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RESUMEN

Para el control de la antracnosis del frijol (Phaseolus vulgaris L.)
en invernadero y campo, se evalué el efecto del extracto crudo
(EC) y la mezcla de compuestos bioactivos afinina (A) y decatrién
bornilo (DB), obtenidos de la raiz de Heliopsis longipes ‘A. Gray’
Blake. También se evalué el efecto sobre la colonizacién de la
raiz del frijol por hongos micorrizicos vesiculo arbusculares
(HMVA) y la nodulacion de bacterias fijadoras de nitrogeno. En
invernadero, dos de las concentraciones del EC (700/70 y 70/7 ug
mL~!) y A/DB (700/70 y 70/7 ug mL~'), redujeron la incidencia
de la antracnosis en 90%, sin reduccion significativa (p>0.05)
del peso seco de las plantas tratadas. En campo, las concentra-
ciones evaluadas de EC (70/7 ug mL~') y A/DB (70/7 ug mL™Y),
redujeron la incidencia de la antracnosis en 88%, sin efecto sig-
nificativo sobre el peso seco de las plantas tratadas (p >0.05), lo
que confirmé la capacidad de estos compuestos para reducir la
enfermedad. La aplicacion del EC y la mezcla A/DB en campo
no afect6 el establecimiento de HMVA y bacterias fijadoras de
nitrégeno en las raices de frijol.

Palabras clave: Colletotrichum lindemuthianum, manejo integrado
de plagas y enfermedades, metabolitos secundarios, nuevos fungicidas.

INTRODUCCION

a antracnosis del frijol (Phaseolus vulgaris L.),
ocasionada por el hongo Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc & Magnus) Lams.-Scrib.,
es la enfermedad mas importante de este cultivo en las
zonas de temporal en México (Mendoza-Zamora, 1991),
y puede ser devastadora cuando las condiciones
climéticas favorecen al patogeno (Gonzilez et al., 1998).
Ataca diversas partes de las plantas, particularmente
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ABSTRACT

For bean (Phaseolus vulgaris L.) anthracnose control under
greenhouse and field conditions, the effect of crude extract and
the mixture of bioactive afinina (A) compounds and bornyl
decatrién (DB) obtained from Heliopsis longipes ‘A. Gray’ Blake
root was assessed. Besides, the effect on bean root colonization
by shrub vesicle mycorrhizal fungi (HMVA) and nodulation of
nitrogen-fixing bacteria was evaluated. Two of the EC
concentrations (700/70 and 70/7ug mL~') and A/DB (700/70 and
70/7ug mL~'), under greenhouse conditions, reduced anthracnose
incidence by 90%, without significant reduction (p >0.05) of dry
weight of the treated plants. Under field conditions, the evaluated
EC concentrations (70/7ug mL~') and A/DB (70/7ug mL™Y)
reduced anthracnose incidence reduction by 88%, without
significant effect on dry weight of the treated plants (p >0.05),
which confirmed the capacity of these compounds to reduce the
disease. Application of EC and A/DB mixture under field
conditions did not affect establishment of HMVA and nitrogen-
fixing bacteria in bean roots.

Key words: Colletotrichum lindemuthianum, integrated pest and
disease management, secondary metabolites, new fungicides.

INTRODUCTION

ean (Phaseolus vulgaris L.) anthracnose caused

by the fungus Colletotrichum lindemuthianum

(Sacc & Magnus) Lams.-Scrib., is the most
important disease of this crop in the rainfed zones in
Mexico (Mendoza-Zamora, 1991) and can be
devastating when the pathogen is favored by the climatic
conditions (Gonzalez et al., 1998). It attacks different
plant parts, particularly pods, and reduces yield by 20
to 30% (Pastor et al., 1995). In order to control this
disease, synthetic fungicides have been used frequently,
but their extensive application and without adequate
control, has provoked adverse effects in the ecosystem
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vainas y reduce 20 a 30% el rendimiento (Pastor et
al., 1995). Para controlar esta enfermedad frecuente-
mente se usan fungicidas sintéticos, pero su aplicacion
extensiva y sin control adecuado ha provocado efectos
adversos en el ecosistema y en la salud humana, lo que
ha inducido la bisqueda de métodos de control alter-
nativos de bajo riesgo (Okigbo y Ogbonnaya, 2006).
Los metabolitos secundarios vegetales o compuestos
bioactivos con propiedades fungicidas son una opcién
en el manejo de patdgenos que transmiten enfermeda-
des, ya que actiian contra un nimero limitado de espe-
cies, son biodegradables a productos no toxicos, tie-
nen bajo impacto en la salud humana y se pueden in-
corporar en programas de manejo integrado de plagas
y enfermedades, por lo que a partir de ellos podrian
desarrollarse nuevos agentes de control (Lee ef al.,
2001; Key et al., 2003).

Las raices de chilcuague Heliopsis longipes ‘A.
Gray’ Blake (Asteraceae) se usan como anestésico lo-
cal, desparasitante y condimento de alimentos (Martinez,
1994); ademas tienen actividad insecticida (Fisher, 1957)
y fungicida (Ramirez-Chavez et al., 2000). En experi-
mentos in vitro se ha mostrado que el extracto crudo
(EC) de la raiz de esta planta tiene actividad fungicida
contra C. lindemuthianum, ya que inhibe su crecimiento
micelial y la germinacidn de sus esporas. Otros estu-
dios (Molina-Torres et al., 1995 y 1996), han revela-
do la presencia de dos compuestos bioactivos del gru-
po de las alcamidas, presentes en el EC: afinina (A) y
decatrién bornilo (DB) (Figura 1) como responsables
de la actividad fungicida contra C. lindemuthianum,
observandose un efecto fungicida equivalente al EC
cuando se mezclan los compuestos puros A y DB
(Covian, 1999)°.

