibles problemas fitosanitarios (Fidalgo et al., 1993).

Las principales plagas y enfermedades a las que se enfrenta el cultivo de judias en la
provincia de Le6n son arafia roja (Tetranychus urticae Koch), pulgones (Aphis fabae Scopoli;
Myzus persicae Sulzer), lepidépteros (Autographa gamma L., Chrysodeixis chalcites Esper,
Helicoverpa armigera Hubner), roya (Uromyces spp.), podredumbre blanca (Sclerotinia
sclerotiorum Lib.), podredumbre gris (Botrytis cinerea Pers.), enfermedades del cuello
(Fusarium spp., Rhizoctonia solani J.G. Kuhn, Pythium spp.), virus del mosaico comuan de la
judia (Bean common mosaic virus, BCMV) y grasa de la judia (Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola Burk.) (Reinoso Sanchez y Valenciano Montenegro, 1998; Ministerio de

Agricultura, 2021), enfermedad que se detallara méas adelante.

1.3.5. Cosecha

Para la recoleccion de este cultivo hay que considerar varios factores fundamentales
que influyen en este proceso, como son la heterogeneidad de la maduracion, el porte de las
plantas, la lignificacién del tallo, la masa vegetal del cultivo, la dehiscencia de los frutos, la
sensibilidad de las semillas al manejo y la conservacion del grano (Antonio Boto Fidalgo et al.,

1995). Si bien todavia se realiza en ciertas zonas el arranque manual (Antonio Boto Fidalgo
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et al., 1995; FAO, 2018), el proceso suele ser mecanizado en dos fases: el arranque o siega
y, pasados de 8 a 15 dias para el secado de las plantas, el trillado y separacion de grano y
paja. La primera fase se realiza durante las primeras horas del dia, con rocio, para evitar
problemas generados por la dehiscencia, mientras que la segunda, por la razén opuesta, es

preferible realizarla por la tarde con tiempo seco y caluroso (Antonio Boto Fidalgo et al., 1995).

En cuanto al momento de la recoleccion, por su heterogeneidad en la maduracion, se
recomienda realizar cuando estén secas entre el 60 y el 80 % de las vainas y el resto hayan
cambiado al color propio de su variedad (Fidalgo et al., 1993).

l.4.Lagrasade la judia (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)

1.4.1. Taxonomia y morfologia

El patégeno Pseudomonas syringae pv. phaseolica (Burk.) Young et al., (sinbnimos
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, Pseudomonas phaseolicola (Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino, 2010)) conocido cominmente como “grasa de la judia” o
“halo blight” en inglés, se trata de una bacteria perteneciente a la familia Pseudomonaceae
(Figura 21) que afecta a la judia comuan, P. vulgaris.

N Bacteria
L MMM Protecbacteria
|-> Gammaproteobacteria
L P Pseudomonadales

L el Pseudomonadaceae

|-> d:IEOR Pseudomonas

Pseudomonas syringas pv.
L> ESPECIE phaseolicola

Figura 21. Taxonomia de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (EPPO, 2002).

Se trata de una bacteria Gram-negativa, aerdbica, movil, con forma de bacilo, longitud
de 1,5 mm, entre 0,7 y 1,2 mm de diametro, cuenta con al menos un flagelo y sus temperaturas

Optimas de crecimiento son entre 25y 30°C (Arnold et al., 2011).

Dentro de este patovar, se distinguen nueve razas en funcion de sus interacciones con
ocho cultivares de judia y cinco pares de genes avr y R, de las cuales cinco estan distribuidas

mundialmente (1, 2, 5, 6 y 7), con predominancia de la raza 6 (Arnold et al., 2011).
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1.4.2. Sintomas y dafios en judia

La sintomatologia se aprecia en las hojas donde aparecen pequefias lesiones con halo
clorético (Figura 22), y en vainas manchas con aspecto graso, de ahi su nombre comun, que
evoluciona a manchas marrones, en ocasiones con exudados (Figura 23) (Gonzalez
Fernandez y Landeras Rodriguez, 2004). La aparicién de estos sintomas esta condicionada
por la temperatura y la produccion de faseolotoxina (Rico etal., 2003). Existen cepas
bacterianas virulentas en vaina, pero no en hojas, que son aquellas no productoras de
faseolotoxinas (Rico et al., 2003). Se describen, ademas, dafios en tallos y peciolos, y las
semillas pueden o no presentar sintomas. En caso afirmativo, tienen manchas irregulares
amarillas o arrugas, y la infeccién por semillas se puede reconocer por clorosis general y

crecimiento bajo o anormal (Arnold et al., 2011).

Figura 22. Manchas cloréticas en hoja (Gonzalez Fernandez y Landeras Rodriguez, 2004).

Figura 23. Sintomas en vainas (Gonzdlez Ferndndez y Landeras Rodriguez, 2004).

En cuanto a los dafios econémicos, existe poca informacion, pero se estiman pérdidas
de produccién de hasta el 60 % en determinadas circunstancias, pudiendo ser considerada
una de las enfermedades méas importantes en el cultivo de judia en Europa (Murillo et al.,
2010).
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1.4.3. Control en judia

El control de esta enfermedad es dificil. La mayoria de las fuentes recomiendan
especialmente el uso de medidas culturales como emplear semilla certificada sana (Gonzéalez
Ferndndez y Fernandez Sanz, 2010; Murillo et al., 2010), producida en zonas &ridas y con
riego a pie (Murillo et al., 2010), recoger restos de cosecha para destruirlos fuera de la parcela,
rotar cultivos, mantener limpieza de maquinaria y aperos (Gonzalez Fernandez y Fernandez
Sanz, 2010) y eliminar las plantas adventicias de la parcela, ya que pueden actuar como
reservorio (Gonzélez Fernandez y Fernandez Sanz, 2010; Fernandez-Sanz et al., 2016). Se
aconseja adicionalmente el uso de cultivares resistentes o tolerantes (Murillo et al., 2010;
Arnold et al., 2011).

En cuanto a métodos quimicos, se proponia el uso de cobre y de estreptomicina
(Murillo et al., 2010; Arnold et al., 2011; Zhang et al., 2017), pero se ha demostrado resistencia
al cobre en la mayoria de las cepas estudiadas (Zhang et al., 2017). Ya desde hace mas de
60 afios se constatd la preferencia por medidas culturales, debido a la baja eficacia de los

bactericidas en semilla (Romero, 1962).

Cabe mencionar que, actualmente, en el Registro de Productos Fitosanitarios del

Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién (https://servicio.mapa.gob.es/regfiweb) no

figura ningln producto vigente para tratar esta enfermedad en judia, buscando bajo las

denominaciones siguientes, con todas las combinaciones posibles cultivo — enfermedad:
Cultivo: JUDIA FORRAJERA, JUDIA PARA GRANO, JUDIA VERDE, JUDIAS VERDES

Enfermedad: PSEUDOMONAS (DENOMINACION EN REVISION), PSEUDOMONAS
SPP., PSEUDOMONAS SYRINGAE, BACTERIOSIS.

Es evidente, por lo tanto, que urge el desarrollo de nuevos métodos de control para esta

enfermedad, como pueden ser los biol6gicos.

