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INTRODUCCION

Isariopsis griseola Sacc. causa en el frijol la
enfermedad denominada mancha angular, debido a la forma ti
pica angular que tienen las lesiones en el follaje, al que
dar delimitadas por las nervaduras de las hojas. Su pre =
sencia es muy comfin en plantaciones de frijol de Costa Ricaj
la enfermedad podrfa considerarse como endémica y en ocasio

nes de carlcter epidémico.

La investigacidn relacionada con la enfermedad y
el organismo causal es bastante escasa, por lo que se jus-

tifican trabajos de la naturaleza del proyectado.

Al gunos investigadores como Brock (2), Gardner y
Mains (5) y Puerto y Alonso (9) han trabajado en evaluacién
de la resistencia de variedades, pero con un nlimero pequefio
de ellas. No hay trabajos al respecto con las variedades
de frijol comunmente sembradas en Centro América., Cardona
(4) realizd el trabajo mis completo sobre la enfermedad y
el organismo causal, incluyendo estudios de hospederos, pa
togenicidad y fisiologfia del hongo, relaciones ambientales

¥y rerfsito-hospedero.

Al planear esta investigacidén se ha juzgado nece
sario ampliar el conocimiento existente tanto de la enfer-
medad como del paté§geno, para aumentar la informacidén bhsi
ca disponible y a la vez aportar conocimientos de valor
prctico que ayuden a la prevencidén y combate de la enfer-

medad,



El presente trabajo se llevé a cabo en el labora
torio e invernaderos de Patologia Vegetal del Instituto In
teramericano de Ciencias Agricolas de la OEA, en Turrialba,
Costa Rica. Se inicid en Junio de 1966, finalizandose en
Mayo de 1967,

Los objetivos principales de este trabajo son:

1. Evaluacibén de la resistencia de 527 varieda-

des de frijol a la mancha angular.

2. Realizar algunos estudios fisioldgicos con

el hongo.

3. Estudiar la patogenicidad de algunas cepas
colectadas en zonas frijoleras de Costa

Rica,



REVISION DE LITERATURA

I. Resistencia de las variedades de frijol al ataque de
Isariopsis griseola Sacc.

Gardner y Mains (6) efectuaron en 1928 los primeros es-
tudios que se conocen sobré reacciones varietales; al pro-
bar 40 variedades encontraron que Kentucky Wonder era la G-
nica en mostrar algln grado de resistencia. Brock (2) ob-
servd que en condiciones de campo variedades de enredadera
eran més resistentes que las de mata. Clasificd la reaccidn
de 156 variedades, entre las cuales enumerd a 18 altamente
susceptibles, 24 susceptibles, 31 moderadamente resistentes,

19 resistentes y 12 altamente resistentes.

Olave (8) no encontrd diferencias en el grado de infec-
cién de plantas inoculadas a los 20 y a los 30 dias de e-
dad; también efectud trabajos en evaluacién de la resisten-
cia en un grupo de 10 variedades y 2 lineas. Puerta y Alon-
so (9) sefialaron resistencia en las variedades Borriol
(234), No. 218 y San Fiacre (CS-27). Weaver y Zaumeyer (10)
reportaron a la variedad U.I. Pinto No. 11 como tolerante a

la infeccidn.

Segln trabajos realizados en Colombia (1), en la mayo-
ria de las cruzas simples la resistencia parece ser recesi-
va y dominada por 2 8§ 3 factores independientes. En muy po-

cos casos la resistencia fué dominante.



II, Comportamiento fisiolbégico del hongo.

Cardona (4) realizb estudios referentes a la fisiolo-

gila de Isariapsis griseola. Ensayd varios medios nutriti-

vos sintéticos y naturales, incluyendo algunos con adicién
de vitaminas y aminoécidos, en todos los cuales el creci =
miento obtenido era escaso y lento. En PDA ( papa-dextro-
sa-agar) y PDA con 1% de jugo de hojas de frijol, el difme
tro de las colonias era de 20 mm a los 25 dias de incuba =

cibn en platos retri.

Cardona encontrS que ¢l hongo crecia a temperaturas
desde 82 hasta 282C en medio de cultivo, con un Sptimo de
2Lko, no hubo crecimiento a 322, Las esporas germinaban en-
tre 40 y 362; a estas temperaturas el proceso germinativo
~se inicia a las 3 hrs.j el porcentaje de esporas germina -
das es mayor con aumentos de la temperatura, a partir de 4Q

hasta alcanzar un Sptimo de 249,

La infeccibn ocurrid afin con cortas exposiciones (3
hrs.) a condiciones hfimedas, pero era favorecida con hume-
dad prolongada sobre las 24 hrs. Después del establecimien
to del hongo en los tejidos era necesaria una alta humedad
por 24 hrs. para la formacibén de coremios y un perfodo de

48 hrs. en iguales condiciones para la esporulacidn.

Llanos (7) comprobd que la luz no influye en la germi
nacién de las esporas. Cardona (4) encontr§ que no habfan
diferencias en el perfodo de incubacién y defoliacibén al
efectuar experimentos con duracibn e intensidad de la luz,
También determind que en medio de cultivo el pH més favo-



rable el crecimiento era de 5.0 en agar-peptona-miel y de
5.6 en PDA,

III. Patogenicidad de Isariopsis griseola Sacc.

Brock (2) en 1951, parece ser el primero en haber
aislado el hongo en cultivo puro. Hizo pruebas de patoge-
nicidad con aislamientos monospdricos; inoculd plantas de
21 dias con una suspensidén preparada con cultivos de 21
dias en tubos con agar-vainas de frijol (50 gms/lt.). Los

sintomas se manifestaron a los 10-12 dias.

Cardona (4) inoculd 10 aislamientos monospdéricos en
plantas de la variedad susceptible Idaho Refugee, sumer-
giéndolas en una suspensidn de esporas y también asperjén-
dolas con un atomizador. Encontrd que no habia diferen-
cias en la patogenicidad de los 10 aislamientos. Al estu-
diar la relacidén entre la madurez fisioldgica de las plan-
tas y la infeccidn y severidad de la enfermedad, concluyd
que las plantas tienen la misma susceptibilidad durante to-

do el perfiodo de crecimiento.

Llanos (7) determind que el hongo no pierde su pato-
genicidad en medio de cultivo, atn cuando haya sufrido nu-

merosos transplantes.,



MATERIALES Y METODOS

I. Seleccidn de un medio de cultivo apropiado y de una ce-
pa con abundante crecimiento y esporulacién,

En la literatura consultada, entre los mejores medios
reportados para el cultivo de I. griseola, estén PDA y PDA
con 1% de extracto de hojas de frijol. Ho hay datos cuan-
titativos sobre la abundancia del crecimiento obtenido en

esos medios,

Con el fin de conseguir un medio nutritivo en el que
se lograra un crecimiento y esporulacidén abundante, se en-
sayaron varios medios hechos con extractos de plantas. Los

medios probados, y sus ingredientes por cada litro, fueron:

1. Agar-raices de zanahoria(18 gms. agar, 200 gms.
rafces)

2. Agar-hojas de zanahoria( 18 gms. agar, 300 gms.
ho jas)

3. Agar-jugo V-8 (18 gms. agar, 5 gms. CaCOB, 22 oz.
jugo V=8)

4, Agar-hojas de frijol (18 gms agar, 300 gms. hojas)

5. Frutos de frijol (vainas enteras, esterilizadas)

6. Agar-semillas de frijol (18 gms. agar, 150 gms.
semillas)

7. Agar-hojas de remolacha (18 gms. agar, 300 gms.
ho jas)

8. Agar-papa-dextrosa (18 gms. agar, 200 gms. papas, 20
gms. dextrosa) con 1% de extracto de hojas de frijol.



En los medios a base de hojas de frijol, remolacha y
zanahoria, se agregd o no un 1% de dextrosa. Las hojas se
desmenuzaron en una licuadora, hirviéndolas en baiio Marfia
unos 45 minutos. Se filtrd la coccién en tela de gasa y al
1fquido obtenido se le agregd el agar.

Se obtuvieron cultivos puros en PDA, aislando el hon-
go de hojas enfermas colectadas en invernadero, en Turrialba.
Para lograr el aislamiento, se obtuvieron esporas de coremios
muy esporulados con un asa fina, pashndolas a platos petri con
el medio semiliquido y agitando suavemente el plato. Después
de 24 hrs., con un asa especial, fué posible extraer esporas

germinadas y llevarlas a tubos de ensayo con PDA,

La siembra en cada uno de los medios probados se hizo
frotando segmentos de cultivos contra la superficie del me-
dio en tubos de ensayo, o bien disgregando el segmento del

cultivo en el medio semilfquido contenido en platos petri.