En experimentos de inhibicién de la germinacion
de esporas se determino la concentracion letal 50 (CLs)
del EC, Ia cual correspondid a una concentracion de A
de 70 ug mL~! etanol y una concentracién de DB de 7
ug mL~! etanol. Este resultado fue confirmado me-
diante la evaluacién de la mezcla de compuestos puri-
ficados A/DB a una concentracion de 70/7 ug mL™!
etanol. La efectividad de la CLy, del EC y la mezcla
A/DB para controlar la incidencia de la antracnosis se
evalud en experimentos in vivo, en laboratorio, en plan-
tas de frijol inoculadas con esporas de C.
lindemuthianum, observandose que las plantas tratadas
con EC y A/DB no mostraron sintomas de la antracnosis
(Covian, 1999)3. Sin embargo, se desconoce la efectivi-
dad fungicida del EC y la mezcla A/DB en invernadero

and in human health, which has induced the search for
alternative low-risk control methods (Okigbo and
Ogbonnaya, 2006). Secondary vegetal metabolites or
bioactive compounds with fungicide properties are an
option in the management of pathogens that transmit
diseases, since they act against a limited number of
species, are biodegradable to nontoxic products, have
low impact on human health, and can be incorporated
to integrated pest and disease management programs;
that is why from them new control agents could be
developed (Lee et al., 2001; Key et al., 2003).

The roots of chilcague, Heliopsis longipes ‘A.Gray’
Blake (Asteraceae), are used as local anesthetic,
parasiticide, and for food seasoning (as spices?)
(Martinez, 1994); besides, they possess insecticide
(Fisher, 1957) and fungicide activity (Ramirez-Chavez
et al., 2000). With in vitro experiments it has been
shown that the crude extract (EC) of the root of this
plant has fungicide activity against C. lindemuthianum,
since it inhibits its mycelial growth and spore
germination. Other studies (Molina-Torres ef al., 1995
and 1996), revealed the presence of two bioactive
compounds of the alkamide group in EC: Afinina (A)
and bornyl decatrién (DB) (Figure 1) as responsible
for fungicide activity against C. lindemuthianum, a
fungicidal effect, equivalent to that of EC, being
observed when the pure A and DB compounds are
mixed (Covidn, 1999)°.

In experiments of spore germination inhibition,
lethal concentration 50 (CL,) of EC was determined,
corresponding to an ethanol concentration of A of 70
ug mL~! and an ethanol concentration of DB of 7 ug
mL~!. This result was confirmed through the assessment
of the mixture of A/DB compounds, purified to a
concentration of 70/7 ug mL~! ethanol. The
effectiveness of CL, of EC and the A/DB mixture for
controlling anthracnose incidence was assessed under
laboratory conditions in experiments in vivo on bean
plants inoculated with C. lindemuthianum spores,
observing that the plants treated with EC and A/DB
did not show symptoms of anthracnose (Covidn, 1999).
Nevertheless, fungicidal effectiveness of EC and A/
DB mixture under greenhouse and field conditions is
unknown, and thus, the control of bean anthracnose
incidence. Likewise, information about the effect of
said compounds on symbiontic organisms of bean root
has not been found; for example, shrub vesicle
mycorrhizal fungi (HMVA) and nitrogen-fixing
bacteria.

5 Covién, N.F. 1999. Evaluacién del efecto del extracto de chilcuague (Heliopsis longipes) sobre el crecimiento de hongos fitopatgenos. Tesis
de Maestria en Ciencias. Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas. Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo. Morelia,

Michoacén, México. 62 p.
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y campo y, por tanto, el control de la incidencia de la
antracnosis del frijol. Asi mismo, no se encontrd in-
formacioén del efecto de dichos compuestos sobre or-
ganismos simbiontes de la raiz del frijol; por ejemplo,
hongos micorrizicos vesiculo arbusculares (HMVA) y
bacterias fijadoras de nitrégeno.

Por tanto, los objetivos de este estudio fueron eva-
luar el efecto del EC y la mezcla A/DB, en la inciden-
cia de la antracnosis del frijol en invernadero y campo,
asi como de los compuestos bioactivos sobre las aso-
ciaciones simbidticas nativas establecidas en la raiz del
frijol por HMVA y bacterias fijadoras de nitrégeno.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se hizo en el invernadero del Instituto de Investiga-
ciones Quimico Bioldgicas de la Universidad Michoacana de San
Nicolds de Hidalgo (UMSNH), en Morelia, Michoacan, México.
Los experimentos en campo se realizaron en una parcela experimen-
tal ubicada en Tiripetio, Morelia, Michoacdn, México.

Material vegetal

Las raices de H. longipes se obtuvieron de plantas en etapa de
floracién del mercado local del municipio Doctor Mora, al noroeste
del Estado de Guanajuato, México. Un espécimen fue identificado
en el Herbario de la Facultad de Biologia de la UMSNH, por la
Boténica Luz del Socorro Rodriguez. Para los ensayos en invernade-
ro y campo se usaron semillas de frijol (P. vulgaris cv. Flor de
Mayo).