1.5. Agentes de biocontrol

1.5.1. Antecedentes y relevancia

Histéricamente, el control de plagas ha sido necesario para una produccién mas
eficiente y sencilla de alimento, existiendo antecedentes como los métodos para quitar
insectos en el Antiguo Egipto con el papiro Eber, la medicina tradicional China o la Odisea de
Homero, ademas del uso de ‘para-plaguicidas’ como mercurio y arsénico entorno al siglo XVI
(Abubakar et al., 2019).
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El momento decisivo para la historia de los productos fitosanitarios se dio en 1939,
gracias a la invencion del dicloro-difenil-tricloroetano o DDT (Abubakar et al., 2019), un

organoclorado de alta persistencia (Yagle Martinez de Tejada, 2008).

Su uso en la agricultura estadounidense comenzé a causar preocupacion,
especialmente tras la publicacion de “Silent Spring”, en el que su autora describia los efectos
nocivos de éste y otros plaguicidas sobre diversos elementos del ecosistema (Carson, 1962;
Abubakar et al., 2019). A raiz de esto, comenzaron las prohibiciones del DDT, produciéndose
en Espafa en el afio 1976 (Yagie Martinez de Tejada, 2008).

Desde entonces, la tendencia tanto en Espafia como en Europa es reducir el uso de
plaguicidas de sintesis quimica, con iniciativa como “Farm to Fork”, de la Comision Europea,
que tiene como objetivos la reduccion del 50 % de plaguicidas quimicos y con riesgo para
2030 (Comision Europea, 2023), o campafas informativas abogando por la reduccién de su
uso en Espafia (Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demogréfico, sin fecha). No
hay que olvidar las restricciones legales, debido a las cuales se reducen el nimero de materias
primas autorizadas y productos comerciales en el registro del Ministerio de Agricultura, Pesca
y Alimentacién (MAPA, 2023b).

En este contexto, junto con la necesidad de seguir alimentando a una poblacion global
creciente, se plantea una solucién: el uso de “bioplaguicidas” o agentes de control bioldgico

(biological control agentes, BCAs) para proteger los cultivos (Antoszewski et al., 2022).

La utilizacion de BCAs conlleva varios beneficios, entre ellos: control de plagas
manteniendo el microbioma del suelo diverso, promocién del crecimiento de las plantas en
ciertas ocasiones, amplias posibilidades para el uso de compuestos volatiles producidos por
estos microorganismos, innovacion en cultivos sin suelo y otros (Bakker etal.,, 2020;
Antoszewski et al., 2022; Almeida et al., 2023; Mourouzidou et al., 2023).

Por lo tanto, se describen a continuacién varios géneros de microorganismos utilizados
ampliamente como BCAs, y sus posibles aplicaciones para la lucha frente a P. syringae pv.

phaseolicola.

1.5.2. Trichoderma

Entre los hongos ascomicetes y filamentos se encuentra el género Trichoderma
Persoon (Druzhinina et al., 2011) que cuenta con 375 especies a fecha de junio de 2020 (Cai
y Druzhinina, 2021).
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Fung
|-> Ascomycota

N SuBpHYLUM Pezizomycotina

L Sordariomycetes

, Hypocreomycetidae
L Hypocreales
|-> Hypocreaceae

|, BEIT Trichoderma

Figura 24. Taxonomia del género Trichoderma (EPPO, 1998a).

Los hongos de este género (Figura 24) se describen como ubicuos, micotréficos y
saprotroficos. Cuentan con un gran potencial oportunista, encontrandose en suelo, madera,
otros hongos y multiples sustratos (Druzhinina et al., 2011). Son, ademas, simbiontes no
virulentos en las plantas, a las cuales protegen actuando como parasitos y antagonistas de

muchos hongos fitopatégenos (Vinale et al., 2008).
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Figura 25. Fotografia al microscopio de la estructura tipica de conidiéforos, fidlides y esporas
caracteristicos de Trichoderma sp. Elaboracion propia.
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La asociacion y efecto sobre la planta es descrita por Vinale et al. (2008) como la triple
interaccion Trichoderma - planta - patdgeno, que se desglosa en las interacciones de sus

componentes entre si de la siguiente manera:

Interaccion Trichoderma — patdégeno: el género Trichoderma es un invasor
secundario oportunista de rapido crecimiento, gran productor de esporas, enzimas y
antibioticos. Por ello, su relacién con el patégeno se puede producir de varias maneras. En
primer lugar, el micoparasitismo gracias a las enzimas liticas, en el cual reconoce al patdgeno,
lo ataca y penetra hasta su consecuente muerte. En segundo lugar, la antibiosis y produccion
de metabolitos secundarios, que incluye un grupo heterogéneo de compuestos naturales
diferentes a nivel quimico. Esta caracteristica depende de la cepa, e incluye sustancias
antifingicas de diversos tipos, clasificadas como antibiéticos volatiles, compuestos solubles
en agua y peptaiboles (Ghisalberti y Sivasithamparam, 1991). Por ultimo, competiciéon con
patdégenos por elementos necesarios para el crecimiento como carbono y nitrégeno, ya que
tiene una gran capacidad para movilizar y conseguir nutrientes del suelo de manera mas

efectiva que muchos otros microorganismos presentes en la rizosfera.

Interaccion Trichoderma — planta: algunas especies de Trichoderma son capaces
de colonizar la rizosfera y provocar cambios en el metabolismo de la planta. La colonizacion
de las raices se limita a las primeras capas de células y la capa exterior, formando una
interaccion simbidtica en vez de parasitaria. Esta asociacion promueve el crecimiento y la
productividad de la planta en el caso de lechuga, tomate, pimiento, judia y otros cultivos.
Igualmente, es capaz de inducir las respuestas de defensa de la planta frente a ataques
patdgenos si la planta es tratada previamente con Trichoderma, ya que se activan los
mecanismos de resistencia sistematica inducida (‘induced systemic resistance’, ISR) o de
resistencia adquirida localizada inducida, también llamada resistencia sistematica adquirida
(Mayo et al., 2015, 2016; Mayo-Prieto et al., 2020; Moran-Diez et al., 2021; Cardoza et al.,

2022) (‘induced localized acquired resistance’, LAR o ‘systemic acquired resistance’, SAR).

Estas interacciones, junto con el efecto del patégeno sobre la planta, forma la
denominada triple interaccion Trichoderma - planta - patégeno, poco estudiada por su
complejidad y la dificultad que plantea in vitro, pero que se asemeja mas a la interaccién que
se da en campo (Vinale etal., 2008). La interaccion depende de cada uno de los tres
componentes involucrados, dado que tanto factores relacionados con la enfermedad regulan
esta triple interaccion, asi como la presencia de un antagonista modifica cuantitativa y

cualitativamente la respuesta de la planta (Marra et al., 2006).
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Figura 26. Esquema de la triple interaccién Trichoderma-planta-patdgeno. Elaboracion propia.

En algunos casos Trichoderma spp. pueden actuar como parasitos, por ejemplo,
contra nematodos presentes en la rizosfera (Druzhinina et al.,, 2011), cerambicidos que
afectan a la madera de la vid (Rodriguez-Gonzélez et al., 2016; A. Rodriguez-Gonzélez et al.,
2018), gorgojos de la judia (Rodriguez-Gonzalez et al., 2016; A. Rodriguez-Gonzélez et al.,
2018) e incluso causando complicaciones a humanos inmunodeprimidos (Hatvani et al., 2019;
Kredics et al., 2021).

Por estas razones, diversas cepas de Trichoderma se han convertido en parte
importante del control integrado de plagas, siendo un enfoque importante para investigacion

y desarrollo de nuevas alternativas a los plaguicidas quimicos (Kredics et al., 2021).

En cuanto al control de P. syringae, diversas especies y cepas de Trichoderma han

sido efectivas para su control y reduccion de los dafios causados.