Las apreciaciones sobre el crecimiento del hongo en
los distintos medios se hicieron por observacidén visual. Se
. estimé cull era el medio en que el hongo crecfa mejor seghn
el di&metro y abundancia de las colonias, ademls de consta-

tar si habia o no esporulacién,

Para seleccionar una cepa con las mejores cualidades
en cuanto a un rfpido crecimiento y esporulacibén, se sigui8
la técnica empleada por Calpouzos (3) en su trabajo con Cer-

cospora musae Zimm, La técnica consistié en hacer siembras

de esporas en platos petri, con el medio 1lfquido a més o
menos 400C y agitando para distribuir mejor las esporas en

el medio., Al formarse las colonias, se sacaron aquellas o



sectores de aquellas que hubiesen esporulado més rapida y a=-

bundantemente, transfiriéndolas nuevamente a platos petri.

1I.

Evaluacibédn de la resistencia de las variedades de
frijol a la mancha angular

1. Inoculacidén e incubacidn:

El indculo se preparé utilizando cultivos de una
cepa seleccionada, en tubos de ensayo con agar-hojas
de frijol-dextrosa (AHFD), de unos 12 dias de edad;
con una aguja plana se extrajo la capa fungosa que con-
tenfa la masa de coremios y de esporas. El material
obtenido se colocé en una licuadora pequefia, agregan=-
do la cantidad de agua destilada-esterilizada necesa-
ria y poniendo en funcionamiento la licuadora por unos
minutos. El liquido espeso resultante se filtrd por u-

na capa doble de tela de gasa.

La concentracién de la suspensidén resultante se procu-
ré que fuese de 7-8 x 10“ esporas/ml., regulando la can=-
tidad de agua empleada y el nfmero de tubos de ensayo.
El conteo de esporas se hizo con un hematocitdbémetro.

Por lo general, con un crecimiento fungoso abundante

en 10 tubos y unos 250 ml de agua se obtuvo suficien-

te indculo para asperjar unas 175 plantas.

La suspensidn se atomizd enel haz y el envés de la
primera hoja trifoliada de plantas de unos 20 dias de
edad, utilizandose un atomizador De Vilbiss conecta-

do a una bomba portétil que expulsaba aire a presidn.

Las plantas inoculadas se llevaron enseguida a clmara



hfimeda, en donde permanecieron durante 48 hrs., para
brindar condiciones Sptimas al proceso de penetracién
e infeccién., En la chmara hlimeda la temperatura fluc-
tud entre 232 y 282, Después de este perfodo, se pa-
saron las plantas al invernaderd, en donde se manifes-

taron los sintomas,

2. Determinacidn de la reaccidén a la mancha angular:

Fué necesario efectuar dos lecturas de los sinto-
mas en las plantas inoculadas, la primera a los 7-8

dfas y la segunda a los 10-11 dias.

Se considerd que la cepa tuvo una alta patogenicidad
por incitar sintomas severos en un lapso de 7 a 10
dfas. Se efectuaron las dos lecturas de los sintomas,
con el fin de diferenciar las variedades en base tan-
to al grado de intensidad de los sintomas como al nfi-
mero de dias que éstos tardaban en presentarse., Va-
riedades que presentaron sintomas a los 7 dias se
consideraron mis susceptibles que otras que mostraron

los mismos sintomas, pero a los 8 dfas.

En la primera lectura los sintomas foliares no esta-
ban aftn bien definidos, las manchas podfan ser un o o]
co difusas, aisladas o coalescentes. En las varieda-
des mis susceptibles, las manchas eran coalescentes,
pudiendo presentar las hojas un ligero encorvamiento.
La lectura se hizo separando los sintomas en tres ca-
tegorfas: sin manchas, manchas aisladas (Figura No.l)
y manchas coalescentes (Figura No.2); en algunos ca-
sos se diferencid una condicién de manchas ineipien-

tes, visibles como puntos acuosos en el envés.
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En la segunda lectura se establecieron las siguien-

tes calificaciones:

1)

2)

3)

L)

Altamente resistentes: variedades con hojas au-

sentes de manchas (Figura No.6)

Resistentes: hojas inoculadas de color verde, no
encorvadas, con menos de 60 manchas aisladas por

foliolo (Figura No.3)

Susceptibles: hojas con numerosas manchas aisla=-
das y/o coalescentes que no llegan a cubrir toda
la hoja. Las hojas podian estar amarillentas y
un poco encorvadas. No ocurria defoliacibén al

momento de la lectura (Figura No.l4).

Muy susceptibles: hojas encorvadas, cubiertas de
manchas coalescentes en su mayoriaj en muchos
casos ya habfa esporulacién. Ocurria defolia-
cidén 6 las hojas estaban prbéximas a caer (Figu-
ra No.5S).

Después de hechas las dos lecturas, se establecib la

evaluacidén final de la resistencia, promediando ambas

lecturas. En la primera lectura se considerd que las

variedades que presentaban manchas aisladas posefan

més resistencia que las que presentaban manchas coa-

lescentes, afin cuando esas mismas variedades podian

ser calificadas como muy susceptibles en la segunda

lectura,

En la evaluacién final de la resistencia se clasifi-



III.

cd la reaccidén de las variedades asi: altamente resisten-

tes, medianamente resistentes, susceptibles y altamente

susceptibles.,

Criterio seguido en la evaluacidén de la resistencia de

las variedades, al promediar las dos lecturas de los sin-

tomas:

Calificaciones promediadas

Primera lectura

Segunga lectura

Calificacién
final

Sin manchas

Manchas aisladas

Manchas aisladas

Manchas aisladas

Altamente
resistentes
Resistentes

Susceptibles

Muy susceptibles

Manchas coalescentes Susceptibles

Manchas coalescentes Muy susceptibles

Altamente
resistentes

Medianamente
resistentes

Medianamente
resistentes

Susceptibles
Susceptibles

Altamente
susceptibles

Estudios fisiolégicos

Se realizaron los siguientes experimentos:

1. Efecto de la temperatura en la formacién de coremios.

2. Produccidén de esporas a diferentes temperaturas.

3. Efecto de la luz y la oscuridad en la produccidén de

esporas.



lp

FIGURA No. 1. Hoja con manchas aisladas, condicién
diferenciada en la primera lectura de los sintomas.

FIGURA No. 2. Hoja con manchas coalescentes, sintoma
manifestado a los 7-8 dias en la primera lectura.
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FIGURA N2 3, Hoja de una variedad resistente, con
manchas aisladas, separadas.

FIGURA N2 4, Hoja de una variedad susceptible, con
numerosas manchas aielq?as y coalescentes.,
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FIGURA NQ 5, Hoja de una variedad muy susceptible,
encorvada, con areas necrdticas y préxima a caerse.

FI3IURA N2 6, Planta altamente resistente, a la iz-
quierda, en contraste con otra muy susceptible, a la
derecha.
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L, Efecto de la aereacidén en el crecimiento del hongo.

5. Efecto de la presencia de agua en la germinacidn
de esporas.

6. Influencia de la temperatura en el crecimiento y

esporulacidén de 8 cepas colectadas en Costa Rica.,

Los experimentos estin descritos en la seccidn de Ex-
perimentos y Resultados. En los primeros 5 experimen-
tos se trabajé con una cepa seleccionada del hongo,

en cultivo de AHFD, o bien con hojas inoculadas arti-
ficialmente con la misma cepa. El sexto experimento
se realizd con 8 cepas colectadas en diversas zonas
frijoleras de Costa Rica. Las cepas se sembraron en
platos petri con AHFD.,
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EXPERIMENTOS Y RESULTADOS

I, Medio de cultivo y cepa seleccionada

Los medios de agar-hojas de frijol y agar-semillas de
frijol se estimcron como los mejores entre el grupo de me-
dios probados. Para determinar la concentracidn més ade-
cuada de estos dos medios, se prepararon ambos con y sin
dextrosa y con 1,8% de agar, en las siguientes concentra-

ciones:

1. Agar-hojas de frijol

a. 300 gms. de hojas/litro
b. 200 gms. de hojas/litro
c. 100 gms. de hojas/litro
d. 75 gms. de hojas/litro

2. Agar-semillas de frijol

a. 150 gms. de semillas/litro
b. 75 gms. de semillas/litro

Se obtuvo el crecimiento y esporulacibn mls abundante
con agar-hojas de frijol-dextrosa (AHFD) preparado con 18
gns. de agar, 300 gms. de hojas y 10 gms. de dextrosa, por
litro y con agar-semillas de frijol, preparado con 150 gms.
de semillas por litro. La adicidén de dextrosa parecid es-

timular una esporulacién més abundante, por lo que se re-
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recomienda afiadirla al medio,

Para la seleccibn de una cepa con el mayor crecimien-
to y esporulacidén, fué necesario efectuar 6 transferencias
o "subcultivos" consecutivos, hasta obtener una con las cua
lidades deseadas. La cepa as{ obtenida se denomind como
"cepa seleccionada"; a los 8 dias su crecimiento y esporu-

lacién fué muy abundante, en tubos con AHFD,

A través de los subcultivos se encontraron dos tipos
de colonias; unas cbénicas, redondeadas, de superficie con
vexa y color negruzco (Figura N2 7), y otras colonias de
crecimiento uniforme sobre el medio, no circulares y que
formaban una capa felpuda en la superficie, de un color
més claro, café grisiceo (Figura N2 8). Normalmente los
dos tipos de colonias aparecen mezclados en el medio, aun-
que pueden haber cepas en que uno de los dos tipos de co-

lonias sea predominante.