Obtencién de esporas de C. lindemuthianum

Se us6 una cepa patdgena de C. lindemuthianum correspondien-
te a la cepa a (donada por la Dra. June Simpson del Departamento
de Ingenieria Genética del CINVESTAYV Unidad-Irapuato). EIl hon-
go se mantuvo creciendo 8 d en medio YEB (extracto de levadura 1 g
L-!; sulfato de magnesio 0.1 g L~!; sacarosa 5 g L~!; peptona de
caseina 5 g L~!; peptona de carne 5 g L~!; agar bacterioldgico 10 g
L~!, suplementado con vainas de frijol) a 30 °C. Luego, las esporas
de C. lindemuthianum se recolectaron en agua destilada estéril y se
cuantificaron en un hematocitémetro (Pastor ef al., 1995). Se prepa-
r6 un inoculo a 1x10° esporas mL~! en agua destilada estéril, utili-
zado para inocular plantas de frijol mediante aspersion en los expe-
rimentos de invernadero y campo.

Obtencién del EC y los compuestos A, DB

El EC se obtuvo pulverizando 10 g de material seco de la raiz,
extraido por reflujo continuo durante 3 h en un sistema Soxhlet, con
65 mL de acetato de etilo (Merck®) a 70 °C. El EC fue secado a 45 °C
en un rotavapor (Brinkmann/Biichi) y se disolvié en 10 mL de etanol
absoluto (Merck®), almacenandose a 4 °C en oscuridad (Molina-
Torres et al., 1996). La purificacion de los compuestos bioactivos A

Y

Figura 1. Estructura de los principales compuestos bioactivos
en el extracto crudo de la raiz de chilcuague (Heliopsis
longipes ‘A. Gray’ Blake). A) Afinina N-isobutil 2E,
6Z, 8E decatrien amida. B) Decatrien bornilo Deca-
2E, 6Z, 8E icido trienoico bornil éster (Molina-To-
rres et al., 1995 y 1996).

Figure 1. Structure of the principal bioactive compounds in crude
extract of chilcague root (Heliopsis longipes ‘A. Gray’
Blake). A) Afinina N-isobutil 2E, 6Z, 8E amida
decatrién. B) Bornyl Decatrién Deca- 2E, 6Z, 8E
trienoic acid bornyl ester (Molina-Torres ef al., 1995
and 1996).

Therefore, the objectives of this study were to
evaluate the effect of EC and A/DB mixture on bean
anthracnose incidence in greenhouse and field, as well
as that of bioactive compounds on native symbiotic
associations established in bean root by HMVA and
nitrogen-fixing bacteria.

MATERIALS AND METHODS

This study was carried out in the greenhouse of the Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas (Biochemical Research Institute)
of the Universidad Michoacana of San Nicolds de Hidalgo (UMSNH),
in Morelia, Michoacan, México. The field experiments were carried
out in an experimental plot located in Tiripetio, Morelia, Michoacén,
Mexico.

Plant material

The H. longipes roots were obtained from plants at flowering
stage at the local market of the municipality Doctor Mora,
northwest of the State of Guanajuato, Mexico. A specimen was
identified in the herbarium of the Facultad de Biologia of the
UMSNH by the botanist Luz del Socorro Rodriguez. For the
assays in greenhouse and field, bean seeds (P. vulgaris cv. Flor
de Mayo) were utilized.
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y DB se realiz6 a partir del EC (Molina-Torres et al., 1995 y 1996),
mediante cromatografia en columna utilizando gel de silice (Sigma®)
como fase estacionaria y una mezcla de n-hexano/acetato de etilo
(2:1 v/v) (Merck®) como fase movil.

Experimentos en invernadero y campo

Semillas de frijol, previamente desinfectadas con detergente
extran neutro (Merk®) (5%), etanol (70%), hipoclorito de sodio
(Cloralex®) (10%) y agua destilada estéril, se sembraron en mace-
tas de 1 L con agrolita estéril y se mantuvieron en hidroponia, con
riegos cada 4 d con la solucién nutritiva (0.35 g L~! KH,PO,;
0.118 g L= (NH,),S0,; 0.5 g L-'MgSO,; 0.25 g L' KNO;; 0.20 g
L-! CaCl,). Se us6 un disefio experimental completamente al azar
con ocho tratamientos y cinco repeticiones (dos plantas por repeti-
cién); haciendo tres inoculaciones del hongo patégeno sobre las
plantas de frijol a 15, 30 y 50 d después de la siembra (DDS). Para
facilitar el desarrollo de la antracnosis, las plantas se mantuvieron
en cadmaras himedas 7 d después de cada inoculacion (Pastor et
al., 1995).