Trichoderma asperellum (T34) ha inducido una reduccion de los dafios en hoja de
tomate causados por P. syringae pv. tomato al ser aplicado al sustrato, restaurando las

cualidades de un suelo supresivo o confiriéndoselas a uno conductivo (Segarra et al., 2013).

La inoculacion de Trichoderma comercial (‘TriMix’) en raices establece una comunidad
endofitica de raiz en kiwi, que se mantiene y ayuda a la planta a reducir los sintomas de P.

syringae pv. actinidiae (Hill et al., 2015).
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El tratamiento preventivo de las raices de pepinos con T. asperellum inhibe la
proliferacién de P. syringae pv. lachrymans en hojas, debido a la acumulacion de transcritos
de genes asociados a la defensa biosintética y de compuestos fendlicos con actividad
antibidtica (Yedidia et al., 2003).

Una mezcla comercial de tres cepas de Trichoderma (3 Tac-I/Beta) ha sido efectiva
contra P. syringae pv. syringae, tanto in vivo como in vitro. En el primer caso, ha reducido la
superficie de chancros en cerezo, mientras que en el segundo se han observado dafios en las
membranas celulares del patégeno, asociados con péptidos antibiéticos (Moya-Elizondo
et al., 2019).

1.5.3. Bacillus

En la clase de bacterias Firmicutes o Bacillota, se encuentra el género de bacterias
Gram-positivas denominado Bacillus (Figura 27), caracterizado por su capacidad para
producir esporas (Nowocien y Sokotowska, 2022), ademas de mdltiples compuestos como
enzimas extracelulares, metabolitos secundarios y bacteriocinas (proteinas o péptidos

ribosomales), de gran interés para diversas industrias o control biolégico (Sansinenea, 2019).

N Bacteria
|-> HEN:R Firmicutes
I—> W™ Bacillales

|-> ZIWIER Bacillaceae

L, AR Bacillus

Figura 27. Taxonomia del género Bacillus (EPPO, 1998b).

Muchas bacterias de este género tienen capacidad para colonizar las raices de forma
beneficiosa tanto para la bacteria como para la planta hospedadora. Gracias a estas
asociaciones positivas, se consideran rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas,

o ‘plant-growth-promoting rhizobacteria’ (PGPR) (Hashem et al., 2019).

La actividad de control biolégico caracteristica de Bacillus sp. puede deberse a varias

causas como: mecanismo de accion de agentes de control microbianos, induccién de
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resistencia del hospedador y crecimiento de la planta, interacciones sinérgicas con bacterias

de nédulos radiculares e induccién de un agente sistémico en las raices (Hashem et al., 2019).

Ademas de su capacidad para promocionar el crecimiento de la planta y desencadenar
las respuestas ISR y SAR, (Sansinenea, 2019) beneficiosas para el control del estrés bibtico,
cabe destacar los diversos mecanismos por los que acttan como BCA. Estos son variados,
como proteinas proteoliticas y amioliticas, que degradan componentes de la pared celular
fungica; bacteriocinas, que actian como agentes bactericidas o bacterioestaticos contra un
limitado numero de especies; antibiéticos, capaces de reducir el crecimiento de bacterias,
tanto Gram-positivas como Gram-negativas, y de hongos; y, finalmente, la sintesis de las
toxinas cristalinas de proteinas Cry y Cyt (Figura 28) caracteristica de Bacillus thuringensis y
efectiva frente a insectos (Nowocien y Sokotowska, 2022).

x 10000 " 4 .00kV L Tem
. EMBRAPAZ/CNPMA

Figura 28. Microfotografia al microscopio electrénico de barrido de la morfologia de los cristales de
las cepas de Bacillus thuringiensis (Robaina et al., 2009).

Distintas especies del género Bacillus son utilizadas en diferentes cultivos, como peral,
arroz, patata, tomate, mostaza, berenjena, maiz o pimiento frente a patégenos muy diversos,
como Aspergillus westerdijkiae Frisvad & Samson, Fusarium oxysporum Schitdl, Pythium
ultimum Trow, B. cinerea, S. sclerotiorum, Phytophthora capsici Leonian o Fusarium

graminerum Schwein (Khan et al., 2022).

La efectividad de este género de PGPR frente al patégeno P. syringae se ha probado

en diversos ensayos con varias especies de plantas, demostrando su efectividad en la
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reduccién de las manchas en hoja en tomate causada por P. syringae usando B. subtilis (Yang
et al., 2021), asi como en remolacha utilizando B. amyloliquefaciens frente a P. syringae pv.
aptata (Nikoli¢ et al., 2019). De igual manera, bacterias del género Bacillus han reducido la
necrosis del tallo en citricos causada por P. syrinage pv. syringae (Mougou y Boughalleb-
M’hamdi, 2018). En el caso del chancro bacteriano del kiwi, causado por P. syringae pv.
actinidiae, el bioplaguicida Amylo-X, basado en B. amyloliquefaciens subsp. plantarum, ha
demostrado su eficacia en la reduccién de la enfermedad, asi como su persistencia en hojas
(Biondi et al., 2021). Por ultimo, cepas de B. alcalophilus, B. atrophaeus, B. megaterium, B.
mycoides y B. subtilis han demostrado su efectividad creando halos de inhibicién in vitro y
reduciendo el desarrollo de P. syringae pv. phaseolica in vivo (Donmez y Aliyeva, 2022).

1.5.4. Pantoea

El género Pantoea agrupa bacterias Gram-negativas en Enterobacteriaceae (Figura
29), que pueden encontrarse en diversos ambientes como suelo, agua y plantas (Yang et al.,
2023). Asimismo, se han identificado especies de este género asociadas a insectos y
humanos, si bien las primeras bacterias aisladas fueron identificadas como fitopatégenos en

multitud de cultivos de importancia agrondmica (Walterson y Stavrinides, 2015).

0N Bacteria
s MMl Protecbacteria
L) Gammaprateobacteria

L, M Enterobacterales

L Erwiniaceae

L, B Pantosa

Figura 29. Taxonomia del género Pantoea (EPPO, 1998c).

Las posibles aplicaciones de estas bacterias son variadas y de gran utilidad,
incluyendo posibilidades como la biorremediacion (Pileggi et al., 2012), el uso en diferentes
tratamientos médicos (Walterson y Stavrinides, 2015) y, por supuesto, el control biolégico de
enfermedades, por ejemplo, en manzano y peral frente a Erwinia amylovora Burrill y

Pectobacterium carotovorum Smith (Johnson et al., 1993, 2000; Schnyder et al., 2022).

El potencial para la aplicacion sobre cultivos del género Pantoea reside en dos tipos

de efectos beneficiosos sobre las plantas: su capacidad para promover el crecimiento, al ser
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consideradas PGPR (Bhat et al., 2022), y su accién antibidtica frente a ciertos patégenos
(Walterson y Stavrinides, 2015). Esta accibn se basa en la produccion de diversos
compuestos antibiéticos, como pantocinas, microcinas o phenazinas (Giddens et al., 2002;
Vanneste et al., 2002; Wright y Beer, 2002).

Existen en el mercado varios formulados a base de cepas de Pantoea, como Ban C9-
1, formulado con P. vagans C9-1, y Bloomtime Bioldgica, con P. agglomerans E325 (Johnson
y Stockwell, 1998; Pusey, 2002).