La cepa seleccionada en los subcultivos poseia las
caracteristicas del segundo tipo de colonias, aunque siem
pre se formaban una que otra colonia redondeada. E1 mane-
Jo de esta clase de colonias de crecimiento felpudo es
més fhcil y ademés su crecimiento es mucho més répido y
abundante.

La mejor técnica para obtener cultivos puros répida-
mente consistid en agregar esporas al medio semiliquido,
a unos 402, en platos petri, agitando para asegurar una

distribucidén de las esporas y un crecimiento uniforme,
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FIGURA NQ 7, Colonias de 14 dfas de 1. griseola, del
tipo cbnico, redondeado, en AHFD,

FIGURA N2 8, Cultivo puro de 7 dias de la cepa selec
cionada, con una abundante esporulacibén., En la parte
inferior se notan algunas colonias redondeadas.
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Los platos deben llevarse a una incubadora a la temperatu-

ra Sptima de 259

II1,

Evaluacidn de la resistencia de variedades de frijol
a la mancha angular

l. Comportamiento de 527 variedades de frijol a inocu-
laciones con una cepa de Isariopsis griseola Sacc:

Se estudibé el comportamiento de un grupo de 527
variedades obtenidas en el Banco de Germoplasma del
Programa de Cultivos Alimenticios del IICA. Se inclu
yeron en la prueba variedades representativas de los
colores de grano negro, bayo, rojo, pinto y blanco
(250, 88, 86, 75 y 28 variedades respectivamente).

Cada variedad se sembrd en grupos de 4 plantas, en ma
cetas de arcilla o en bolsas plésticas. La inoculacién
de las mismas se hizo cuando las plantas tenfian unos

20 dias de edad, con una suspensidon de esporas obteni

da de cultivos de la cepa seleccionada en AHFD,

Los resultados obtenidos en la evaluacién de la resis
tencia de las variedades aparecen en los Cuadros Nos.
1-5.

Del total de variedades evaluadas, los porcentajes ob
tenidos en los distintos grados de infeccidén fueron

los siguientes: 2.6% altamente resistentes (14 varie-
dades); 46.6% medianamente resistentes (246 varieda-
des); 28.1% susceptibles (148 variedades); 14.8% alta-

mente susceptibles (78 variedades) y 7.7% con reaccio-

~
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CUADRO Ne 1,
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Comportamiento de variedades de frijol negro a ino-
culaciones con Isariopsis griseola Sacc.

Grado de Grado de

Variedades Infeccibén* Variedades Infeccidn*
§-29-N 0 Sal-34-N 1
S-67-N (o] Sal=35=N 1
Sal-209-N 0 Sal-204=N 1
Sal=-219-N (o} Sal-208-N 1
Sal-222=N 0 Sal-=210-=N 1
Sal=223=-N 0 Sal=212=N 1l
Sal=227-N (o} Sal-=213-N 1
18-Guatemala-5091 (0] Sal-214=N 1
3]1-Sal-Es-2873 0 Col-104~N 1
IAN-9-VN 0 Col-105=N 1l
2=-N h Col=121-N 1
LN 1l Col=1l22=N 1l
8-N 1 Col-123-N 1
72=N 1 Chim-2=N 1
74N 1 Chim-3-N 1
76=N 1 Chim-5-N 1
83-N 1 Chim=-6-N 1
98<N 1 Chim-7-N 1
109-N 1 Chim-8=N 1
6237=-N 1l Chim-9-N 1
S-19-N 1 Chim-10-N 1
S=19=7=N 1 Chim-13-N 1
S-89-N 1 Guatemala-4 1l
5-182-N 1 Guatemala-ll 1
S-184-N 1 Guatemala-20 1
S-185-N 1 Costa Rica=40 1
S=315-N-2 1l Costa Rica-44 1l
S5=323-N 1 Costa Rica-=49 1
S=-578=N 1 Costa Rica-=52 1
Su587-N 1 Venezuela-66 1
8-690-N 1l Venezuela-67 1
S=771-N 1 Venezuela-69 1l
S-1350-N 1 50600 1
S-1412-N h Jamapa 1
H-182-N . 1 Comp.Negro Chimaltenango 1
Mex-17-N 1 Compuesto Cotaxtla 1l
Mex-22-N 1 l1-Guatemala-2473-19 1
* O: altamente resistente 2: susceptible

l: medianamente resistente

3: altamente susceptible
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CUADRO N2 1 (Continuacidn)

Grado de Grado de

Variedades infeccidén* Variedades Infeccidn®
Mex-24-N 4_Guatemala-5089-0
Mex-28=N 7-Guatemala-2829-1c
Mex-60-N 11-Guatemala-5089-5M
Mex-75=N 13-Guatemala-~5362
Mex-76-N 39-Costa Rica Porrillo
Mex-142-N L4.Costa Rica=-S-315-N
C-166-N 4L9-Costa Rica=-S-216-N
C-192~N 54-Costa Rica Jamapa
Sal-22-N 26-Sal-Costa Rica 30=3
Sal-25=N 27-Sal-V=1=4
Sal-31-N 29-Sal-22-6-4
58-Mex-Linea C-II-N Chim-4«N

28c-2c~1c Chim-12-N
63-Mex-Linea H-II-209- Costa Rica-i2

2c~lc Costa Rica=43

Black Turtle 41098
Matambre Negro-A
Matambre Negro-C
Mexico PI-201-33
Negro de Caifias
Negro Costa Rica
Negro Venezuela
Negro-150

Negro S.I.del General
Resistente a Fusarium
Venezuela
68-Venezuela-I=-60
M-12-1

5-A Vaina Blanca
12-B-P=3-2

6-N

LlyN

110-N

670-N

5-18-N

S-219-N-1

S-265-N

5-426-N

* 0: altamente resistente

NNV NHERRERERRRRRR R R R R R R R

Costa Rica=45

Costa Rica=51

Costa Rica-54
Venezuela-68
Guateian-6622

Rico

Porrillo N2 1
3-Guatemala-2226B-21-N-0
S5-Guatemala-2473=-11
10-Guatemala-2805-4M-0OM
12-Guatemala=-2226B-21=N
L43.Costa Rica-S-182-N
45-Costa Rica-S-89-N
25-Sal=Comp.R~A-P-2
35-Sal-5=-A Vaina Blanca
62-Mex-Linea F-II-209-8c-lc
64~Mex-Linea D-II-209-20c=1c
Black Valentine

Brasil Preto-147

Ideal Market

Frijol Negro Indio
Colombia PI-207-408
Matambre Negro-D

2: susceptible

1: medianamente resistente 53: altamente susceptible

VIV VIV VI GRS A\CI \ VI VIV VI VI SRR\ VR AV AU\ GRS\ SRR AT ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol



CUADRO N2 1 (Continuacidn

Grado de Grado de
Variedades infeccidén* Variedades infeccidn*
S-443-N 2 San Andrés Ne 1 2
S-591-N 2 Santa Clara 2
§-772-N 2 Turrialba Negro 2
Mex-23-N 2 N-6-B 2
Mex-27-N 2 13-B-P=-1 2
Mex-73-N 2 61-N 3
Mex-74-N 2 63-N >
C-165-N 2 91-N 3
Sal-26-N 2 97-N 33
Sal-27=-N 2 8-21-N 3
Sal~30-~N 2 S=922-N 3
Sal-37-N 2 H-183-N 3
Sal=-205-N 2 Mex-21-N 3
Sal-207-N 2 Mex~57-N 3
Sal-211-N 2 Mex-63=N 3
Col-101-N 2 C-36-N 3
Col=-114-N 2 C-163-N 3
Col-126-N 2 C-164~N 3
Col-129-N 2 C-167-N 3
Col-130-N 2 C-H-60-111-2 3
Chim-1l-N 2 1-N O+y3+++
C-189-N 3 7-N O++,14+
C-191~N 3 95-N O+,1+++
C-193=N 3 Mex-=30-N O+,1++
Sal-29-N 3 Mex~-56-N O+++,3+
Sal-36-N 3 Mex=58-N 14,344+
Sal-48~N 3 Mex-72~N O+,1 44+
Sal-215-N 3 Sal-66-N O+++,2+
Sal-216-N 3 2-Guatemala~2473-17 144,24+
Sal-217-N 3 6-Guatemala-2829-2¢c O++,1++
Sal-218-N 3 8-Guatemala-2809-23 1++,24+
Sal~220-«N 3 9-Guatemala-Comp.Chim. O++,1++
Col-102-N 3 15-Guatemala-2524 O++,1++
Col=107=N 3 16-Guatemala-2226B=32~VN O+++,2+