Para aplicar los compuestos bioactivos, diversos vehiculos se
evaluaron de acuerdo con su capacidad de disolucion, su efecto so-
bre la germinacion de esporas de C. lindemuthianum y el dafio visi-
ble a las plantas de frijol. La mezcla de etanol (50%) (Merck®) y
Tween 20 (1%) (Sigma®), mostré los mejores resultados para obte-
ner la disolucién adecuada de los compuestos, sin efecto sobre C.
lindemuthianum y sin dafio visible a las plantas de frijol. Segtn la
relacion de la concentracién del EC y la mezcla A/DB con la inhibi-
cion de la germinacién del 50% de las esporas de C. lindemuthianum
documentada por Covidn (1999)°, se seleccionaron las siguientes
concentraciones de compuestos: 700/70, 70/7 y 7/0.7 ug mL~! etanol
(50%)-Tween 20 (1%), las cuales fueron aplicadas en invernadero
como EC y una mezcla de compuestos purificados A/DB. Los seis
tratamientos se aplicaron tres veces durante el experimento, después
de cada inoculacién del hongo en la etapa de plantula, desarrollo
vegetativo y floracién, que corresponden a los 15, 30 y 50 DDS.
Como testigo regional se aplicé tiabendazol (TECTO 60®, polvo
humectable, 600 g i. a. kg~!, MSD AGVET) 5 mg mL~! agua y se
usé un testigo sin tratar (S/T), para el cual se usaron plantas inocu-
ladas con esporas de C. lindemuthianum sin aplicar ningln trata-
miento fungicida, sélo los vehiculos de aspersion, etanol (50%)-
Tween 20 (1%).

La evaluacion de los compuestos sobre la incidencia de la
antracnosis se realizé a los 7, 20 y 45 d después de la primera
inoculaciéon (DDPI), con base en la escala visual de sintomas de
Schoonhoven y Pastor (1987). Se contaron las plantas enfermas, y
para el andlisis estadistico estos datos fueron transformados a: Vx+0.5
(Steel y Torrie, 1980), y la incidencia se expres6 como el porcentaje
de plantas enfermas (Amadioha, 2000) con la férmula:
Incidencia=ntimero de plantas enfermas/nimero total de plantas X
100. El peso seco de las plantas tratadas se determiné a los 60
DDPI.

El experimento en campo se hizo en una parcela experimental
de 14X8 m y un 4rea de 2 m? para cada tratamiento y se mantuvo
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Obtaining C. lindemuthianum spores

A pathogenous C. lindmuthianum stock was used, corresponding
to stock a (donated by Dra. June Simpson del Departamento de
Ingenieria Genética del CINESTAV Unidad- Irapuato). The fungus
was kept growing for 8 d in YEB medium (1g L~! yeast extract;
0.1g L' magnesium sulfate; 5g L~! saccharose; 5g L~! casein
peptone; 5g L~! meat peptone; 10g L-! bacteriological agar,
supplemented with bean pods) at 30 °C. Afterwards, the C.
lindemuthianum spores were gathered in sterile distilled water and
quantified in a hematocytometer (Pastor e al., 1995). An inoculum
at 1x10° spores mL~! was prepared in sterile distilled water, used
to inoculate bean plants by spraying in greenhouse and field
experiments.

Obtaining EC and A, DB compounds

EC was obtained pulverizing 10g of dry root material extracted
by continuous flow during 3 h in a Soxhlet system with 65 mL of
(Merck®) ethyl acetate at 70 °C. EC was dried at 45 °C in a
(Brinkmann/Biichi) vapor rotation system, and dissolved in 10 mL
absolute (Merck®) ethanol, being stored at 4 °C in the dark (Molina-
Torres et al., 1996). Purification of the bioactive compounds A and
DB was carried out from EC (Molina-Torres et al., 1995 and 1996),
through chromatography in column, utilizing (Sigma®) silica gel as
stationary phase and a mixture of n-hexane/ethyl acetate (2:1 v/v)
(Merck®) as mobile phase.

Greenhouse and field experiments

Bean seeds previously disinfected with 5% (Merck®) neutral
extran detergent, 70% ethanol, 10% sodium hypochlorite (Cloralex®),
and sterile distilled water were sown in 1L-pots with sterile agrolite
and kept in hydroponics, being irrigated every 4 d with nutritious
solution (0.35g L~! KH,PO,; 0.118g L~{(NH,),SO,; 0.5g L~'MgSO,;
0.25g L~! KNO;; 0.20g L7! CaCl,). A completely randomized
experimental design with eight treatments and five replications (2
plants per replication) was used; conducting three inoculations of
the pathogen fungus on the bean plants at 15, 30, and 50 d after
sowing (DDS).In order to facilitate anthracnose development the
plants were kept in moist chambers 7 d after each inoculation (Pastor
et al., 1995).