Los usos potenciales de Pantoea para el control biolégico son diversos. Asi, se ha
probado su efectividad en cultivos como manzano, peral, citrico, lenteja, patata, remolacha,
colza, tomate, soja y otros. También se ha comprobado su accién frente a diversos patégenos
como E. amylovora, B. cinerea, Aspergillus flavus Link, Xanthomonas campestris Pammel o
Pseudomonas aeruginosa Schroeter (Walterson y Stavrinides, 2015).

En cuanto al control de P. syringae se han realizado ensayos con éxito utilizando P.
agglomerans frente a P. syringae pv. maculicola en Arabidopsis, donde se constat6 la
activacion de la respuesta SAR (Zhang et al., 1998), y se ha identificado esta especie con
potencial de biocontrol frente a P. syringae pv. glycinea en cultivos de soja (Volksch et al.,
1993).

1.5.5. Pseudomonas

El género Pseudomonas (Figura 31), descrito por primera vez en 1894 por Migula,
cuenta en la actualidad con 313 especies (Parte et al., 2020), agrupa a bacterias Gram-
negativas, aerébicas, con flagelos moviles y un tamafio de célula entre 0.5-1.0 um x1.5-5.0
pm; tiene bajos requerimientos nutricionales, 1o que las hace ubicuas (Nerek y Sokotowska,
2022).

HIN Bacteria

L P Protecbacteria
|-> Gammaproteobacteria
L I Pseudomonadales

N W't} Pseudomonadaceae

L P Pssudomonas

Figura 30. Taxonomia del género Pseudomonas (EPPO, 1998d).
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Debido a esto, bacterias de este género se han aislado de multitud de ambientes, como
agua, suelo, animales y plantas, desarrollando asociaciones especializadas con estos dos
ultimos (Gross y Loper, 2009). Pueden encontrarse presentes en la endospermosfera,

espermosfera, endosfera, filosfera y, mayoritariamente, la rizosfera (Miller y Behrendt, 2021).
Sus aplicaciones en la agricultura se deben a sus tres principales modos de accion:

e La induccidon de resistencia y favorecimiento del crecimiento. En caso de
encontrarse en la rizosfera, son consideradas PGPR, pero aquellas que se encuentran
en los tejidos vegetales se consideran bacterias endofiticas promotoras del
crecimiento, o ‘plant growth-promoting endophytic bacteria’ (PGPBE) (Guzméan-
Guzman y Santoyo, 2022). Son igualmente capaces de desencadenar la respuesta
ISR, caracterizada por la activacion de los mecanismos de defensa latentes de la
planta, que se manifiestan cuando estan expuestas a un patégeno (Pieterse et al.,
2014).

e Competicién por espacio y micronutrientes (Pieterse et al., 2014).

e Antibiosis: produccién de diversos compuestos con capacidad antibiética, siendo los
mas conocidos 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), phenazinas, pyrrolnitrin,
pyoluteorin, 2-hexyl, 5-propyl resorcinol y 7-hydroxytropolona (Girard et al., 2020;
Biessy y Filion, 2021; Muller y Behrendt, 2021; Raio y Puopolo, 2021; Oni et al., 2022).

Ciclo de vida de Psendoronas
asociada a plantas

Aire
Endospermosfera
Filosfera .
RASGQOS MODOS DE ACCION
ANTAGCONISTAS DE BIOCONTROL
* Anribiéticos e Mecanismos directos

Endosfera
* Compuestos volatiles o Antibiosis

* Siderdforos © Competicién por nutrientes
* Enzimas liticas Semillas Espermosfera * Mecanismos indirectos
> Resistencia sistemarica

inducida (ISR)

* Lipopéptidos ciclicos

Figura 31. Asociacidn a las plantas, rasgos antagonistas y modos de biocontrol de Pseudomonas spp.
Elaboracién propia a partir de Miiller y Behrendt, 2021.

Debido a estas cualidades, cepas de bacterias del género Pseudomonas han
demostrado potencial para el control biolégico de distintas plagas y enfermedades que afectan
a diversos cultivos, como por ejemplo Thielaviopsis bassicola en tabaco, Phytophthora

infestans en patata, Fusarium oxysporum en tomate o Erwinia amylovora en manzano (Muller
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y Behrendt, 2021). También destaca su efectividad frente a insectos, ya que para tratar plagas
de pulgones, langostas o saltamontes y diversas larvas, existen productos comerciales con
Pseudomonas como materia activa (Teoh et al., 2021).

En cuanto a su posible efectividad frente a P. syringae pv. phaseolica, se ha observado
que la presencia previa en raices de P. fluorescens S97 desencadend la respuesta ISR en
hojas (Alstrom, 1995; Pieterse et al., 2014), asi como la eficacia in vitro e in vivo de cepas de

P. fluorescens y P. putida frente a P. syringae pv. phaseolica (Donmez y Aliyeva, 2022).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es determinar los efectos de diversos agentes de control
biolégico y sus metabolitos secundarios frente a Pseudomonas syringae pv. phaseolicola en

vainas de judia.
Los objetivos especificos son:

e Determinar el control de diferentes aislados de Trichoderma y sus metabolitos frente a

P. syringae pv. phaseolicola.

o Determinar el control de un aislado de Pantoea y sus metabolitos frente a P. syringae
pv. phaseolicola.

e Determinar el control de un aislado de Bacillus y sus metabolitos frente a P. syringae

pv. phaseolicola.

o Determinar el control de un aislado de Pseudomonas y sus metabolitos frente a P.

syringae pv. phaseaolicola.

o Determinar el momento de aplicacion éptimo de los agentes de biocontrol y sus

metabolitos para el control de P. syringae pv. phaseolicola.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1.Material

Vainas de judia verdes

Caldo de Patata Dextrosa
(PDB) (Condalab, Espafia)

Tubos Eppendorf de 1,5 ml

Aguja de siembra

Micropipetas

Mechero Bunsen
Bandejas

Espectrofotometro

(Denovix)

Centrifuga Eppendorf

DS-11+

Medio de cultivo King B
(Sigma-Aldrich,
Alemania)

Tubos Falcon de 50 ml

Asas de siembra

(L 'y loop)

Puntas de micropipeta

Filtro de tela
Gradillas

Campana microbiolégica

de flujo laminar

Medio de cultivo Patata
Dextrosa Agar (PDA) (Sigma-
Aldrich, Alemania)

Placas Petri de 90 mm de

diametro

Vasos Erlenmeyer

Pinzas

Papel de filtro

Estufa de cultivo
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3.2.Método

3.2.1. Disefio experimental

Se planteé un disefio experimental por bloques para cada uno de los agentes de
control biolégico, en preventivo y dual. En el caso de preventivo, la aplicacion del agente de
control se realizé 48 horas antes de la inoculacién patégeno, y co-inoculacion o dual en el
mismo momento. Los agentes de biocontrol que se probaron, asi como los métodos de
aplicacion de cada uno, fueron los de la Tabla 1.

Tabla 1. Agentes de biocontrol utilizados y sus aplicaciones.

