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Desarrollo de un método de evaluacidn de resistencia de cultivares de
frijol (Phaseclus vulgaris L.) a mustia hilachosa en invernadero y campo.

Palabras claves: mustia hilachosa, Thanatephomus cucumeris, concentra-

cidn micelio, concentracidn basidiosporas, cultivares
de frijel, Phaseofus vulgaris, resistencia genética.

RESUMEN

l.a mustia hilachosa, causada por Thanatephoms cucumeris (Frank)
Donk, es considerada como la principal enfermedad que limita la produc-
cién de frijol en &reas del trdpico himedo. Su combate por medio de re-
sistencia genética junto con el uso de prictivas culturales adecunadas,

podria constituir un sistema de combate integrado de la enfermedad.

La presente investigacifn se desarrolld en las instalaciones del
Centro Agromdmico Tropical de Investigacidn y Ensefianza (CATIE), Turrial-
ba, Costa Rica. Se evalud el efecto de tipos de indculo {(micelio y basi-
diosporas) y concentraciones de &stos sobre la reaccidén de cultivares de

frijol a mustia hilachosa.

La metodologia consistid de tres etapas: a) en el laboratorio se es-~
tudid la variabilidad entre los aislamientos del hongo colectados en di-
ferentes cultivares de frijol en campos cercanos a Turrialba; b) ean el
invernadero se determind la reaccidén de seis cultivares de frijol a dife-
rentes concentraciones de indculo de micelio y basidiosporas. Se inocu-
156 plantas de frijol de 30 dias de edad con 1.000 (103), 5.000 (5 x 103),
10.000 (104), 50.000 (5 x 104)»y 100.000 (105) propdgulos de micelio/ml
(prop/ml) y basidiosporas/ml (bas/ml), respectivamente. Estas plantas,
después de la inoculacién fueron incubadas en camaras con paredes de plés-
tico y por medio de un humidificador se crearon las condiciones de
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humedad para el desarrolle de la enfermedad; c) en campo, se inoculd plan-
tas de frijol de 30 dias con 1.000, 10.000 y 100.000 prop/ml en la &poca
en que las condiciones climdticas son favorables para el desarrollo de la
enfermedad. Sin embargo, debido a cambios climdticos, fue necesarioc su-

plementar con aplicacidn de riego por aspersién.

Se encontrd una gran variabilidad entre los aislamientos de T. cucu~
mertd, Esta variabilidad ha sido asociada con variaciones en virulencia
y agresividad. En este estudio se obserﬁé una correlacidén entre tasa de
crecimiento de los aislamientos en cultivo y su agresividad siendo el ais-
lamiento de mayor tasa de crecimiento (23,1 mm/24 horas), el que causd le-
siones mas grandes en hojas de cultivares de frijol con diferentes grados

de susceptibilidad.

En el invernadero, se obtuvo diferencias significativas entre las con-
centraciones en los tipos de indculo de micelio y basidiosporas en la in-
cidencia y la severidad. Al realizar la inoculacidn con micelio se en-
contrd alta incidencia y severidad en los diferentes cultivares usados.
Hubo una correlaccidn entre las diferentes concentraciones de los dos ti-
pos de indculo, y la incidencia y severidad de la enfermedad. En el cam-
Po, la inoculacidn de cultivares de frijol con niveles crecientes de mi-

celio de T. cucumeris resultd en un incremento en incidencia y severidad.

La clasificacién de los cultivares en resistencia intermedia y sus-
ceptibles se basd principalmente.en la severidad, dado que &sto expresa
mejor el dafio que causa el hongo a los cultivares. Hasta el nivel de ind-~
culo de IO4 prop/ml, los cv 'Porrille-70', 'Talamanca', ‘Porrillo-Sintétri-
co' y '"Turxrialba-4' tuvieron las mé@s bajas incidencias y severidad. Su
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reaccién se debe probablemente, a que poseen uno o varios genes de resis-
tencia que les confieren mecanismos que impiden o retrasan el desarrollo
de 7. cucumeris. Los cv "R-27' e 'ICA-Pijao' tuvieron los mis altos va-
lores de severidad e incidencia debido probablemente a la ausencia o en