* O:altamente resistentes
l: medianamente resistentes

2: susceptibles
3: altamente susceptibles
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CUADRO N2 1 (Continuacidn)

Grado de Grado de

Variedades infeccién* Variedades infeccidn®
Col-108=N 3 17-Guatemala-2450-7~1 O++,3+
Co01-120-N 3 19-Guatemala-2465-10 O++,3++
Col-125~N 3 21-Guatemala-2995 O++,14+
Guatemala-10 3 4o~Costa Rica-S-~591-N O4+,1+++
Costa Rica-39 3 51-Costa Rica-Negro-150 O+,1+++
50585 3 52-Costa Rica=Mex=27=N  1++,2++
14~Guatemala-2472 3 22-Sal-S-77-N 1++,2++
20-Guatemala-2450-1E 3 30-Sal-Comp. 22-M 14,34+
3€6-Sal-Rico V. de M. 50-Mex~-Linea E-II-

Gerais 3 198-b4ec-2¢c=1c 1+,2+++
37=Sal-G=-21-70-77 3 56~Mex~Linea Ch-II-198 O+y,1+4++
4L8-Sal-Mex=53-5~1-Ch- 57-Mex=Linea A-II-197-

10-3 3 3c-bec~1c-1c 1++o3++
66-Venezuela-1-66 3 61-Mex~Linea B-I1I-198-
67-Venezuela-Cubagua 3 126-ke=2c=1c  O+++,1+++
68-Venezuela=I-2 3 Mecentral O+,1+++
Antigua-Negro 3 Sal-224=-N O+++,1+
Bolita Negra 3
Jin=19-N 3
Negro-~110 3
Veranic-2 3
M-22-1 3
* O: altamente resistentes 2: susceptibles

l: medianamente resistentes 3: altamente susceptibles

+ E1 nfimero de cruces indica el nfimero de plantas con los respec-
tivos grados de infeccidn.
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CUADRO N2 2. Comportamiento de variedades de frijol bayo a ino-
culaciones con Isariopsis griseola Sacc.

Grado de Grado de
Variedades Infeccidn®* Variedades Infeccidén®*
Mat-2-B 0 Yunguilla-E 1
Mat-4-B=1 0 L6-Costa Rica-S-336-B 1
S=-32-B 1 55-Costa Rica-=S-556-B 1
S-124-B 1 4314 Nicoya 1
S-331-B 1 S-295~B 2
S-336-B 1 S=325-B 2
5-337-B 1 S-450-B 2
S-534-B 1 S-490-B 2
S-630-B 1 S-586-B-10 2
S-996-B 1 Mex~40-B 2
S-1024-B 1 Mex-203-B 2
S-1137-B 1 Mex-7-B 2
Mex-26-B 1 Jin-10-B 2
Mex-43-B 1 Jin-12-B 2
Mex-45-B 1 18-C 2
Mex-47-B 1l 71-B 2
Mex-59-B 1 106-B 2
Mex-61-B 1l Amarillo 2
Mex-65-B 1 Brasil Resinha-1459-9 2
Mex-145-B 1 Brasil Resinha-1277 2
Mex-194-B 1 Brasil Chumbinho=79 2
Mex-197-B 1 HeF-465-63-1-1 2
Mex-198-B 1 Frijol tempranero 2
Mex-~200-B 1 S-324-B 3
Jin-11-B 1 S-811-B 3
Jin-13-B 1 S-1504~B 3
17-C 1 Mex-37-B 3
30-A 1 Mat-1-B 3
Lo=-A 1 15-C 3
45-B 1 20-C 3
51-A 1l 55-B 3
69-B 1 60-C 3
92-B 1 82-C 3
100-B 1 94~B 3
Amarillo Matambre Ecuador 1 Brasil Chumbinho 3
Brasil Jalo=-90 1 Yunguilla 3

* O: altamente resistentes 2: susceptibles
1: Medianamente resistentes 3: altamente susceptibles
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CUADRO N2 2 (Continuacién)

Grado de Grado de
Variedades Infeccidén* Variedades Infeccidn®
Creme Brasil 1l S=-335-B 1+,5+++
Guatemala-209-B-10c-1lc 1 Mex-16-B O++,1+
Mantequilla Crema 1 Mex-136-B O+,1+4++
Mex-F~I11-209-8¢c-~1c 1 Jin-14-B O+++,1+
Poroto Eterno 1 Est-22-B O+, 84+++
Poroto Parado 1 Mixtureado Chaucha
Sur Africa PI-172-015 1 Ecuador O+,1+++
Valiente-B 1 T-2 P.Morado Blanco O+++,3+
Yunguilla-C 1

+ E1 numero de cruces indica el nfimero de plantas con los res-

pectivos grados de infeccidn.
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CUADRO N2 3., Comportamiento de variedades de frijol rojo a ino-
culaciones con Isariopsis griseola Sacc.

Grado de Grado de
Variedades Infeccidn Variedades Infeccidn

58-R o] Carne-18 2
103-R 0 Carne-21 2
S-15-R 1 Carne-24 2
5-18-1-R 1 Carne-25 2
S-59-R 1 Carne=27 2
S-98-R 1 24-R 2
S-209-R 1 50-R 2
S-382-R 1 68-R 2
S5-399-R 1 75-R 2
S-402-R 1 93-R 2
S-409-R 1 101-R 2
S-546-R 1 105-R 2
S-560-R 1 6236-R 2
S-613-R 1 Sal-67-R 2
Carne-1 1 Sal-229-R 2
Carne-3 1 Col-109=R 2
Carne-10 1 Mex-78-R 2
21-R 1l Mex-79-R 2
27-R 1 Mex-80-R 2
58-R 1 Mex-81-R ol
L2-R 1 USA-71=R 2
53-R 1 H-51-R 2
78-R 1 50585 2
79-R 1 50-Costa Rica-S-402-R 2
Sal-226-R 1 23-Sal-S-78-R 2
Sal-228-R 1 37-Sal-Africa-17 2
Col-110-R 1 Colorado 2
Col-112-R 1 Seleccidén Alto de la Paloma 2
Col-131-R 1 PI-163-555 2
USA-2-R 1 S-100-R 3
50873 1l S-413-R 3
C-190-R 1 S-589-R 3
Rifidn Zumpango 1 Carne-12 3
Rojo Grande 1 Carne-14 3
Seleccién de Pacuare 1 Carne-16 3
S-5-R 2 37-R 3
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CUADRO N2 3 (Continuacién)

Grado de Grado de
Variedades Infeccidn Variedades Infeccibdn
S-120-R 2 Col-=132-R 3
S-388-R 2 L-Costa Rica-S-382-R 3
S-696-R 2 Nic-230-R 3
Carne 2 S-167-R O+++,1+
Carne=5 2 Carne-8 O++,1++
Carne-15 2 57-R O++,1+
Carne=17 2 53-Costa Rica-S-546-R 1++,2++

+ E1 nimero de cruces indica el nmero de plantas con los res=-
pectivos grados de infeccién,
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Chiapas 206-A
Diacol Andino
Jamaica
Lot-128-97
Phaseolus lunatus

Sur Africa PI-172-032

Tendergreen
Tendergreen 32304
Vaquita

T-2 P. Morado Blanco
T-4 P. Rojo Amarillo Guia

T-12 P.Rojo Blanco
US Pinto 5

T-13 P.Amarillo Café Guia
42-Costa Rica=S-237-P
47-Costa Rica-S-64~P

U.S. Pinto-14
Mex-61-2-P
S-211-P

Lg9-p

118-P

Bayo Rayado
T-8-2-P
Sal-206-P
Col-192-P
Tostado Manteca

0+,1' "'.'
O+,14+

CUADRO N2 4, Comportamiento de variedades de frijol pinto a
inoculaciones con Isariopsis griseola Sacce.
Grado de Grado de
Variedades Infeccidédn Variedades Infeccidn
Col-86-P 1 Col-118-P 2
Col-87-P 1 Mex-44=P 2
Col-91-P 1 Mex-144-P 2
Col-94-~P 1l S-64-P 2
Col-95-P 1 5-219-P 2
Col-96-P 1 S=450-P 2
Col-98-P 1 S-562-P 2
Col-100-P 1 33-P 2
Col-111-P 1 41-p 2
Col=-117-P 1l L6-P 2
Co0l-=193-~P 1 60-P 2
Mex-38-P 1 64-P 2
Mex-46-P 1 73-P 2
S-475-P 1l 81-P 2
USA-1-P 1l 96-P 2
USA-4-P 1 Brasil Pintado 2
USA-48-P 1 Colombia PI-207-130 2
USA-56-P 1 Cranberry 40853 2
USA-59-P 1 Matambre Mixtureado 2
S4-p 1 Pinto-162 2
67-P 1 Pinto-168 2
84-p 1 Rivas=-27 2
90-P 1 T-1 P. Rojo-Crema 1/2 Guia 2
Al garrobo 1 T-8-P 2
1 2
1l 2
1 2
1l 2
1l 3
1 3
1 3
1l 3
1l 3
1 3
1 3
1l
1
2

Col-90-P

+ El1 nlmero de cruces indica el nlmero de plantas con los res-
pectivos grados de infeccidn.
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CUADRO N2 5, Comportamiento de variedades de frijol blanco
a inoculaciones con Isariopsis griseola Sacce.