To apply the bioactive compounds, different media were assessed
according to their dissolving capacity, their effect on C.
lindemuthianum spore germination, and visible damage to bean plants.
The mixture of (50%) (Merck®) ethanol and (1%) (Sigma®) Tween
20, showed the best results to obtain the adequate solution of the
compounds, without effect on C. lindemuthianum and without visible
damage to the bean plants. According to the relationship of EC
concentration and A/DB mixture with germination inhibition of 50%
of the C. lindemuthianum spores, documented by Covidn (1999)°,
the following compound concentrations were selected: 700/70, 70/
7; and /0.7 ug mL~! ethanol (50%)-Tween 20 (1%), which were
applied under greenhouse conditions like EC and a mixture of
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en condiciones de temporal durante la temporada de lluvias del
2001, en un disefio de bloques completos al azar con cinco trata-
mientos y cuatro repeticiones. Las tres inoculaciones del hongo en
las plantas de frijol y las tres aplicaciones de la concentracién
efectiva de EC y A/DB, asi como del testigo regional y el testigo
S/T, se realizaron a 15, 30 y 50 DDS. Se incluy6 un testigo abso-
luto (plantas sin ningin tratamiento y sin inoculacién), para eva-
luar el efecto de los compuestos en la colonizaciéon de HMVA y la
nodulacién de la raiz del frijol. La evaluacién de los compuestos
en la incidencia de la antracnosis en campo, y la determinacion del
peso seco de las plantas tratadas se realizé igual que en invernade-
ro. Para evaluar el efecto del EC y la mezcla A/DB en la coloniza-
cién de HMVA vy la nodulacién del frijol, se seleccionaron al azar
5 plantas por tratamiento a 15, 35 y 50 dias después de la primera
aplicacién (DDPA), determinidndose los porcentajes de coloniza-
cién de los HMVA (Phillips y Hayman, 1970) y el niimero prome-
dio de nédulos efectivos (los de color rojizo) (Samaniego-Russo et
al., 1996).

Analisis estadistico

Los datos de plantas enfermas se transformaron con la funcion
vx+0.5, y la incidencia se expres6 como porcentajes de plantas
enfermas (Steel y Torrie, 1980; Amadioha, 2000). Se realizé un
anélisis de varianza (p=<0.05) y una prueba de Tukey (p=<0.05), con

el programa SPSS para Windows (9.0).
RESULTADOS

Control de la incidencia de la antracnosis
en invernadero

La aparicién de la antracnosis en las plantas de
frijol fue gradual desde 7 hasta 45 DDPI, con una
incidencia maxima (100% de plantas enfermas) 45 DDPI
en el testigo S/T. Los tratamientos con EC (7/0.7 ug
mL~1) y A/DB (7/0.7 ug mL™"), mostraron 50% de
incidencia de enfermedad. Los tratamientos que con-
trolaron significativamente la incidencia de la antracnosis
(p=<0.05) fueron TECTO 60, EC (700/70 y 70/7 ug
mL~Y) y A/DB (700/70 y 70/7 ug mL~"), con inciden-
cias de 0 a 10% de plantas enfermas, a los 45 DDPI
(Cuadro 1).

El testigo S/T, el EC (7/0.7 ug mL~!) y la mezcla
A/DB (7/0.7 ug mL™!), tuvieron promedios de peso
seco, 60 DDPI, de 3, 4.75 y 4.91 g, los cuales fueron
diferentes del resto de los tratamientos (p=<0.05). Los
tratamientos con mayores promedios de peso seco fue-
ron TECTO 60, EC (700/70 y 70/7 ug mL~!) y A/DB
(700/70 y 70/7 ug mL~1), con promedios de peso seco
de 11.00, 10.79, 9.64, 10.21 y 10.13 g, sin diferen-
cias significativas (p>0.05) (Cuadro 1).

purified A/DB compounds. The six treatments were applied three
times during the experiment, after each fungus inoculation at the
stage of seedling, vegetative development, and flowering, which
correspond to 15, 30, and 50 DDS. As regional control, thiabendazole
(TECTO 60%®, moisturizable (humidifying?) powder, 600g i. a. kg1,
MSD AGVET) was applied, using 5mg mL~! water and an untreated
control (S/T), for which plants inoculated with C. lindemuthianum
spores were utilized, to which not any fungicidal treatment was
applied, only ethanol (50%) - Tween 20 (1%) spray (media?).

Evaluation of compounds on anthracnose incidence was carried out
at7, 20, and 45 d after the first inoculation (DDPI), based on Schoonhoven
and Pastor’s (1987) visual scale of symptoms. Diseased plants were
counted, and for statistical analysis these data were transformed to:
Vx+0.5 (Steel and Torrie, 1980); the incidence was expressed as
percentage of diseased plants (Amadioha, 2000) by the formula: Incidence
= number of diseased plants / total number of plants X 100. Dry weight
of the treated plants was determined at 60 DDPI.

The field experiment was carried out in an experimental plot of
14x8 m and an area of 2 m? for each treatment and was kept under
rainfed conditions during the rainy season of the year 2001, in a
design of complete randomized blocks with five treatments and four
replications. The three fungus inoculations on the bean plants and the
three applications of effective EC and A/DB concentration as well as
the regional and the S/T control, were made at 15, 30, and 50 DDS.
An absolute control was included (plants without any treatment and
without inoculation) in order to assess the effect of the compounds on
HMVA colonization and the nodulation of bean root. The assessment
of compounds on incidence of anthracnose in field and determining of
dry weight of treated plants were conducted the same as in greenhouse.
In order to evaluate the effect of EC and A/DB mixture on HMVA
colonization and nodulation of bean, 5 plants were randomly selected
by treatment at 15, 35, and 50 days after the first application (DDPA);
the percentages of HMVA colonization (Phillips and Hayman, 1970)
and the mean number of effective nodules (those of reddish color)
(Samaniego-Russo et al., 1996) being determined.

Statistical analysis

The data of diseased plants were transformed with the function
vx+0.5, and incidence was expressed as percentages of diseased
plants (Steel and Torrie, 1980; Amadioha, 2000). An analysis of
variance was conducted (p=<0.05) and a Tukey test (p=<0.05) using
SPSS program for Windows (9.0).