menor cantidad de genes de resistencia,

Los resultados obtenidos indican que la inoculacién con fragmentos
de micelio permitid alcanzar alta incidencia y severidad en las plantas
de los diferentes cultivares estudiados y se considera que es un método
de inoculacién relativamente simple con respecto a la inoculacién con
basidiosporas. ELste método de evaluar resistencia a mustia utilizando
diferentes concentraciones de micelio permite separar cultivares con di-
ferentes grados de susceptibilidad y la concentracién de 104 prop/ml per-
mite mejor esta separacidén. A mayores concentraciones no es posible dis-

tinguir claramente la diferencia en susceptibilidad entre los cultivares.
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Development of a method for evaluating bean cultivars (Phasecfus vulgaris
L.} for resistance to web-blight in greephouse and field.

Key words: Web-blight, Thanafephoius cucumeris, mycelium concentration,

basidiospore concentration, bean cultivars, Phaseofus vulga-
hibd, disease resistance.

SUMMARY

Web-blight, caused by Thanatephorus cucumesris (Frank) Donk, is con-
sidered a limiting factor for bean production in the humid tropics. The
use of genetic resistance together with adequate cultural practices, could

constitute a system of integrated control of the disease.

The present research was carried out at CATIE (Centre Agrondmico Tro-
pical de Investigacién y Ensefanza), in Turrialba, Costa Rica. The effect
of concentration and types of inoculum {(mycelium and basidiospores) on

reaction of bean cultivars to web-blight was evaluated.

The methodology consisted of three stages: a) in the laboratory was
studied the variability among the isolates of T. cucumesris collected from
several bean cultivars in fields around Turrialba; b) in the greenhouse
was determined the reaction of six bean cultivars to several inoculum con-
centrations of mycelium and basidiospores. Thirty day-old bean plants
were inoculated with suspensions of i03, 5 x 103, 104, 5 x 104 and 105 per
ml for both mycelium fragments (prop/ml) and basidiospores (bas/ml). These
plants were incubated in humid chamber which permits to waintain the
humidity for the development of'the disease; ¢} in the field, thirty day~-

4

‘ 5
old bean plants were inoculated with 103, 107 and 107 mycelium fragments/
ml when climatic conditions were suitable for the development of the dis-

ease. However, because of climatic chapges, it was necesary to apply
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sprinkling irrigation.

Variability was found among the isolates of T. cucumesis. This va-
riability has been associated with variation in virulence and aggres-
siveness. In this study, growth rate of the isolates in culture was
associated with aggressiveness, being the isolate with the Ffast growth
rate (23.1 wmm/24 hr) caused severe necrosis on leaves of bean cultivars

with different susceptibility degrees.

In the greenhouse, significant differences were found between the
concentrations in the types of incculum (mycelium and basidiospores) for
the incidence and severity. High incidence and disease severity was
found in the different cultivars by the inoculation with mycelium. Inci-
dence and disease severity were correlated with the several concentrations
of the types of inoculum. In the field, the inoculation of bean cultivars
with several mycelium demsities of T. cucumeris result in an increase of

incidence and disease severity.

The cultivars were classified in intermediate resistent and suscep-
tible, based principally on the severity, which best express the damage
that the fungus can cause in the cultivars. Up to the IOQ mycelium
fragments/ml concentration, the cultivars 'Porrillo-70', 'Talamanca’,
'Porrillo-Sint&tico’ and 'Turrialba-4' had the lowest incidence and sever-
ity. Their reaction is probably due to the fact that possess one or var-
ious genes of resistance, which. slow down the development of T. cucumenis
The cultivars 'R-27' and 'ICA-Pijac' had the highest values of severity
and incidence, probably due to the absence or small quantity of resistent

genes.