Grado de Grado de
Variedades Infeccidn Variedades Infeccibn
RS
S-204-B1 1l Blanco Parramos 1l
S-452-B1 1 Esp-33-Bl 1l
S-580-B1 1 Panamito-A 1
S-719-Bl1 1 Michelite 1l
C-165-B1 1l Soginaw USA-40025 1l
C-186-B1 1 USA-12-Bl1 1
52-Bl1 1 USA-11-Bl1 1
56-Bl1 1 USA-58-B1 1l
108-B1 1l 28-Sal-Comp.13-B-P-SE 1
112-B1 1 PI-201-496 (Mex) 1
40881-B1 1l PI-163-372 (Perf) 1
Col-119-Bl1 1l PI-215-717 (Perfl) 1
Sal-68-B1 1 Gratiot 40398 2
Blanco de Alajuela 1 Seaway USA 2
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nes mezcladas (41 variedades).

En la prueba se incluyeron 13 variedades seleccionadas
por el Programa de Cultivos Alimenticios del IICA por
su alta produccidn, amplio radio de adaptacidén y resis-
tencia de campo A las principales enfermedades. Estas
fueron: Compuesto Negro Chimaltenango, S-219-N-1, Com-
puesto Cotaxtla, S-19-N, Jamapa, Porrillo N2 1, Rico,
S-182-N, H-182, Guateian 6622, S-315-N-2, Col-123-N,
Col-109-R.,

2. GComprobacidén de la eficacia del método de evaluacién
de la resistencia en un grupo de variedades represen-
tativas:

Con el fin de comprobar la validez de los resultados
obtenidos al evaluar la resistencia de las variedades,
se escogiéd un grupo de 9 variedades, representativas de
los diferentes tipos de granos y de los distintos gra-
dos de resistencia. Se utilizd la misma semilla usada
en la primera prueba, la que se germind y sembrd en gru-

pos de 4 plantas por variedad.

El método de inoculacién fué igual que en la: prueba an-
terior y las plantas estuwieron sujetas a las mismas
condiciones de infeccidn y desarrollo de los sintomas.
La primera lectura de los sintomas se hizo a los 8 dias,

la segunda lectura a los 11 dias.
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Susceptibles: San Andrés N@ 1 y S-696-R.
Altamente susceptibles: 118-P, Col-120-N y Sal-218-N,

Los resultados de dos inoculaciones hechas en el grupo
de variedades representativas permiten establecer que
siguiendo este método de evaluacidn de la resistencia
pueden obtenerse resultados consistentes y que guardan
entre s{, la misma relacién. En el grupo de 9 varieda-
des probadas por segunda vez, se obtuvieron los mismos
grados de infeccidn que los obtenidos en la primera e~
valuacidn, clasificlndose nuevamente las variedades

dentro de los mismos grupos.

Estudios fisiolbgicos

1. Efecto de la temperatura en la formacibén de coremios:

Se tomaron foliolos de las variedades Mex-80-R, S~
124-B y 50873-R, todas medianamente resistentes, a los
8 dias de haber sido inoculadas artificialmente. Los
foliolos de estas variedades presentaban manchas aisla-
das en las que se iniciaba la formacién de los coremios,
visibles como puntitos de color café claro,

Cada foliolo se cortb§ en 3-4 partes, colocéndolas en rla
tos petri acondicionados como clmaras hfimedas. Se pusig
ron estas secciones de hojas de las tres variedades en
incubadoras a 102, 152, 202, 252 y 30QC y se efectuaron
observaciones posteriores con el microscopio entereoscd-
pico para apreciar el desarrollo de los coremios. Para

constatar la esporulacidén, se extrajeron coremios con
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una pinza fina, obser¥éindolos con el microscopio.

Las observaciones se hicicron a las 6, 24, 48, 72 y 96
horas. A las 24 hrs. ya habia coremios desarrollados

y en esporulacién a 152, 20Q y 259C, con un dptimo de
259C. A 302C los coremios que se forman tienden a te-
ner los conidiéforos separados, que tardan las 96 hrs.
en llegar a formar esporas adultas, pero deformes y es-
casas. A 102C los coremios formados son compactos, con
conidiéforos muy agregados; en esta temperatura a las
96 hrs., pero no antes, hay una produccidén mé&s o menos

abundante de esporas adultas.

2. Produccidn de esporas a diferentes temperaturas:

El objetivo fué el de determinar el periodo de tiem=-
po necesario para la formacidén de esporas en coremios
ya desarrollados. Se tomaron hojas de la variedad 15-
Guatemala-2524, con manchas aisladas que tenian core=-
mios muy esporulados. Utilizando una corriente de aire
a presibén y un pjncel suave, se quitaron las esporas de
los coremios. Se marcaron con tinta china 5 manchas
por hoja, colocindolas en platos petri acondicionados
como clmara hfimeda y se llevd una hoja a distintas in-
cubadoras a 102, 152, 202, 252 y 302C, Para efectuar
las lecturas se arrancaron unos 5-10 coremios de cada
hoja, depositédndolos en portaobjetos para observarlos

con el microscopio.

Seglin los resultados obtenidos, puede establecerse que
las esporas adultas se forman en 24 hrs. a 152, 202 y

25QC, con un Sptimo de 259C, siendo la produccién muy
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abundante a las 36 hrs. a 152, 202 y 252C, siempre con
el 8ptimo a 250C. A 309C las esporas, formadas hasta
las 96 hrs., son anormales y deformes y sb6lo se llegan
a formar con un septo de los tres que normalmente pue-
den tener. A 109C hay esporas adultas bien desarrolla-
das a las 48 hrs; a las 60 hrs. la esporulacién es més

o menos abundante.

3., Efecto de 1a lus y oscuridad en la produccidn _de

es Eoras .

Se estudid el efecto de la luz contfnua, periodos
alternados de luz por 12 hrs. seguida de oscuridad por
12 hrs., y el de la oscuridad continua en la formacién
y producciédn de esporas. Se tomaron hojas de la varie=-
dad Mex-58-N, inoculadas previamente y con coremios en
esporulacidén, en manchas grandes y aisladas. Con un
pincel suave se eliminaron las esporas de los coremios,

colocindose las hojas en platos petri.

En el tratamiento de oscuridad continua se cubrié un
plato petri con papel de aluminio y papel negro, al
igual que en el tratamiento con oscuridad por 12 hrs.
¥ luz por 12 hrs. En este filtimo caso se mantuvo el
plato con la hoja en oscuridad durante la noche, re-
tirando el papel a las 7:00 AM. Los tres tratamien-
tos se colocaron bajo luz fluorescente (dos tubos de
48" cada uno). Cada 12 hrs. se extrajeron coremios,
arrancindolos con una pinza fina y depositéndolos so-
bre un portaobjeto para observar la formacidédn de espo-

ras en los coremios.
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A las 12 hrs. se habian formado células alargadas en el
&pice de los conidibéforos, en todos los tratamientos;en
algunos casos la espora en formacién presentaba un mepta.
A las 24 hrs. en todos los tratamientos la formacidn de
esporas permanecia en igual fase de desarrollo, pero

las esporas se producfian en mayor nfimero.

A las 36 hrs. en el tratamiento en oscuridad continua,
habfa el mayor nfimero de esporas con dos septos, y al-
gunas con tres septos. En los otros tratamientos de
luz y oscuridad alternadas y de luz contfnua, el nfmero
de esporas con dos septos era menor, pero no habian es-

poras con tres septos,

A las 48 hrs. habfan esporas adultas desarrolladas en
los tres tratamientos, con dos y tres septos. La ma-
yor produccidn ocurridé en las hojas expuestas a oscuri-
dad continua; en las hojas con luz y oscuridad alterna-
das, la produccién fué un poco menor, siendo la menor

de todas la del tratamiento con luz contfnua.

4, Efecto de la aereacidn en el crecimiento del hongg.

Para determinar si el hongo necesita aereacidn en
medio de cultivo, se realizd el siguiente experimento:
en cuatro tubos de ensayo con AHFD y tapones de algoddn
se sembrd el hongo frotando contra la superficie del
medio segmentos de un cultivo con muchas esporas. En
otros cuatro tubos se sembrd también el hongo, pero se
sellaron los tapones de algodén con parafina. Después

de 8 dfas se observaron ambos tratamientos para compa=-
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rar los resultadose.