RESULTS

Anthracnose incidence control under
greenhouse conditions

Anthracnose in bean plants appeared gradually from
7 up to 45 DDPI, with maximum incidence (100% of
diseased plants) 45 DDPI in the S/T control. The
treatments with EC (7/0.7 ug mL~!) and A/DB (7/0.7 ug
mL~1), showed 50% of disease incidence. The
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Cuadro 1. Porcentaje de plantas de Phaseolus vulgaris L. con antracnosis y su peso seco en invernadero. Morelia, Michoacan, México.
Table 1. Percentage of Phaseolus vulgaris L. plants with anthracnose and their dry weight in greenhouse Morelia, Michoacin, México

Plantas enfermas (%)

Peso seco (g)

Tratamientos

7 DDPIt 20 DDPI 45 DDPI 60 DDPI
EC, 700/70 ug mL"! 0%a 10a 10a 10.79a
EC, 70/7 ug mL™! 0a 10 a 10 a 9.64 a
EC, 7/0.7 ug mL™! 10 a 40 ¢ 50 ¢ 4.75b
A/DB, 700/70 ug mL~! 0a 10 a 10 a 10.21 a
A/DB, 70/7 ug mL~! 0a 10 a 10 a 10.13 a
A/DB, 7/0.7 ug mL~! 10 a 50 ¢ 50 ¢ 491D
TECTO 60, 5 mg mL~! 0a 0a 0a 11.0a
S/IT 20b 80d 100 d 30b

T Dias después de la primera inoculacion.

Y Los datos fueron transformados a: Vx+0.5 y representan el porcentaje de plantas enfermas (Steel y Torrie, 1980; Amadioha, 2000).
a, b, c, d: Valores con letra diferente en cada columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Control de la incidencia de la antracnosis en campo
y efecto del EC y la mezcla A/DB en la
colonizacion de HMVA y la nodulacién

de las raices del frijol

La aparicion de los sintomas de antracnosis en campo
se observo a partir de los 20 DDPI, con una incidencia
maxima en el testigo S/T (100% de plantas enfermas)
a los 45 DDPI. Los tratamientos que controlaron sig-
nificativamente la incidencia de la antracnosis (p=<0.05)
fueron TECTO 60, EC (70/7 ug mL~1) y A/DB (70/
7 ug mL™Y), con 0, 12 y 12% de plantas enfermas, a
45 DDPI (Cuadro 2).

El testigo S/T tuvo el promedio de peso seco (3.3 g)
més bajo a 60 DDPI, mientras que los tratamientos
con mayores promedios de peso seco fueron TECTO
60, EC (70/7 ug mL~") y A/DB (70/7 ug mL™1!), con
promedios de peso seco de 8.49, 7.87 y 7.89 g, sin
diferencias significativas (p >0.05) entre estos tres tra-
tamientos (Cuadro 2).

Los tratamientos TECTO 60, EC (70/7 ug mL™1),
A/DB (70/7 ug mL™") el testigo absoluto mostraron,

treatments  significantly controlling anthracnose
incidence (p=<0.05) were TECTO 60, EC (700/70 and
70/7 ug mL~"') and A/DB (700/70 and 70/7 ug mL™})
with incidence of 0 to 10 % diseased plants at 45 DDPI
(Table 1).

The S/T control, EC (7/0.7 ug mL™!), and the
mixture A/DB (7/0.7 ug mL~") had dry weight means,
60 DDPI, of 3, 4, 75, and 4.91g, which were unlike
the rest of the treatments (p<0.05). The treatments
with higher dry weight means were TECTO 60, EC
(700/70 and 70/7 ug mL~!), and A/DB (700(70 and
70/7 ug mL~") with dry weight means of 11.00, 10.79,
9.64, 10.21, and 10.13 g, whithout significant
differences (p>0.05) (Table 1).

Anthracnose incidence control under field
conditions and effect of EC and A/DB mixture on
HMYVA colonization and nodulation of bean roots

Appearance of anthracnose symptoms under field
conditions was observed from 20 DDPI, with maximum

Cuadro 2. Porcentaje de plantas de Phaseolus vulgaris L. enfermas de antracnosis y su peso seco en campo. Tiripetio, Morelia,

Michoacidn, México.

Table 2. Percentage of Phaseolus vulgaris L. plants diseased with anthracnose and their dry weight under field conditions. Tiripetio,

Morelia, Michoacin, México

Plantas enfermas (%)

Peso seco (g)

Tratamientos

7 DDPI' 20 DDPI 45 DDPI 60 DDPI
EC, 70/7 ug mL~! 0%a 0a 12a 7.87a
A/DB, 70/7 ug mL~! 0a 0a 12a 7.89 a
TECTO 60, 5 mg mL~! 0a 0a 0a 8.49 a
S/T Oa 20 b 100 ¢ 33b

T Dias después de la primera inoculacion.

9 Los datos fueron transformados a: Vx+0.5 y representan el porcentaje de plantas enfermas (Steel y Torrie, 1980; Amadioha, 2000).
a, b, c: Valores con letra diferente en cada columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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50 DDPA, porcentajes de colonizacién de HMVA de
66, 66, 67 y 67%, sin diferencias estadisticas entre
tratamientos. Los tratamientos TECTO 60, EC (70/7
ug mL~1) A/DB (70/7 ug mL™1) y el testigo, presenta-
ron 14, 15, 14 y 14 nédulos efectivos, 50 DDPA, sin
diferencias entre tratamientos (Cuadro 3).