The results obtained indicate that the use of mycelium fragment
permitted to reach high incidence and disease severity in the bean plants
studied, and is a simple inoculation method with regard to inoculation
with basidiospores. This method for evaluating resistance to web-blight
permits to separate cultivars with different susceptibility degrees and
the 104 prop/ml comncentration being the best for this separation. At

higher concentrations, it wasn't possible to distinguish the resistent

and susceptible cultivars.
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1. INTRODUCCION

El frijol comin (Phasecfus vulgaris L.) ha sido cultivado en América
Latina v el Caribe desde hace muchos sigles bajo condiciones diversas,
de lo cual ha resultado la seleccidn y desarrollo de una enorme variedad
de genotipos con caracteristicas muy diferentes. Es un cultivo de im~
portancia en la dieta humana por su contenido de proteina, especialmente
para las familias de bajos ingresos en América Latina (26). En el pe-~
ricdo 1973-1975, la produccidn anual de este cultivo en América Latina
promedié 4,705 millones de tonelada (12). Sin embargo, la produccidn
ne ha guardado ritmo con el crecimiento de la poblacidén. Como consecuen-
cia, el consumo de frijol en la mayoria de los paises latinocamericanos

ha bajado vertiginosamente y los precios han aumentado marcadamente.

Entre los factores que afectan la produccidn de este cultivo, las
enfermedades han sido consideradas de gran importancia. La mustia hila-
chosa, causada por Thanatephonus cucumernis (Frank) Donk (estado perfecto
de Rhizoctondia solani Kihn), es considerada como la principal enfermedad
gue limita la produccidén de frijol en dreas del trdpico hdimede donde pue-

de ocasionar la pé&rdida total del cultivo {24, 26).

Se han desarrollado varlas dnvestigaciones sobre el combate de la
enfermedad. Las medidas de control incluyen précticas culturales como
rotacidn con cultivos no susceptibles, destruccidn de los restos de cose-
cha y el uso de semilla libre del patdgeno (26). Debido a que T. cucume-
Nis es un patdgeno agresivo, estas practicas de combate no han side efec-

tivas. Las pradcticas como cero labranza y/o el uso de coberturas, ayudan



a combatir la enfermedad al reducir el salpique sobre el follajé. Apli-
caciones foliares de fungicidas sisté&micos han sido recomendadas (34,
44, 49) pero han sido poco efectivas bajo condiciones favorables para el

desarrollo de la enfermedad.

Una de las alternativas econdmicas de combate de la mustia es la
siembra de materiales resistentes. Se han realizado varios estudios (14,
41) en los cuales se ha evaluado una serie de cultivares con el fin de
determinar el grado de resistencia a la mustia. Estos trabajos llevados
en campo baja condiciones de inoculacidn natural podrian dar lugar a es-
capes pues nc se conoce el nivel de indculo baje el cual se estd traba-
jande. La severidad de la enfermedad aumenta con el incremento de la
densidad de infculo (6). Se han realizado trabajos para evaluar los
efactos de concentracién de infculo sobre resistencia en algunos culti-
vos. Warren (58) encontrd que densidades de indculo de R. sofani afecta
la severidad de la pudricifn de hipocdétilo en cultivares susceptibles y
resistentes de frijol. Por este motivo, es necesario desarrollar a nivel
de campo e invernadereo una metodologia que permita evaluar en forma ripida
y confiable la resistencia de algunos cultivares de frijel a T. cucumenis
y conocer la estabilidad de la resistencia que se ha observado en algunos

de los materiales evaluados en campo.

Por lo anterior, se desarrollé el presente estudio con el objetivo

de:

~Desarrollar un método simple, rdpido y confiable de inoculaciédn
para determinar las diferencias en susceptibilidad a T. CUCLUNEALS

entre cultivares de frijoel,



~Determinar el nivel de indculo del patSgeno adecuado en un pPro-

grama de mejoramiento para resistencia a mustia hilachosa.