Se comprobd que el hongo no crecfa en los tubos sella-
dos con parafina, mientras que en los otros, el creci-

miento era normal,

5. Efecto de la presencia de agua en la germinacidn de

es Eoras.

Se traté de comprobar si las esporas pueden germi-
nar en ausencia de agua en estado liquido, aunque hu -

biese una alta humedad relativa presente.

Se prepar§ una suspensibén concentrada de esporas, ob=-
tenidas de medio de cultivo. Se colocaron tres porta-
objetos en cada uno de dos platos petri acondicionados
como chmara himeda, en los cuales se depositaron gotas
de la suspensién de esporas. En un tratamiento se co-
locd un plato en una incubadora a 202C. En otro se e=~
vaporaron las gotas de suspensidén de esporas con un a=-
banico, poniendo el plato en una chmara herméticamente
cerrada que contenfa una solucidén saturada de CaSO, con
el fin de impedir la condensacidn, y se llev§ la céma-
ra a una incubadora a 202, Después de 3 y 6 hrs. se
tomaron portaobjetos de ambos tratamientos, observén-

dolos con el microscopio,

A las 3 hrs. se constatd que las esporas en la camara
con CaSOu no habian germinado, pero las esporas en la
gota de agua sf habian germinado casi en su totalidad.
A las 6 hrs. afin no habfan signos de germinacidn de

las esporas en la clmara con CaSOh.
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6. Influencia de la temperatura en el crecimiento y
esporulacion de 8 cepas en AHFD

Este experimento tuvo por finalidad comprobar la
influencia de la temperatura en el crecimiento y es-
porulacién, en medio de cultivo de AHFD, de 8 cepas

de Isariopsis griseola colectadas en distintas zonas

de Costa Rica,

Cada cepa se denominé seglin el lugar o regidn del
pais en que fué colectada. Se emplearon las siguien-
tes cepas en el estudio: cepa seleccionada (Turrialba),
Cervantes, Paraiso, Alajuela 1, Alajuela 2, San Anto-
nio, Liberia y San Isidro. Las cepas habian sido co-
lectadas previamente y aisladas en cultivo monospdri-

co unos meses antes,

Cada una de las cepas se sembrd en platos petri,
colocando tres repeticiones por tratamiento y llevan-
do los platos a incubadoras a 102, 152, 202, 252 y
3026, Se procurd agregar una cantidad uniforme del me-
dio de AHFD a cada plato. La siembra se hizo tomando
segmentos iguales de cultivos de cada cepa en tubos de

ensayo con AHFD,

Las calificaciones sobre el crecimiento de las ce-
pas en los distintos tratamientos se hicieron califi-
céndolas a base de una escala de abundancia del cre-
cimiento, elaborada previamente. La escala en mencidn
constaba de 6 valores (0-5), desde un crecimiento nulo

(0), hasta el crecimiento maximo (5), y aparecce en las
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Figuras Nos. 9-1l4. Dicha escala se confecciond segln
el crecimiento obtenido a los 7 dias de sembrar las dis
tintas cepas y mantenerlas en platos petri, en medio am

biente.

Ademé&s de calificarse el crecimiento de las cepas a los
7 dias, se anot6é el nfimero de dfas necesarios para el i
nicio de la esporulacibén de cada una de las cepas en
los distintos tratamientos. Los resultados se ofrecen
en el Cuadro N2 6,

En el tratamiento a 30Q2C las esporas germinaban en el
medio, pero su crecimiento se detenia, no llegando a

formar colonias ni a esporular. Solo hubo crecimiento
en los fragmentos de micelio que quedaron esparcidos

en el medio ( Figura N2 9),

Patogenicidad de algunas cepas colectadas en zonas fri
joleras de Costa Rica.

1. Recoleccidén de las muestras del hongo.

Se efectuaron viajes por diversas regiones de Cos=-
ta Rica, para colectar las distintas cepas del hongo.
En el laboratorio se aisld en cultivo monospdrico cada

una de las cepas,

Se incluyeron en el estudio las siguientes cepas:
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FIGURA N2 9, Grado O, crecimiento finicamente en frag-
menteo de micelio esparcidos en el medio.

FIGURA NQ 10, @Grado 1, formacién de colonias muy
pequefias, aisladas y en escaso nfimero.
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FIGURA N2 11, Grado 2, formacidén de colonias pequefias,
agrupadas, pero sin cubrir todo el plato.

FIGURA N2 12, Grado 3, presencia de colonias m&s abun-
dantes y de colonias felpudas en sectores del cultivo
(parte inferior en el borde del plato)
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FIGURA N2 13, Grado 4, presencia de colonias pequefias en
el mayor nlmero, muy agrupadas.

FIGURA N2 14, Grado 5, predominancia de colonias fel-
pudas, muy abundantes, en casi todo el cultivo,
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CUADRO No 6, Calificacidén del grado de crecimiento y dias para
el inicio de la esporulacién de 8 cepas de I. gri
seola, en ABFD, a diferentes temperaturas.

Tempe=- Grado de crecimiento Dias requeridos para
ratura a los 7 dias inicio de la

SQC) — esporulacidn

10 Seleccionada (0] 12
Cervantes 0 12
San Antonio 0] 12
Paraiso (o} 12
Liberia 0 12
Alajuela 1 o 12
Alajuela 2 (¢} 12
San Isidro (o} 12
15 Seleccionada 0-1 ?
Cervantes 0-1 ?
San Antonio 0-1 4
Paraiso 0-1 7
Liberia 0-1 7
Alajuela 1 1 8
Alajuela 2 0 8
San Isidro 0-1 ?
20 Seleccionada 2=3 5
Cervantes 2=3 5
San Antonio 1-2 6
Paraiso 2=3 6
Liberia 2-3 6
Alajuela 1 2-4 5
Alajuela 2 1-3 5
San Isidro 1-3 6
25 Seleccionada L-s 5
Cervantes 3=5 5
San Antonio 3=5 5
Parafso 2-4 S
Liberia 34 5
Alajuela 1 L-s 5
Alajuela 2 3-4 5
San Isidro 3-4 5
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CUADRO N2 6 (Continuacidn)

Tempe=- Grado de crecimiento Dias requeridos para
ratura a los 7 dias inicio de la
esporulacién _

30 Seleccionada

Cervantes
San Antonio
Paraiso
Liberia
Alajuela 1
Alajuela 2
San Isidro

OO0OO0O0O0OO0OO0OO
]
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Cepas: Zona ecoldgica:
Seleccionada(Turrialba) Bosque muy himedo subtropical
Cervantes Bosque muy himedo subtropical
Paraiso Bosque himedo subtropical
Alajuela 1 Bosque hlimedo subtropical

San Antonio Bosque himedo subtropical
Liberia Bosque seco tropical

San Isidro Bosque seco tropical

También se incluyd en el estudio de patogenicidad una
inoculacidén con la mezcla de todas las cepas. Las ce-
pas se mantuvieron en tubos de ensayo con AHFD; el i-
nbéculo se prepard en igual forma que en la descrita

para la prueba de evaluacidn de la resistencia.

2. Variedades escogidas para estudiar la patogenicidad

Se escogid un grupo de 8 variedades representativas
de los distintos grados de resistencia, para efectuar
en ellas las inoculaciones con las cepas. En cada una
de esas variedades se habia efectuado una primera inocu-
lacidén con la cepa seleccionada. Se obtuvo la semilla
de las plantas inoculadas, la que se sembrd nuevamente
para realizar una ssgunda inoculacidn, también con la
cepa seleccionada. Después de obtener los mismos gra-
dos de infeccidén que en la primera inoculacidn, se de-
cidié emple 'r la semilla de estas plantas, para sembrar-
las y efectuar en ellas el estudio de patogenicidad de

las cepas.,

Las variedades empleadas en el estudio fueron:
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Altamente resistentes ¢ 31-Sal-Es-2873 y Sal-209-N
Medianamente resistentes : Mex-80-R y S-124-B
Susceptibles ¢ Col-109-R y 110-N
Altamente susceptibles : Sal-206-P y Carne-lh4

La variedad Mcx-80-R utilizada en la prueba era una mu-
tante enana de la variedad normal de enredadera, consi-

derada como susceptible,

Se preparé una cantidad adecuada de suspensidén de espo-
ras de cada una de las cepas, usando cultivos de 8 dias
en AHFD en platos petri. La suspensidén, de unas 80.000
esporas/cc., se asperjd en las primeras hojas trifolia-
das con un atomizador. Las plantas se sometieron a cé-
mara hlimeda por 48 hrs., y después fueron colocadas en
invernadero, en donde se hizo la lectura de los sinto-
mas, segln se describibé en la evaluaci®n de la resis-

tencia de las variedades.

3, Grados de infeccidn obtenidos.