DiIscusiON

Concentraciones de 700/70 y 70/7 ug mL~! del EC
y de la mezcla A/DB, disminuyeron la incidencia de la
antracnosis en 90% en invernadero, sin reduccion sig-
nificativa del peso seco de las plantas tratadas. Esto
coincide con lo reportado por Covidn (1999)° de que el
EC y A/DB son efectivos en condiciones controladas a
partir de una concentracién 370/7 ug mL~!. La concen-
traciéon (70/7 ug mL~') de EC y A/DB evaluada en
campo fue efectiva por reducir la incidencia de
antracnosis en 88 %, sin reduccion significativa del peso
seco de las plantas tratadas, lo que muestra la efectivi-
dad de ambas preparaciones para reducir la densidad
de indculo del hongo; evitando el establecimiento de la
enfermedad en invernadero y en campo (Goes et al.,
2008). La falta de proteccion suficiente proporcionada
por los tratamientos EC (7/0.7 ug mL™"), A/DB (7/0.7
ug mL™Y) y testigo S/T, favorecié la infeccién del pa-
tégeno y el desarrollo de los sintomas, como observa-
ron Hidalgo y Araya (1993).

La reduccion de la incidencia de la antracnosis en
90 y 88% en invernadero y campo muestra aspectos
interesantes. La concentracién de 70/7 ug mL~! de EC
y A/DB, mostré un efecto protector similar en condi-
ciones controladas y no controladas; pero es importan-
te sefialar que se requirieron tres aplicaciones en con-
diciones no controladas de este tratamiento para con-
trolar la antracnosis, lo que podria explicar el mismo
nivel de proteccion en ambas condiciones. Ademads, la
presencia de un pequefio porcentaje de plantas enfer-
mas (10 % en invernadero y 12% en campo) que ain

incidence in S/T control (100% diseased plants at 45
DDPI. The treatments which significantly controlled
anthracnose incidence (p<0.05) were TECTO 60, EC
(70/7 ug mL™1), and A/DB (70/7 ug mL™!) with 0,
12, and 12% diseased plants at 45 DDPI (Table 2).

The S/T control had the lowest mean dry weight
(3.3 g) at 60 DDPI, while the treatments with the highest
mean dry weight were TECTO 60, EC (70/7 ug mL™}),
and A/DB (70/7 g mL™!), with dry weight means of
8.49, 7.87, and 7.89 g, without differences among
these three treatments (Table 2).

The treatments TECTO 60, EC (70/7 ug mL™!),
A/DB (70/7 ug mL~!) and the absolute control, at 50
DDPA, showed percentages of HMVA colonization of
66, 66, 67 and 67 % of colonization, without statistical
differences among treatments. The treatments TECTO
60, EC (70/7 ug mL~!), A/DB (70/7 ug mL~!) and
the absolute control had 14, 15, 14 and 14 effective
nodules, 50 DDPA, without differences among
treatments (Table 3).

DiscussioN

Concentrations of 700/70 and 70/7 ug mL~! of EC
and the A/DB mixture diminished anthracnose incidence
by 90% under greenhouse conditions, without significant
reduction of dry weight in the treated plants. This result
agrees with that reported by Covian (1999)°, stating
that EC and A/DB are effective under controlled
conditions from a concentration of 370/7 ug mL™!.
The concentration (70/7 ug mL™!) of EC and A/DB
evaluated in field was effective reducing anthracnose
incidence by 88% without significant reduction of dry
weight of the treated plants, which demonstrates the
effectiveness of both preparations to reduce inoculum
density of the fungus, avoiding the establishment of
the disease in greenhouse and in field (Goes et al.,
2008). The lack of sufficient protection provided by
the EC (7/0.7 ug mL~!) and A/DB (7/0.7 ug mL™})

Cuadro 3. Porcentaje de colonizacion de HMVA y niimero de nédulos efectivos de la raiz de Phaseolus vulgaris L. en campo. Tiripetio,

Morelia, Michoacdn, México.

Table 3. Percentage of HMVA colonization and number of effective nodules of Phaseolus vulgaris L. root under field conditions.

Tiripetio, Morelia, Michoacan, México.

Tratamientos Colonizaciéon de HMVA IN6dulos de bacterias fijadoras
(%) 50 DDPAY de nitrégeno 50 DDPA

EC, 70/7 ug mL~! 66 14

A/DB, 70/7 ug mL™! 65 14

TECTO 60, 5 mg mL~! 66 15

Testigo absoluto 67 14

T Dias después de la primera aplicacion.
Promedio de nddulos efectivos por planta.
Sin diferencias estadisticas (p>0.05).
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tienen esporas activas de C. lindemuthianum, indica
que la enfermedad persistird, aunque a niveles mini-
mos, como observaron Hidalgo y Araya (1993). Sin
embargo, la presencia de estas esporas es importante,
ya que no se pretende eliminar al patogeno, sino dis-
minuir la densidad del indculo a un nivel que no cause
dafio significativo al cultivo, conservando la calidad
del ambiente (Badii et al., 1996).