2. REVISION DE LITERATURA

2,1 C(Caracteristicas de la enfermedad

La mustia hilachosa es una enfermedad considerada como uno de los
principales factores limitantes de la produccidn de frijol (Phaseofus
vulganis 1..) en las zonas del trépico hGmedo. Esta enfermedad se conoce
también bajo otros nombres como telarafia, quema, chasparria, “rhizoctonia
del follaje", "requema", "murcha de teia micelica", "podrido das vagens"

3

y en paises de habla inglesa recibe el nombre de "web-blight" (24, 26

59}.

2.1.1 QOrigen y distribucidn geogriafica

Esta enfermedad fue observada por primera vez en 1921 en Puer-
to Rico y desde entonces, se ha identificado su presencia en los Estados
Unidos, Japdn, Filipinas, Birmania y Ceillan en las plantaciones de frijol

comin y otras especies de plantas (1, 59),

Posteriormente, su presencia ha sidoc sefialada en otros paises, entre
ellos Brasil, Argentina, Costa Rica, Colombia, Ecuador, Guatemala, E1

Salvador, Méjico y Panamd (9, 15, 47).

2,1.2 Importancia econdmica

La mustia adquiere cada dia mayor importancia econdmica debi-
do al desplazamiento del cultivo de frijol en varios paises 4 las zonas

bajas himedas y a que es una enfermedad epidémica durante las épocas



himedas, de lluvias intensas y temperaturas altas, en las zonas tropica-

les de elevaciones bajas e intermedias (24, 26).

Las pé€rdidas producidas por esta enfermedad pueden ser cuantiosas en
dreas con condiciones favorables para su desarrolle, por la defoliacién
severa que produce y por la répida destruccidn de las plantas atacadas en
el término de una o dos semanas {15, 24, 26, 59). Por ejemplo, en el
segundo semestre de 1980 ocurrieron pérdidas de 90 por ciento en una drea
aproximada de 2.240 hectdreas en la zona de Guanacaste, Costa Rica (24).
También en Florida, Estados Unidos, se han observade durante varios afios

pérdidas del 90 por ciento en la cosecha de varios campos que han sido

afectados por la mustia hilachosa (59).

2.1.3 Sintomatologia y signos

Los sintomas iniciales de la enfermedad son indicados por la
presencia de paquenas manchas de apariencia acuosa de 1-3 cm de difmetro
sobre cualquier potcidn de follaje. Estas lesiones, a medida que van cre-
ciendo se tornan café, delimitadas por un borde mis oscure. Posteriormente,
las manchas coalescen y cubrengrandes dreas de la hoja. En condiciones fa-
vorables, las hifas crecen de &reas infectadas a otras partes de la planta

uniéndolas con una telarafia de micelio (15, 59).

Los sintomas pueden aparecer sobre las vainas en cualquier estado
de desarrollo. La infeccidn en las vainas jovenes se manifiesta como
manchas pequefias de forma irregular y de color café claro, las cuales
pueden coalescer causando la destruccién de la vaina. Cuando el hongo

infects vainas ya formadas, &stas pueden completar su desarrollo pero las



semillas pueden ser infectadas, convirtiéndose en una fuente importante

de indculeo primario (24, 59).

Se ha observado la iniciacidn de infecciones en el frijol por medio
de basidiosporas (17, 35, 56). Echandi (17) observd las lesiones causa-
das por basidiosporas de T. cucumeiris, como pequefias manchas necréticas,
circulares y de color café con centro mids claro. En condiciones de alta
humedad, las manchas coalescen y forman lesiones grandes cubriendo la ho-
ja entera y extendiéndose sobre otras partes de las plantas. Echandi
(17) también sugirié que la diseminacién rdpida de la mustia dei frijol
en condiciones de altas temperaturas y humedad puede ser explicada por

la eficiente produccidn y diseminacidn de basidiosporas.

Los signos de la mustia se caracterizan por la presencia de escle~
rocios pequenos de color café que se forman después de ocurrida la in-
feccifén. Cuando el tiempo es hdmedo, las hifas crecen rdpidamente sobre
tejido de hojas, peciolos y vainas cubriendo gradualmente la planta con

un micelio en forma de telarana (42, 47, 59).