Agente Especie Aplicacién Aplicacién
directa metabolitos

TO19 Trichoderma harzianum

TO59 Trichoderma harzianum Solucién de

esporas con

TO14 Trichoderma virens concentracion 108
esporas/ml. Solucién liquida
T032 Trichoderma virens en PDB para
aplicar los
Bac02 Bacillus subtilis Solucion de metabolitos
i liberados.
Pan03 Pantoea agglomerans bacterias en
suspension
) donde a 600 nm
Ps06 Pseudomonas koreensis

la absorbancia
seaentre 1,10 y
1,19 UA

La inoculacién fue in vivo sobre vainas de judia verdes, cada una con 12 puntos de
inoculacion, 3 de cada uno de los 4 tratamientos estructurados en bloques. Para cada agente
hubo 8 vainas, para las cuales la distribucion de los bloques de tratamiento fue aleatoria en

cada una. Los tratamientos para cada agente y modo de aplicacion fueron:
e Patdgeno y agente (T1): inoculacién del patégeno y agente de biocontrol.
e Control del agente (T2): inoculacion del agente de control biol6gico y agua.
e Control positivo (T3): inoculacién de agua y patégeno.

e Control negativo (T4): aplicacién de agua, sin patégeno ni agente de biocontrol.
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Para cada tratamiento se aplic6 10 pl en cada uno de los tres orificios correspondientes
realizados con la punta de una micropipeta. Por lo tanto, las inoculaciones para cada agente
y modo de aplicacion fueron las siguientes:

Tabla 2. Aplicaciones en preventivo (PsO1= Pseudomonas syringae pv. phaseolicola; Agente BC =
agente de biocontrol).

Cdédigo Dia 0 48 h después
T1 Agente BC PsO1
T2 Agente BC H.O
T3 H20 PsO1
T4 H20 H20

Tabla 3. Aplicaciones duales (Ps01= Pseudomonas syringae pv. phaseolicola; Agente BC = agente de

biocontrol)
Cddigo Dia 0
T1 Agente BC PsO1
T2 Agente BC H.O
T3 H20 Ps01
T4 H20 H20

3.2.2. Esporas de Trichoderma spp.

Los aislados de Trichoderma, conservados a -80 °C en glicerol en forma de esporas,
se sembraron en placas Petri de 90 mm de didmetro con medio PDA afiadiendo 50 ul de cada
aislado. Tras 7 dias en estufa de cultivo 25 °C y en condiciones de oscuridad se resembraron
en placas Petri de 90 mm de diametro con medio PDA (Figura 32). Pasados otros 7 dias a 25
°C, se procedio a la extraccion de esporas.

Figura 32. T. harzianum TO19, T. virens T014 y T. harzianum T059 en placas Petri con medio patata-
dextrosa-agar (PDA) tras 7 dias en estufa a 25 eC. Elaboracién propia.
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Para obtener las esporas se afiadieron 5 ml de agua destilada autoclavada (121 °C 20
min) a cada una de las placas Petri, y con un asa de siembra en L se rascé la superficie del
micelio para provocar el desprendimiento de las esporas. La solucion de agua y esporas
obtenida se pipete6 en un tubo Falcon de 50 ml, pasando previamente por un filtro de tela,
con el fin de evitar que pasasen elementos que no fuesen esporas, como fragmentos de

micelio o de medio.

Posteriormente, se determind la concentracion de esporas por ml con una camara de
Neubauer y se diluyeron las soluciones obtenidas para conseguir 2 ml a concentracién 10°
esp/ml.

3.2.3. Obtencion de metabolitos de Trichoderma spp.
En primer lugar, se obtuvieron las esporas de los aislados de Trichoderma siguiendo

el procedimiento descrito en el apartado anterior.

A partir de las soluciones de esporas obtenidas se inocularon vasos Erlenmeyer con
medio PDB (uno para cada aislado) de manera que el volumen final de cada uno fuese 150

ml y su concentracion 108 esp/ml.

Tras una semana a temperatura ambiente del laboratorio (aproximadamente 20 °C),
parte del contenido de cada vaso Erlenmeyer (Figura 33) se volcé en un tubo Falcon de 50
ml. A continuacién, se centrifugé durante 5 minutos a 4.200 rpm. Por ultimo, se pipeteo el
sobrenadante, donde se encontraban los diversos metabolitos producidos por Trichoderma,

reservandose hasta su aplicacion.

Figura 33. Vasos Erlenmeyer 7 dias después de ser inoculado el medio de cultivo patata-dextrosa
(PDB) que contienen con esporas de Trichoderma. Elaboracién propia.
3.2.4. Bacterias de control biologico.
En primer lugar, se sembraron 50 ul de solucion de bacterias conservadas a -20°C en
placas Petri de 90 mm de diametro con medio King B. Pasadas 72 horas en estufa de cultivo
a 25 °C, se procedio a refrescar cada una de ellas en placas iguales que las anteriores.
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Figura 34. P. koreensis Ps06, B. subtilis Bac02 y P. agglomerans Pan03 en placas Petri con medio King
B tras 72 horas en estufa a 25 2C. Elaboracién propia.

Tras 48 horas a 25 °C, se procedid a la obtencién de solucién de bacterias. Se
afiadieron 3 ml de agua destilada autoclavada (121 °C 20 min) en cada una de las placas,
raspando la superficie con un asa de siembra en L y se transfirié6 a tubos Eppendorf. Se
centrifugaron durante 5 minutos a 10.000 rpm. Se eliminé el sobrenadante, y se afiadiéo 1 ml
de agua destilada autoclavada a cada Eppendorf, para resuspender la parte sélida, repitiendo

este proceso una vez mas. Se utilizé la dilucién 102,

3.2.5. Obtencién de metabolitos de las bacterias de control biologico.

Para la obtencion de las bacterias se siguié el procedimiento descrito en el anterior
apartado. Tras 48 horas de desarrollo de las bacterias en medio King B a 25 °C se traspasoé
una dilucién 102 de la disolucién madre a vasos Erlenmeyer con 150 ml de medio PDB.
Posteriormente se siguié en procedimiento descrito en el apartado 4.2.3.

3.2.6. Obtencion de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola para su
aplicacion.

El procedimiento seguido fue el descrito en el apartado 3.2.4.

3.2.7. Inoculacion y evaluacién en vainas de judia.

Lainoculacion se realizé mediante pequefios orificios hechos con punta de micropipeta
en cada punto de aplicacion y afiadiendo 10 ul ya sea de solucién de esporas de Trichoderma,
de metabolitos de éste, de bacterias de control biolégico, de metabolitos de éstas, de la
bacteria patdgena P. syringae pv. phaseolicola o de agua destilada (Figura 35). La inoculacién

de los controles se realizé con agua destilada autoclavada.

Figura 35. Inoculacién de un tratamiento con ayuda de una micropipeta. Elaboracién propia.
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Figura 36. Vainas inmediatamente después de la inoculacion. Elaboracidn propia.

Tras la inoculacién, las vainas se conservaron en condiciones controladas en una
camara de cultivo, con temperatura de 25 °C y humedad relativa del 50 %.

Se realizaron las evaluaciones de cada tratamiento a los 2 y 5 dias tras la inoculacion
del patdgeno. Se midieron dos didmetros perpendiculares de los halos formados en torno a
las heridas (Figura 37) mediante el software ImageJ.

Figura 37.Mediciones realizadas sobre halos en vainas de judia tras 5 dias. Elaboracidn propia.

39



3.2.8. Analisis estadisticos

Se realizé el andlisis estadistico de los datos obtenidos mediante una prueba de
normalidad, un analisis de varianza de una via y de dos vias (ANOVA) y comparacion de
medias mediante la prueba de rango multiple de Duncan de cada aislado y tipo de inoculacion
con el programa informatico IBM SPSS Statistics for Windows Version 26.0 (IBM Corp.:
Armonk, NY, USA).