Los resultados de las dos lecturas, realizadas a
los 8 y a los 11 dfas después de la inoculacidn, asi
como la calificacién final del grado de infeccidn rc-

sultante, se presentan en el Cuadro NQ 7,
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CUADRO N@ 7. Grados de infeccidn obtenidos en 8 variedades de
frijol al inccularlas con 7 cepas de Isariopsis
griseola Sacc.

Cepa Variedades Primera Segunda Calificacidn

lectura* lectura** final**

Alajuela 1 Sal-209-N MA R R

31-Sal-Es-2873 8M R R
S-124-B MA S MR
Mex-80-R Ma R R
Co0l-109-R MA S MR
110-N SM R R
Sa1-206=-P MC AsS AS
Carne-14 MA AS ]

Cervantes Sal-209-N KA AR AR

31-Sal-Es-2873 MA R R
S-124-B MA S MR
Mex-80-R MA S MR
Col-109-R MA AS S
110-N MC S S
Sal-206-P MC AS AS
Carne-14 MC AS AS
Liberia Sal-209-N MA R R
31-Sal-Es-2873 MA S MR
S-124-B MA S MR
Mex-80-R MA S MR
Col-109-R MA AS S
110-N MA S MR
Sal-206-P MC AS AS
Carne-14 MC AS AS
Paraiso Sal-209-N SM AR AR
31-Sal-Es-2873 SM AR AR
S-124-B MA R R
Mex-80-R MA S MR
Col-109-R MA AS S
110-N MC S S
Sal-206-P MC AS AS
Carne-14 MC AS AS

* SM: sin manchas. MA: manchas aisladas. MC: manchas coalescentes.
**AR: altamente resistente.
R: resistente. S: susceptible. AS: altamente susceptible.

MR:

medianamente resistente,
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CUADRO No 7 (Continuaciédn)

Cepa Variedades Primera Segunda Calificacidn
lectura* lectura** final®**
San Isidro Sal=209-N SM AR AR
31-Sal-Es-2873 SH AR LR
S-124-B MA R R
Mex-80-R MAa R R
Col=-109-R MA R R
110-N MA R R
Sal-206~P MC S S
Carne-14 MC S ]
San Antonio Sal-209-N MA R R
31-Sal-Es-2873 SM AR AR
S-124-B MA S MR
Mex-80-R MA R R
Col-109-R MA AS S
110-N MA S MR
Sal-206-P MC S S
Carne-14 MC AS AS
Seleccionada Sal-209-N SM AR AR
31-Sal-Es-2873 SM AR AR
S-124-B MA S MR
Mex-80-R MA S MR
Col-109=R MA AS S
110-N MC S S
Sal-206-P MC AS AS
Carne-lh MC AS AS
Mezcladas Sal-209-N MA R R
31-Sal-Es-2873 MA R R
S-124-B MA S MR
Mex-80-R MA S MR
Col=-109~R MC S S
110-N MA R R
Sal-206-P MC AS AS
Carne-14 MC S (]

* SM: sin manchas. MA: manchas aisladas. MC: manchas coalescentes
** AR: altamente resistente, MR: medianamente resistente.
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FIG. 15 Representacidn gr&fica del grado de crecimiento a los 7
dfas de 8 cepas de Isariopsis griseola, en AHFD, a di-
ferentes temperaturas.
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DISCUSION

Al planear este trabajo de investigacidén se pro-
yectd investigar en tres aspectos principales: evaluacidn
de la resistencia de variedades de frijol a la mancha angu-

lar, comportamiento fisioldgico de Isariopsis griseola, or=-

ganismo causal de la enfermedad, y determinar la existencia
de razas fisiolégicas del hongo. Debido al poco conocimien-
to existente sobre esta enfermedad, fué necesario realizar
algunos trabajos preliminares, puesto que no se disponia de
un medio de cultivo apropiado, no se conocia una técnica pa
ra obtener cultivos puros en corto tiempo, ni tampoco se ha
bia estudiado el comportamiento en cultivo y la patogenici-

dad de distintos aislamientos o cepas del hongo.

Se selecciond el medio nutritivo de agar-hojas de
frijol-dextrosa (AHFD) como el mejor entre varios medios pro
bados. Al parecer, el hongo no tiene muchos requerimientos
nutritivos, puesto que con la adicidén de aminoécidos y vita-
minas no se acelera el crecimiento, segin lo demostrdé Car-
dona (4), En el medio de AHFD se apreciaron algunas dife-
rencias culturales y se reconocieron dos tipos de colonias,
unas redondeadas, convexas y otras que formaban una capa
densa, felpuda (Figuras NQ@ 7 y 8). Se selecciond una cepa
con el tipo de colonias felpudas, que tienen un crecimien-
to y esporulacidén més abundante y radpido. Aparentemente el

tipo de colonias resultantes al cultivar una cepa determi-
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nada no es una caractcristica constante o especifica, ya que
se comprobd que ambos tipos aparecian al cultivar las cepas,
sin embargo por medio de seleccidn continua de una misma cla=-
se de colonias, se puede llegar a obtener una cepa con un ti-

po predominante de colonias,

En la evaluacidén de la resistencia se cencontraron
diferencias de susceptibilidad, clasificé&ndose grupos de va=-
riedades desde una mAxima susceptibilidad (altamente suscep-
tibles) hasta una minima susceptibilidad (altamente resisten-
tes).

Casi la mitad de las variedades probadas (46.6%)
fueron medianamente resistentes, lo que nos indica que en
general las variedades poseen bastante resistencia a la en-
fermedad. En los extremos de susceptibilidad se clasificé
un porcentaje bajo del total, asi solamente un 2.6% como al-
tamente resistentes y un 14.8% como altamente susceptibles.
También muchas varicdades mostraron reacciones mezcladas en
los distintos grados de infeccibén, como el grupo de varie-
dades negras Guatemala, Costa Rica y México (Cuadro N2 1),
lo que puede atribuirse a que no son variedades puras, sino

que muestran variabilidad genética.

En casi todas las variedades, segin el color del
grano, se presentaron los distintos grados de infeccidn, con
excepcién de los pintos, en que no hubieron variedades al-
tamente resistentcs, y de los blancos en que no hubferea-
variedades altamente resistentes, altamente susceptibles,

ni con reacciones mezcladas. El grupo de variedades blan-
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cas demostrd ser medianamente resistentes casi en su totali-

dad,.

Las variedades altamente resistentes encontradas
fueron: S-29-N, S-67-N, Sal-209-N, Sal-219-N, Sal-222 =N,
Sal-223-N, Sal-227-N, 18-Guatemala-5091, 31-Sal-Es-2873,
IAN-9-VN, entre los negros; Mat-2-B, Mat-4-B-1, entre los
bayos; 58-R y 103-R, entr. los rojos. Ademés otras varieda-
des con reacciones mezcladas, como Sal-66-N y 15-Guatemala-
2524, resultaron ser altamente resistentes. En el grupo de
variedades altamente resistentes no hay ninguna que se pueda
recomendar para su cultivo comercial en Costa Rica, pero la
resistencia al hongo quizis podria incorporarse a variedades

recomendables, por medio de cruzamientos.

Entre las variedades seleccionadas por el Programa
de Cultivos Alimcnticios del IICA por sus buenas cualidades
agron6émicas, se clasificaron como medianamente resistentes
a las siguientes: Compuesto Negro Chimaltenango, Compuesto
Cotaxtla, S-19-N, S-182-N, S-315-N-2, Jamapa y Col=-123-N,

Los resultados de varias inoculaciones en un grupo
de variedades reprcsentativas de los distintos grados de in-
feccién permiten aseverar que el método empleado para la e~
valuacidén de la resistencia es eficaz y puede ser utilizado

en trabajos posteriores.

La formacidn de coremios y la esporulacidn ocu-
rre a las 24 hrs. a 152, 202 y 252, con un Sptimo de 2592.
A 302 se requieren 96 hrs. para ambos procesos, pero a esta
temperatura las esporas formadas presentan alteraciones mor-

folbégicas,que se aprecian como hinchazones en la superficie



S1

de las conidias. A 102 los coremios se forman a las 96 hrs,

pero la produccién de esporas solo requiere 60 hrs.

En los experimentos con luz y oscuridad se com
probd que el hongo esporula mls abundantemente en oscuridad
completa, en un lapso de 48 hrs. En el mismo tiempo la es-
porulacién es un poco menor con luz y oscuridad alternadas
cada 12 hrs., obscrviAndose la menor en condiciones de luz
continua. El efecto de la luz resultd ser de tipo inhibi-
dor de la esporulacién. Los experimentos anteriores, de e-
fectos de la luz y temperatura en la esporulacidn y en la
formacién de coremios permiten establecer relaciones con
el desarrollo de la enfermedad en el campo. Es posible
que en dias con mayor nfimero de horas de luz solar o mayor
intensidad luminica, se retarde la esporulacidén y consecuen
temente el inbculo producido. Una vez que haya coremios
formados en las lesiones, el indculo secundario se produce
ridpidamente y en forma continua, en periodos de tan solo
24k hrs., con temperaturas de 15-252 y una alta humedad
relativa. Las temperaturas menores de 152 o mayores de

252 retardarian el desarrollo de la enfermedad.