Los esclerocios germinan durante los periocdos de condiciones ambien—
tales favorables para el desarrollo del hongo, mediante la produccidn de
hifas que se ramifican profusamente hasta entrar en contacto con el teji-
do del hospedero, donde forman un cojinete o estructura de infececidn,

para después penetrar directamente o a través de los estomas (11, 16).



2.2 El organismo causal

2.2.1 Distribucidn y dmbito de hospederos

El hongo causal de la mustia hilachosa, 7. cucumerts, es ho-
motdlico y en su fase imperfecta, conocida como Rhizoctonia sofand Kiihn,
es un hongo habitante del suelo, responsable delﬁamping—off“y pudricidn
radical de muchas especies de plantas en las regiones templadas y tropi-
cales del mundo (2}, 59). El hongo ha recibido varios nombres, entre
ellos, Rhizoctonia micnosclenotia, Conticium michosclenctia, Pellicula-
rea falamentosa. La denominacidn actualmente aceptada es T. cucwmeris

(17, 19, 35).

T. cucumerls es conocideo por causar enfermedades severas en condi-
ciones de altas temperaturas y humedad sobre una variedad de cultivos.
Casi doscientas especies de plantas sirven como hospedero, entre ellas
el frijol (P. vufganis), 1la remolacha (Beta vulgaris L., la soya (Glycl-
e max L. Merr.}, el algoddn (CGossypium hinsutum L.) el tabaco (Nicotiana
tabacum L.), el repollo (Brassica gferacea var. Capita L.), la higuera
(Fiews canrica L.) la papa (Solanum tuberosum L.), la lechuga (lLactuca sa-

Liva L.) y varios otros cultivos y malezas (1, 42, 60).

2.2.2 Etiologia

El hongo T. cucwmeris pertenece a la clase de los basidiomi-
cetos. Para la identificacidn del honge, se considera generalmente las
caracteristicas vegetativas de su estado imperfecto (R, sofani) y la for-

macidén de las estructuras sexuales, las basidiosporas.



Bajo condiciones 4n wttio, el hongo crece en medios de cultive
desde bajo a alto contenide de nutrimentos (3, 32). Sobre agar, R, sofa-
ni produce hifas de 6 - 12 y de ancho, ramificando casi en dngulo recto y
presenta un septo inmediatamente después del punto de ramificacisn.

Las ramificaciones presentan una constriccién en la base. EL micelio,
hialino al inicio, se torna café a medida que madura, desarrollando es-
clerocios sobre la superficie del agar que son irregulares en forma o
pueden ser agrupados (25, 45). La presencia del aparato septal dolipora
y células multinucleares en las hifas jSvenes, son condiciones para ca-

racterizar el hongo donde el estado perfecto no puede ser obtenido (45).

El hongo crece rapidamente bajo luz continua, indirecta o intermi-
tente y algunos aislamientos en 36 a 48 horas cubren la superficie de un
plate de petri a una temperatura de incubacidn entre 26 — 30°C sobre la

mayoria de los medios artificiales utilizados en laboratorio (54, 59).

La formacién del estado perfecto se puede inducir 4n vitho (3, 19,
53). Los métodos involucran la transferencia del honge de un medio nutri-
tivo a otro de bajo contenido de nutrientes, con una temperatura entre

20 - 30°C, humedad relativa entre 40 - 60 por ciento, aireacidn adecuada

y periodos variables de exposicidn a la luz. En condiciones de canpo,

el estado perfecto se forma cuando hay suficiente humedad y tiene el as-

pecto de un mildid fino que se desarrolla sobre el suelo y sobre hojas y

talles infectados (54).

Los basidios tienen forma de barril, se forman sobre una capa mem-
branosa de micelio y tienen cuatro esterigmas que llevan una basidiospo-

ra cada uno. Los basidios miden 12 - 18 pu de longitud por 8 - 10 u de



ancho. lLas basidiosporas son ovaladas, hialinas con paredes delgadas de

9 - 11 uy de longitud par 4 - 7 i de apnche (19, 59).