Otro resultado importante es que la concentracion
efectiva del EC y A/DB (70/7 ug mL™'), es menor que
la reportada para numerosos fungicidas sintéticos usa-
dos para controlar la antracnosis; por ejemplo,
tiabendazol 5 mg mL~! (TECTO 60%, polvo
humectable, 600 g i. a. kg~!, MSD AGVET) o sulfato
de cobre 40 mg mL~! (sulfato de cobre pentahidratado,
cristales solubles en agua, 250 g i. a. kg~!, Sulcona
S.A. de C.V.). Esto es importante desde el punto de
vista econdmico y de contaminacion ambiental, ya que
los compuestos quimicos son méas caros, causan mayor
dafio a la salud humana y son mas agresivos con el
ambiente y su fauna benéfica debido a sus concentra-
ciones elevadas, alta persistencia y toxicidad (Silva-
Flores et al., 2005).

El efecto de numerosos plaguicidas en organismos
no blanco ha sido bien documentado (Cox, 2006). El
fungicida Captan (CAPTAN® 50 WP, polvo humectable,
500 gi. a. kg™!, ZENECA) es ejemplo de un plaguicida
inespecifico, debido a su efecto inhibitorio en el creci-
miento de HMVA inoculados en la raiz de fresa (Ferrera
et al., 1998). El efecto nulo de la concentracién efectiva
del EC y A/DB en la colonizacion de HMVA y la
nodulacién de las raices del frijol en campo es impor-
tante, ya que su efecto especifico en agentes patdgenos
causales de enfermedades es una caracteristica que de-
ben poseer los compuestos bioactivos para ser incluidos
dentro de programas de manejo integrado de plagas y
enfermedades (Gullino et al., 2000).

En esta investigacion se muestra el potencial del EC
y la mezcla A/DB obtenidos de la raiz de H. longipes
para controlar la antracnosis en el cultivo de frijol en
invernadero y campo. Estos compuestos pueden prote-
ger al frijol al mismo nivel que el fungicida sintético
evaluado, TECTO 60®. En programas de manejo inte-
grado de plagas y enfermedades, los compuestos de H.
longipes pueden disminuir la densidad de in6culo del
hongo impidiendo el desarrollo de la enfermedad. El
presente reporte es el primero que muestra la efectivi-
dad del EC y la mezcla A/DB, para controlar la inciden-
cia de la antracnosis del frijol en invernadero y campo.

CONCLUSIONES

El EC y la mezcla de compuestos purificados A/DB,
reducen la incidencia de la antracnosis del frijol en

686 VOLUMEN 42, NUMERO 6

treatments and the S/T control favored pathogen
infection and symptom development, as observed by
Hidalgo and Araya (1993).

The reduction of anthracnose incidence by 90 and
88% under greenhouse and field conditions has
interesting aspects. Concentration of 70/7 ug mL~! of
EC and A/DB showed a similar protective effect in
controlled and uncontrolled conditions; but it is
important to point out that three applications were
required in uncontrolled conditions of this treatment to
control anthracnose, which could explain the same
protection level in both conditions. Besides, the presence
of a small percentage of diseased plants (10% in
greenhouse and 12% in field), that still have active
spores of C. lindemuthianum, indicates that the disease
will persist, though at minimum levels, as Hidalgo and
Araya observed (1993). Nevertheless, the presence of
these spores is important, since it is not pretended to
eliminate the pathogen, but to diminish inoculum density
to a level that would not cause significant damage to
the crop, conserving the quality of the environment
(Badii ef al., 1996).

Another important result is that the -effective
concentration of EC and A/DB (70/7 ug mL™!) is lower
than that reported for numerous synthetic fungicides
utilized for anthracnose control, for example,
thiabendazole 5mg mL~! (TECTO 60®, moisturizing
powder, 600 g i.a. kg~!, MSD AGVET) or copper
sulfate 40mg mL ! (pentahydrated copper sulfate, water-
soluble crystals, 250 g i.a.kg™!, Sulcona S.A. de C.V.).
This is important from the economical point of view
and considering environmental contamination, since
chemical compounds are more expensive, cause greater
damage to human health, and are more aggressive with
respect to environment and its benign fauna, due to
their high concentrations, persistence and toxicity (Silva-
Flores et al., 2005).

The effect of numerous pesticides on nontarget
organisms has been well-documented (Cox, 2006).
Captan fungicide (CAPTAN® 50 WP, moisturizing
powder, 500g i.a. kg~!, Zeneca) is an example of an
unspecific pesticide, due to its inhibiting effect on
HMVA growth, inoculated on strawberry root (Ferrera
et al., 1998). The null effect of EC and A/DB effective
concentration on HMVA colonization and bean root
nodulation under field conditions is important, since
its specific effect on disease-causing pathogenic agents
is a characteristic that bioactive compounds must possess
to be included in the integrated pest and disease
management programs (Gullino et al., 2000).

In this research, the potential of EC and A/DB
mixture, obtained from H. longipes root to control
anthracnose in bean crop under greenhouse and field
conditions is demonstrated. These compounds can
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invernadero y campo al mismo nivel que el fungicida
regional evaluado. Las plantas sometidas a la aplica-
cion de los tratamientos no mostraron sintomas de
fitotoxicidad, lo que se confirmd en el peso seco de las
plantas tratadas. La aplicacion de estos compuestos en
campo no tuvo efecto sobre la colonizacién de las rai-
ces de frijol por HMVA vy la nodulacién por bacterias
fijadoras de nitrégeno.
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