En medio de cultivo se requiere aereacidn pa-
ra el crecimiento del hongo; &sto nos indica que en condi-
ciones de anaerobiosis o con muy poco oxigeno presente, el
hongo no llega a crecer. Las esporas requieren la presen-
cia de agua liquida para poder germinar, al contrario de
otros hongos cuyas esporas pueden germinar con un 100% de
humedad relativa o menos afin. No se considerd necesario
probar la germinacién con porcentajes inferiores de hume-

dad relativa puesto que &sta no ocurrid con un 100%. De
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todo &sto puede deducirse que en el follaje de las plantas

deben haber gotas de agua para que ocurra la penetracién.

Al estudiar el efecto de la temperatura en el
crecimiento y la esporulacidén de 8 cepas, se obtuvieron
resultados similares que al experimentar con la formacidn
de coremios y la produccidén de esporas. El crecimiento y
la esporulacidn de todas las cepas fué mayor a una tempe-
ratura éptima de 259, siendo menor progresivamente a 202
y a 158, La esporulacidén més rhpida, a 252, ocurria a
los 5 dias en todas las cepas, aunque a 202 en algunas
cepas (seleccionada, Cervantes, Alajuela 1 y Alajuela 2)
también ocurrid a los 5 dias. A 1092 hay esporulacidén en
todas las cepas a los 12 dias; aunque se clasificé con O
su crecimiento al séptimo dia, posteriormente en todas
las cepas, como a los 20 dias, hubo crecimiento compren-
dido entre las calificaciones 3-4, Las esporas pueden
germinar de 42 a 362 segln lo determindé Cardona (4), o
sea a temperaturas que pueden ser bastante superiores al
Sptimo. A 302 no hubo crecimiento visible, ya que las
esporas murieron después de germinar sin llegar a deno-

tar un crecimiento visible.

Analizando los datos del Cuadro No. 6, puede ge
neralizarse que no hay diferencias en el crecimiento e
inicio de la esporulacidén entre las cepas, a una misma
temperatura, ya que los resultados son bastante unifor-
mes. Todas las cepas fueron igualmente afectadas por
la temperatura, con diferencias de un dfa, a lo sumo,
en cuanto al inicio de la esporulacidén. El grado de

crecimiento, calificado a los 7?7 dfas, también fué bas-
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que tuviese diferencias consistentes con otras cepas, en to

tos los tratamientos,

Se emple§ un método cualitativo para medir el gra
do de crecimiento, sin efectuar mediciones. Mé&todos con-
vencionales para medir el crecimiento, en base a difimetro
de colonias, crecimiento lineal o peso seco del hongo re-

sultan ser poco prlcticos o no aplicables al trabajar con

I. griseola.

De acuerdo a los experimentos anteriores, se en-
contrd que el rango de temperatura en que es posible la
esporulacién (de 102 a 30Q2) es mayor que aquel en que hay
crecimiento (de 10 a 25Q), al contrario de lo que sucede
en la mayoria de los hongos, segln lo establecido por Co=-
chrane (5). La temperatura 8ptima para el crecimiento
(259) es la misma que para la esporulacién. El1 hongo con
servd su capacidad de esporulacidn en medio de cultivo
(AHFD) durante los 12 meses que durd la investigacidén, al
igual que su patogenicidad.

En el estudio de la patogenicidad, las 7 cepas
inoculadas en 8 variedades, incitaron sintomas que guar-
daron la misma relacidn en todas las variedades. Las 7
cepas fueron patbgenas, ocasionando sintomas tipicos de
la enfermedad., Las variedades resistentes conservaron
su resistencia y las més susceptibles conservaron igual-
mente su susceptibilidad, al ser inoculadas con cualquie-
ra de las cepas. La cepa seleccionada se usd como patrén

para comparar la patogenicidad de las otras cepas, ya que
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con ella se habfa cevaluado la resistencia de las variedades
empleadas en la prueba. La cepa Liberia resultd§ ser la més
patdgena, pues incité sintomas mis severos en las variedades.
La cepa San Isidro fué la menos patbgena, por provocar los
sintomas m&s benignos. La ccpa Alajuela 1 también provoed
sintomas casi tan severos como los causados por la cepa Li-
beria. En las demfs cepas, los sintomas resultantes fueron

parecidos a los causados por la cepa seleccionada.

Con el grupo de variedades usadas solamentc pue-
de establecerse que existen pocas variaciones en la pato=-
genicidad de las poblaciones del hongo presentes en Costa
Rica. No se obtuvo evidencia de que pueda existir una es-
pecializacidén patogénica, en razas fisiolégicas, de Isariop-

sis griseola. Para llegar a un juicio mis definitivo, seria

necesario trabajar con inoculaciones de un gran nfimero de
cepas en un nimero también muy grande de variedades; me -
diante estas inoculaciones podria llegarse a escoger un nfi-
mero de variedades diferenciales, en el caso de comprobar-

se la existencia de razas fisiolégicas.
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RESUMEN

Se prepard el medio nutritivo de agar-hojas de
frijol-dextrosa (AHFD), el cual se usd por primera vez

para el cultivo de Isariopsis griseola Sacc. También se

selecciond una cepa adecuada, que esporuld abundantemen=-
te a los 8 dias en el medio de AHFD,

Se ideé un método para evaluar la resistencia
de variedades de frijol, inoculando plantas de 20 dfas
y'efectuando dos lecturas de los sintomas, a los 7-8
dfias y a los 10-11 dias.

Al evaluar la resistencia de 527 variedades, se
obtuvieron los siguientes resultados: 2.6% altamente re-
sistentes, 46.6¥% medianamente resistentes, 28.1% suscep-
tibles, 14.8% altamente susceptibles y 7.7% con reaccio-
nes mezcladas. Se encontraron 14 variedades altamente

resistentes, entre ellas 10 negros, 2 bayos y 2 rojos.

Al efectuar algunos estudios fisioldgicos, se
comprobd que la temperatura Sptima para la formacidn de
coremios y produccibén de esporas es de 252C; ambos pro-
cesos ocurren en 24 hrs, a esta temperatura. La esporu-
lacibén es mfs abundante en oscuridad completa que con
luz y oscuridad alternadas y con luz continua. En me=-
dio de cultivo se requiere aereacidén para el crecimien-

to. Las esporas sdlo germinan si hay presente agua en
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estado 1fquido, El crecimicnto y dfas necesarios para el
inicio de la esporulacidn de 8 ccpas fué igualmente afece
tado por una misma temperatura, al efectuar variaciones de
10-302C; el Sptimo fué de 259C, temperatura en que se ini-

ciaba la esporulacidén en 5 dias.

Al estudiar la patogenicidad de 7 cepas de Cos-
ta Rica en 8 variedades, se encontr$§ que la variacién en
la patogenicidad de todas las ccpas no fué muy grande. La
cepa Liberia fué ligeramente mis patdgena y la cepa San
Isidro menos patdgcna. Las otras cepas incitaron sinto-
mas en una relacidén mfs o menos igual, de resistencia y

susceptibilidad, en las 8 variedades.
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SUMMARY

A nutrient medium for the culture of Isariopsis
griseola Sacc. was prepared which consists of agar, dex-
trose and bean leaf extract (AHFD). A cloneof this fungus
was also selected from nature which sporulated abundantly
at eight days on the AHFD medium,

A mcthod was established for evaluating the res-
istance of bean varieties to the fungus by inoculating 20
day old plants and making two readings of the symptoms
produced, one at 7-8 days and one at 10-11 days.

In a evaluation of the resistance of 527 varie-
ties the following results were obtained: Highly resist-
ant: 2.6%., Moderately resistant: 46.6%. Susceptible:
26.1%. Highly susceptible: 14.8% and Mixed susceptibility:
7.7%. Fourteen varieties were found to be highly resist-
ant, which consisted of ten black seeded types, two chest=-
nut colored types and two red types. In physiological
studies it was determined that the optimum temperature
for the formation of coremia and spore production is 259C.
Both processes occur within 24 hours at this temperature.
Sporulation is more abundant in complete darkness than
alternating light with darkness or with continual light.
The fungus requires the presence of air for growth.

Spores germinate only in the presence of free water. The

growth and time necessary for the initiation of sporula-
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tion of eight clones was equally affected by the same temp-
erature; in studies verying the temperature from 10-30Q,
the optimum was 25QC, the temperature at which sporulation
was initiated at five days. In a study of the pathogeni-
city of seven fungus clones in eight varieties, little
variation in pathogenicity among the clones was encounter-
ed. However, the clone from Liberia was slightly more
pathogenic than the clone from San Isidro. The other
clones more or less equally incited symptoms on the eight

varieties tested,
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