40



4. RESULTADOS

Se observé la generacion de dos tipos diferenciados de halo alrededor de los puntos de
inoculacién: en aquellos puntos donde se aplicaron metabolitos, excepto para P. agglomerans
Pan03, se generd un halo tenue, considerado ‘halo I’ (Figura 38, a), y donde se aplico P.
syringae pv. phaseolica, manchas oscuras aceitosas caracteristicas de la enfermedad, en
adelante, ‘halo II’ (Figura 38, b). Se han considerado para la obtencidon de resultados los datos
obtenidos de las evaluaciones realizadas a los 5 dias de la inoculacién. Se ha utilizado para
el tratamiento estadistico sélo el “halo II”, presente tanto en tratamientos directos como por

metabolitos.

5 5

S

Figura 38. Halo I (a) y halo Il (b) alrededor de puntos de inoculacién en una vaina de judia.
Elaboracién propia.

Debido a que en ningun tratamiento preventivo se han desarrollado sintomas en los
controles positivos de los patdégenos, se han descartado para el analisis estadistico,
realizandose éste con las aplicaciones duales. Asimismo, se excluyen del andlisis las vainas
tratadas con T. virens T032, ya que se infectaron al completo, incluyendo los controles
negativos (Figura 39a), extendiéndose por dentro la infeccion (Figura 39c) y encontrandose
incluso micelio por dentro de las vainas (Figura 39d), ademas de haberse generado exudados.
(Figura 39b).

Figura 39. Dafos en las vainas con tratamiento T. virens T032. Dafos en toda la vaina (a), dafios en
control negativo y exudados (b), dafios dentro de la vaina (c), micelio dentro de la vaina (d).
Elaboracién propia.
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Se has observado igualmente dafios generados por P. agglomerans Pan03, siendo
estos halos tipo Il, similares a los de la grasa, en el control positivo del agente de biocontrol.

Se aprecian en la Figura 40.

Figura 40. Dailos en T2, el control positivo de P. agglomerans Pan03.

Se exponen en la Tabla 4 las medias de los halos de cada tratamiento, junto con sus
errores estandares, asi como del control positivo del patégeno.

Tabla 4. Medias de los didmetros de halos obtenidos junto con error estandar.

Aislado Halo aplicaciéon directa (mm) Halo aplicacion metabolitos (mm)
B. Subtilis Bac02 2,7981 +0,12698 3,2091 +0,10470
P. Agglomerans Pan03 3,6753 =+0,20103 3,3275 +0,14822
P. koreensis Ps06 2,9229 +0,10717 2,6743 +0,09523
T. virens T014 2,6270 +0,09426 2,8535 +0,10413
T. harziamun T019 3,0986 +0,12608 2,7115 4+0,11353
T. harzianum T059 3,6167 +0,11317 2,9691 4+0,11356

En el andlisis en el que se compararon los diametros de los halos tipo Il producidos
dependiendo del tipo de microorganismo utilizado, es decir, bacterias, hongos y el control
positivo del patégeno, se vio que ambos tratamientos fueron efectivos, reduciendo
significativamente el tamafio de halo en comparacion con el control positivo, pero sin

diferencias significativas entre los dos (Figura 41).
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Medias del diametro de los halos para cada tipo de microorganismo
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Bacteria Hongo Ps01(C+)

Microorganismo

Figura 41. Diametro de los halos (mm) alrededor del orificio de inoculacién segln el microorganismo
utilizado. Color azul, bacterias. Color morado, hongo. Color verde para el control positivo con
Pseudomonas syringae pv. phaseolica, Ps01. Los valores con letras diferentes presentan diferencias
significativas (test Duncan, p<0,05)

Comparando los valores obtenidos en funcion del modo de aplicacién, ambos tipos de
tratamiento, directo o por metabolitos, generaron halos tipo Il significativamente menores que
el control positivo del patdgeno, siendo los correspondientes a los tratamientos por
metabolitos significativamente menores que aquellos donde se realizé la inoculacién directa
(Figura 42).

Medias de los diametros de halos para cada tipo de tratamiento
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Figura 42. Diametro de los halos (mm) alrededor del orificio de inoculacién segun el tipo de
tratamiento utilizado. Color naranja, directo. Color amarillo, metabolitos. Color verde para el control
positivo con Pseudomonas syringae pv. phaseolica, PsO1. Los valores con letras diferentes presentan

diferencias significativas (test Duncan, p<0,05).
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En la comparacién de los aislados utilizados, independientemente del tipo de

aplicacion, se pueden distinguir dos subconjuntos: aquellos aislados en los diametros de los

halos no mostraron diferencias significativas respecto al control positivo del patégeno,

compuesto por Pan03 y T059; y aquellos en los que la media del diametro de los halos fue

significativamente menor que en el control positivo, que fueron Bac02, T019, Ps06 y T014
(Figura 43).

Medias diametro halos (mm)

Medias del diametro de los halos para cada aislamiento

Pan03 Ps01(C+) T059 Bac02 T019 Ps06 T014

Aislamiento

Figura 43. Diametro de los halos (mm) alrededor del orificio de inoculacidn seguin el aislamiento
utilizado. Color rojo, P. agglomerans Pan03. Color verde, P. syringae pv. phaseolicola Ps01 (C+). Color
naranja, T. harzianum T059. Color azul, B. subtilis Bac02. Color marrén, T. harziamun T019. Color
morado, P. koreensis Ps06. Color rosa, T. virens TO14. Los valores con letras diferentes presentan

diferencias significativas (test Duncan, p<0,05).

En cuanto a la interaccion tipo de tratamiento — aislado, se pueden destacar los

siguientes resultados ( 44):

Los tratamientos directos con diametros de halo significativamente menores que el
control positivo del patégenos fueron B. subtilis Bac02, P. koreensis Ps06 y T. virens
TO014.

Los tratamientos por metabolitos con diametros de halo significativamente menores
gue el control positivo del patdgenos fueron P. koreensis Ps06, T. virens T014, T.
harzianum T019 y T059.

El aislamiento para el cual el halo del tratamiento directo fue significativamente menor
gue el del tratamiento por metabolitos fue B. subtilis Bac02.

El aislamiento para el cual el halo del tratamiento por metabolitos fue

significativamente menor que el del tratamiento directo fue T. harzianum T059.
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Medias de los diametros de halo de cada tratamiento
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44. Diametro de los halos (mm) alrededor del orificio de inoculacién segun el aislamiento y el tipo de
tratamiento utilizado. Color verde, P. syringae pv. phaseolicola PsO1 (C+). Color azul, B. subtilis Bac02.
Color rojo, P. agglomerans Pan03. Color morado, P. koreensis Ps06. Color rosa, T. virens T014. Color
marron, T. harziamun T019. Color naranja, T. harzianum T059. Para cada aislamiento, la tonalidad de
color mds oscura corresponde con el tratamiento directo y la mds clara con el de metabolitos. Los
valores con letras diferentes presentan diferencias significativas (test Duncan, p<0,05)

Se mantuvieron en observacion las vainas hasta pasados 7 dias después de la
inoculacion y, gracias a esto, se pudo observar en el tratamiento con esporas de T. virens

T014, la colonizacién por micelio de una de las vainas (Figura 45).

Figura 45. Vaina del tratamiento directo (con esporas) de T. virens T014 colonizada por micelio.
Elaboracién propia.
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5. DISCUSION

En la investigacion en microbiologia, los ensayos in vivo tienen gran importancia para
descubrir métodos de actuacion inesperados (Cox, 2001), ya que el tratamiento tiene efecto
sobre el hospedador estudiado, de ahi la importancia de estudiar in vivo los posibles agentes
de biocontrol que podrian utilizarse para controlar diversas plagas y enfermedades. En este
caso, se han probado diversos agentes sobre vainas de P. vulgaris para comprobar su
efectividad frente a P. syringae pv. Phaseolicola, patégeno causante de manchas aceitosas

conocidas como ‘grasa de la judia’.