Se presenta una gran variacién patogénica entre los aislamientos de

T. cucumeris obtenidos de cultivos especificos y se ha encontrado que al-
gunos aislamientos son patogénicos a muchos cultivos, mientras otros sola-—
mente a algunos (21, 31). La anastomosis entre aislamientos de R. sofani
ha sido utilizado como una indicacién de la relacidn entre los aislamien-
tos del hongo. Se ha encontrado que los grupes de anastomosis (AG) difie-
ren en apariencia del cultivo, tasa de crecimiento y patogenicidéﬁ (8, 46,
50). Siete grupos de anastomosis (AG) de R. 40fani han sido encontrados.
Con la excepcidn de AGmB—i, los grupos son genéticamente aislados y difie~
ren uno de otro en patogenicidad y Zmbito de hospederos (7, 46). Adams
(2} informé que todos los grupos tienen varios antigenos en comin y otros
como AG-Z2, AG~3 y AG-5 tienen por lo menos un antigeno especifico., Galin-
do (24) indicd que la mayoria de aislamientos que causan la mustia hila-

chosa en Costa Rica caen en el grupo AG-2.

2.3 Epidemiologia

El hongo produce esclerocios, micelio y basidiosporas los cuales son
estructuras que sirven como fuente de inGculo. Esclerocios y micelio
sobre los restos de cosecha o libres en el suelo fueron encontrados como
las principales fuentes de indculo del hongo causando la mustia hilachosa

en Costa Rica (24, 43),

El proceso de infeccidn empieza cuando, por efecto de la 1luvia,

el suelo infestado de micelio o esclerocios del hongo es salpicado hacia
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los tejidos de la planta, o cuando, por efecto del viento especialmente,
las basidiosporas son depositadas sobre el follaje (24). El proceso de
penetracién del hongo varia seglin las estructuras en el cual se inicie la
infeccidn (peciolos, talles, hojas). Flentje (20) ha establecido la teo-
ria que las hifas responden a un estimulo de contacto sobre la superficie
para adherir al hospedero, se desarrollan en un cojin de infeccién y pe-
netran el hospedero por presifn mecdnica. En otros estudios (16) se ha
informado que las hifas del hongo penetran directamente el tejideo o algu-
nas veces por los estomas. Poco después de la penetracidn, los primeros

sintomas de la enfermedad se hacen visibles.

De la infeccidn primaria, la enfermedad puede incrementarse, Guando
los esclerocios son producidos en grandes ndmeros en periodos cortos baio
condiciones favorables. En una misma planta, la enfermedad progresa por
la infeccién de nuevos tejidos, sea por crecimiento de hifas de tejidos
infectados o por inoculacién adicional de salpicaduras de lluvia. La
infeccidén de planta a planta ocurre por crecimiento directo de hifas des-
de tejidos previamente infectados. Bajo condiciones de altas temperaturas

y humedad, las basidiosporas constituyen indculo secundarie que provocan
nuevas infecciones. La prevalencia de la enfermedad es afectada My po-

co por la edad de las plantas (24, 59).

El viento, la lluvia, el agua de riego son los medios naturales de
diseminacidn del honge, sin embargo los esclerocios pueden ser también
diseminados por medios mecdnicos durante el cultivo, por animales y herra-
mientas. En dreas con periodos prolongados de alta humedad y temperatu-

ra por encima de 23°C, se observd una mayor incidencia y severidad de la
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mistia hilachosa. Las lluvias prolongadas proveen las condiciones de

humedad que favorecen el desarrollo de la enfermedad y son la causa del
salpicado del indculo del suelo al follaje. Por el contrario, durante

los periodos secos se restringe la incidencia y el desarrollo posterior
de la enfermedad. La poblacién del hongo se incrementa conforme se pro-
longa la estacién lluviosa, durante el perfodo con el cultivo del fFrijol
en el campo y parece estar correlacionada con la incidencia y severidad

de la enfermedad (24),

2.4 Medidas de combate

El control de la mustia hilachosa incluye varios métodos los cuales
aplicados en forma separada no han podido controlar la enfermedad en
forma efectiva debido a la agresividad del organismo causal, T. cucume-

rs (24).