En este ensayo se han probado siete BCAa: tres aislamientos de bacterias y cuatro de
hongos, cada uno de ellos aplicado de forma directa o por esporas y por metabolitos, y se
realizo el analisis estadistico en funciéon del tipo de microorganismo utilizado (bacteria u
hongo), del tipo de tratamiento (directo o metabolitos) y del aislamiento utilizado (P.
agglomerans Pan03, B. subtilis Bac02, P. koreensis Ps06, T. virens T014, T. harziamun T019,
T. harzianum T059), considerando igualmente las interacciones entre estos factores. Se

realizaron ademas tratamientos en preventivo y co-inoculacién o dual para cada uno de ellos.

Los ensayos realizados en preventivo no llegaron a manifestar en ninglin caso signos
de P. syringae pv. phaseolicola, ni siquiera en los controles positivos de los patdégenos, razén
por la que se descartaron para el andlisis estadistico y no se han tenido en cuenta a la hora
de exponer los resultados. Esto pudo deberse a un cambio de condiciones respecto a las
aplicaciones duales: tras la inoculacién de los BCAs en preventivo, las vainas se llevaron a
camaras de cultivo, mientras que las vainas sobre las que se realizarian después las
aplicaciones duales permanecieron en el frigorifico. Por lo tanto, si bien es cierto que la
inoculacién del patdgeno se realizé al mismo tiempo para ambos casos, las vainas de los
tratamientos preventivos llevaban ya dos dias en las camaras, donde posiblemente perdieron
humedad por la mayor temperatura, impidiendo después el desarrollo del patégeno. Se
propone por lo tanto una ampliacién de este ensayo repitiendo los tratamientos en preventivo
asegurando una humedad mas elevada previa a la inoculacion del patégeno, para poder

comprobar la efectividad de estos BCAs si se realizase una aplicacion preventiva.

Se descartaron también para el andlisis los tratamientos realizados con T. virens T032,
debido a la infeccion completa de las vainas, que replicé en todos los tratamientos los
sintomas de P. syringae pv. phaseolicola y gener6 exudados. Estos problemas se achacaron
a condiciones previas de las vainas, ya que muchas presentaron sintomas en los controles
negativos, incluyendo exudados, y se vieron infectadas las vainas al completo, extendiéndose
la infeccion hacia el interior. La utilizacion de vainas con mas dias de antigliedad pudo
favorecer la aparicion de problemas ya presentes, asi como las condiciones en las que

estuvieron, disefiadas para favorecer el crecimiento de patégenos. Debido a la efectividad de
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los otros aislados de Trichoderma ensayados, una repeticion de este ensayo seria una

ampliacién pertinente.

Destaca también la distribucion estadistica observada en las medidas tomadas de los
halos: en la mayoria de los casos, las mediciones de los diametros de los halos creados por
P. syringae pv. phaseolicola no se ajustaban a una distribucién normal, a pesar de contar con
un gran numero de medidas, por lo que se debieron utilizar en la mayoria de los casos pruebas
no paramétricas para el analisis estadistico. Incluso para las mediciones de los halos
correspondientes al control positivo del patégeno, con un tamafio muestral de 248 mediciones,
la distribuciébn que se observd en la mayoria de los tratamientos tenia el valor modal
desplazado a la izquierda del centro de su rango, asemejandose mas bien a una funcion del
tipo Beta. Cabria estudiar en mayor profundidad si éste es un fenébmeno que efectivamente

no se ajusta a una distribucion normal y comprobar su ajuste a otras distribuciones.

En cuanto a los andlisis estadisticos realizados, en primer lugar, ambos tipos de
microorganismos utilizados presentaron diferencias significativas respecto al control, pero no
entre ellos. Segun el tipo de tratamiento, si hubo diferencias significativas entre los tres
tratamientos: metabolitos, directo y control, siendo ambos efectivos, pero aquel realizado por
metabolitos mas efectivo que el directo, ya que el diametro de los halos generados era
significativamente menor. La mayor efectividad de este tipo de aplicacién puede deberse a la
gran bateria de compuestos que son capaces de generar estos géneros de BCAs. Por
ejemplo, enzimas liticas, antibiéticos volatiles, compuestos solubles en agua y peptaiboles en
el caso de Trichoderma (Ghisalberti y Sivasithamparam, 1991; Marra et al., 2006; Vinale et al.,
2008); pantocinas, microcinas o phenazinas producidas por Pantoea (Giddens et al., 2002;
Vanneste et al., 2002; Wright y Beer, 2002); y 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), phenazinas,
pyrrolnitrin, pyoluteorin, 2-hexyl, 5-propyl resorcinol y 7-hydroxytropolona producidos por
Pseudomonas (Girard et al., 2020; Biessy y Filion, 2021; Miller y Behrendt, 2021; Raio y
Puopolo, 2021; Oni et al., 2022).

Sin embargo, se debe considerar para este tipo de tratamiento por metabolitos la
aparicion de los halos de tipo I, mas tenues que los provocados por la grasa. La causa exacta
de esto es desconocida, pero podria deberse a que la sustancia inoculada fue el extracto
crudo de los microorganismos, sin haberse realizado una destilacion o filtracion precisa de
sus metabolitos ni una identificacion de éstos, por lo que otros compuestos presentes en este
extracto podrian haber causado estos dafios. Una futura linea para realizar ensayos seria la
obtencién mas precisa de los metabolitos que demostraron su eficacia para comprobar si

siguen provocando la aparicion de estos halos.
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Tras realizar las comparaciones dependientes del tipo de aislado, se vio que no habia
diferencias significativas respecto al control positivo en dos de ellas: T. harzianum T059, y P.
agglomerans Pan03. Si bien es cierto que en el analisis que incluia la interaccién con el modo
de aplicacion el tratamiento con metabolitos de T. harzianum T059 resulté efectivo, no fue
este el caso para P. agglomerans Pan03, que no sélo no mostrd diferencias significativas
frente al control de P. syringae pv. phaseolica, sino que ademas caus6 dafios en su propio
control positivo, donde sélo se inoculd P. agglomerans Pan03. No se han encontrado en la
literatura cientifica referencias a Pantoea como patégeno de P. vulgaris, aunque si esta
reconocido como dafiino para multitud de otras especies, entre ellas de la familia Fabaceae,
como Vigna marina, a la cual causa necrosis (Walterson y Stavrinides, 2015). Seria apropiado
realizar ensayos de patogenicidad con esta cepa para comprobar los dafios que puede

causar.

Los aislamientos para los cuales el didmetro del halo alrededor del orificio de
inoculacion si fue significativamente menor que para el control positivo del patégeno fueron
B. subtilis Bac02, P. koreensis Ps06, T. virens T014 y T. harzianum T019. Sin embargo,
teniendo en cuenta la interaccién con el tipo de tratamiento, T. harzianum T059 también
demostr6 ser efectivo aplicando sus metabolitos. Entrando en mas detalle para el resto de
los aislamientos efectivos, sabemos que fue efectivo un tratamiento sélo mediante aplicacién
directa, B. subtilis Bac02; dos los fueron Unicamente por aplicacion de metabolitos, T.
harzianum T019 y T059; y otros dos fueron efectivos en ambos tipos de aplicaciéon: P.
koreensis Ps06 y T. virens T014. Por lo tanto, se puede afirmar que fueron efectivos
reduciendo el tamafio de los halos generados por P. syringae pv phaseolicola siete
tratamientos de los 12 analizados: por aplicacion de metabolitos de P. koreensis Ps06, T.
virens T014, T. harzianum T019 y T059; y por aplicacion directa o de esporas de B. subtilis
Bac02, P. koreensis Ps06, T. virens T014.

La efectividad de estos aislamientos esta respaldada por la bibliografia, como en el
caso de B. subtilis, Bac02. Ha quedado demostrada la efectividad de varias bacterias de este
género frente a P. syringae pv. phaseolica tanto in vitro como in vivo, entre las cuales se
encuentra B. subtilis, siendo el resto B. alcalophilus, B. atrophaeus, B. megaterium y B.
mycoides. En los ensayos in vitro demostraron crear halos de inhibicién frente a este patégeno
de entre 1,97 y 43,13 mm, mientras que in vivo, con la aplicacién de cepas de estas bacterias
pulverizandolas en hojas, redujeron el desarrollo de P. syringae pv. phaseolica entre un 50,15

y un 75,21% respecto al control (D6nmez y Aliyeva, 2022).

En el caso de Trichoderma, para el que todos los aislados analizados redujeron por lo
menos en un tipo de aplicacion los halos generados en torno al punto de inoculacién, se

encuentra en bibliografia instancias en las que especies de este género han sido eficaces
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frente a otros patovares de P. syringae. Por ejemplo, frente a P. syringae pv. syringae, una
mezcla comercial de tres cepas (T. viride, cepa T-26, T. harzianum, cepa T-22, y T.
longibrachiatum, cepa T-397) mostré halos de inhibicion del patégeno in vitro, y reduccién del
tamafio de los chancros ocasionados por este patégeno en cerezo in vivo (Moya-Elizondo
et al., 2019). De igual manera, la inoculacién radicular de Trichoderma sp. en kiwi demostré
efectividad al reducir los sintomas causados por P. syringae pv. actinidae (Hill et al., 2015).
Por ultimo, se ha demostrado la efectividad de T. asperellum frente a P. syringae pv.
lacrymans en pepino, al inducir la resistencia sistemética de la planta (Yedidia et al., 2003).
Esta eficacia puede deberse tanto a los compuestos antibiéticos que es capaz de producir
este género, como a otros mecanismos, como la competicion por espacio y nutrientes (Vinale
et al., 2008).

Se deben tener en cuenta en los tratamientos con Trichoderma los posibles problemas
gue puedan desencadenar, como fue el caso con el tratamiento con esporas de T. virens
T014, ya que se observé el crecimiento de micelio sobre una de las vainas. Por lo tanto, si
bien produce diferencias significativas en el desarrollo del patégeno, la aplicacion de esporas
de T014 puede ser perjudicial. Casos similares de colonizacién de micelio, en los que
Trichoderma puede llegar a actuar como patdgeno se han observado en setas cultivadas
(Kredics et al., 2021) y en maiz (Pfordt et al., 2020).

El aislamiento P. koreensis Ps06 demostrd ser efectivo para reducir los halos formados
por P. syringae pv. phaseolicola. Esta misma especie ha sido utilizada con éxito frente a
bacterias de este mismo género, como P. savastanoi pv. savastanoi, causante de la
tuberculosis del olivo. En este caso, P. koreensis, cepa HZEN27 demostrd inhibicion del
patdgeno en ensayos duales, asi como una reduccién del 46,09 % respecto al control en la
formacion de agallas en plantones de olivo (Filiz Doks6z y Bozkurt, 2022). Otras bacterias de
este género son efectivas frente a P. syringae pv. phaseolicola, como es el caso de P.
fluorescens y P. putida, que en los ensayos in vitro generaban un halo de inhibicion frente al
patégeno, y en los ensayos in vivo, pulverizadas sobre hojas, disminuian el desarrollo de la

enfermedad (Donmez y Aliyeva, 2022).

Se han identificado, por lo tanto, cinco microorganismos con capacidad de biocontrol
frente a P. syringae pv. phaseolica, ya sea mediante la aplicacién de sus esporas, de una

solucion liquida que los contenga o de sus metabolitos.

Esto no sélo abre camino a nuevos ensayos e investigaciones conducidos a probar su
efectivad en campo o sus mecanismos de actuacion, sino también al desarrollo de nuevos
métodos para controlar el problema que supone la grasa de la judia en la provincia de Leon.

La obtencion de nuevos aislamientos de microorganismos autéctonos con potencial para el
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control biol6gico, o la combinacién de los ya probados son opciones muy interesantes. Se ha
demostrado que la asociacion de diversos hongos del género Trichoderma con bacterias de
los géneros Bacillus y Pseudomonas tienen un efecto sinérgico en cuanto a los beneficios
sobre las plantas, y su uso combinado como agentes de biocontrol tiene efectos similares a

plaguicidas quimicos (Poveda y Eugui, 2022).

Ademas, estos microorganismos no son sélo de interés por su potencial para el control
biol6gico, sino también como favorecedores del crecimiento, ofreciendo por lo tanto mas
ventajas con su aplicacion. Es el caso de T. harzianum T019, que ha demostrado incrementar
el crecimiento de plantulas de judia respecto al control si se aplica el tratamiento a las semillas
(Mayo et al., 2015). En cuanto a B. subtilis, un tratamiento a las semillas mejora tanto la
germinacion como el crecimiento en condiciones normales y de salinidad (Lastochkina et al.,
2021). Por ultimo, especies utilizadas para el control biolégico y como PGPR del género
Pseudomonas no sélo han aumentado factores como el crecimiento y el rendimiento de
cultivos de judia, sino que ademas han demostrado sinergias con bacterias del género
Rizhobium, formadoras de nddulos en el sistema radicular y fijadoras de nitrégeno (Yadegari
et al., 2008; Mishra et al., 2014).

Por lo tanto, las aplicaciones de estos microorganismos con potencial de control
biolégico son amplias y su utilizacién podria ser muy beneficiosa tanto para controlar la grasa

de la judia como para obtener mayores crecimientos.
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6. CONCLUSIONES
Las interacciones entre los microorganismos utilizados, el patbgeno Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola y las vainas de P. vulgaris han sido diversas y se describen a

continuacion:

Tanto los tratamientos con hongos como con bacterias fueron efectivos respecto al

control positivo del patégeno.

Tanto los tratamientos directos como con metabolitos fueron efectivos respecto al
control positivo del patdgeno.

Los tratamientos con metabolitos fueron mas efectivos que los efectuados con solucion

liquida de bacterias o esporas de hongo.

Los tratamientos con metabolitos efectivos respecto al control del patdgeno fueron los
efectuados con los aislamientos Pseudomonas koreensis Ps06, Trichoderma virens T014,
Trichoderma harzianum T019 y T059.

Los tratamientos directos, bien de solucién liquida de bacterias o por esporas de
hongo, efectivos respecto al control del patégeno fueron los efectuados con los aislamientos

Bacillus subtilis Bac02, Pseudomonas koreensis Ps06 y Trichoderma virens T014.

La aplicaciéon de los metabolitos liberados por Bacillus subtilis Bac02, Pseudomonas
koreensis Ps06, Trichoderma virens T014, Trichoderma harzianum T019 y T059 en medio de
cultivo PDB supuso la aparicién de halos tenues alrededor del orificio de inoculaciéon tanto en

los controles positivos del agente como en los tratamientos.

La cepa de Pantoea agglomerans Pan03 caus6 dafios similares a los propios de

Pseudomonas syringae pv. phaseolica.
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