2.4.1 Por pricticas culturales

Por ser el suelo infestado con esclerocios y/o micelio la
fuente principal de inéculo, las medidas de combate han sido dirigidas
a reducir la concentracidén de estas estructuras en el suelo. La inci-—
dencia y severidad de la mustia son mis altas en sistemas de cultivos
donde el frijol es sembrado en suelos infestados que estdn sueltos por

efecto de la preparacidn del suelo.

Se ha utilizado con €xito el sistema de "cero labranza" y/o el uso
de cobertura. Estas prdcticas previenen el salpique de suelo infestado

de esclerocios sobre el follaje, reduciendo la incidencia y severidad



de la enfermedad (24, 26). Galindo (26) observé que una capa de “casca-
rilla de arroz de aproximadamente 2,5 cm de espesor redujo en gran par-

te el salpique de inGculo y disminuyd la severidad de la enfermedad.

En Costa Rica, la prictica de produccién denominada "frijol tapa-
do", en la cual las semillas se distribuyen al voleo sobre el suelo con
vegetacidn, la cual mds tarde se corta y usa como cobertura, fue tam-
bién efectiva en la reduccién de incidencia y severidad de la enferme-
dad por reducir el salpique, pero los rendimientos obtenidos fueron muy

bajos (54).

Otras préacticas de cultive que se consideran éfectivas para reducir
la incidencia de la enfermedad son: a) la siembra de semillas libres
de contaminacidn interna o externa; b) la eliminacidn de restos de
cosecha infestados; ¢) la rotacién con cultivos no hospedantes (grami-
neas en general) pues el cultivo continuo en un mismo campo favorece
un aumento considerable en el ndmero de propigulos de T. cucumertis;

d) la siembra del cultivo para evitar las Epocas de mayor precipitacién
e) la siembra en surcos espaciados que aumenta la circulacién del aire

y evita ciertas condiciones microlimiticas favorables para el desarrollo

del hongo.

2.4.2 Por medio de resistencia

La utilizacién de la resistencia genética constituye un com-
ponente importante en el sistema de combate de las enfermedades de plan-
tas. Se entiende por resistencia "la cualidad congénita de ciertos indi-

viduos de limitar en mayor o menor gradeo los perjuicios debidos a la
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invasidn per determinados pardsitos'. Puede definirse también como "la
habilidad de un organismo para resistir u oponerse a la accifn del patd-

geno o disminuir e incluso prevenir sus efectos perjudiciales" (18).

Las variedades difieren en su respuesta a la infeccién ocasionada
por el hongo causal de la mustia hilachosa, puesto que las variedades
susceptibles secretan sustancias guimicas que estimulan la formacién de
los cojinetes de infeccién. Las variedades resistentes aparentemente no

producen estos compuestos (54).

Algunos cultivares o lineas como, 'Porrillo 1, "Turrialba 1, 'BAT 1235,
'BAT 1061% 'BAT 1444% 'Talamanca' y '5-6308' han sido destacados como cultiva-

res promisorios (30).

En trabajos realizados en Esparza, Costa Rica {(13) se ha identifica-
do que las lineas HT 7716} 'BAT 1636 'HT 7719'y el cv 'Porrillo-70' pre-
sentaron buenos niveles de resistencias z la mustia y este nivel de resis-

tencia ha sido incorporado a varias lineas de frijol.

Sin embargo hasta el momento no se tiene conocimiento de variedades

con un alto grado de resistencia o inmunidad (26).

2.4.3 Por medioc quimico

Las aplicaciones foliares de fungicidas han sido recomenda-
das para disminuir la incidencia de la enfermedad (36, 44, 49). Sin

embargo, el usc de quimicos, ademds de su costo y su efecto sobre el

13
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ambiente, cuando los niveles de infculo son altos y las condiciones del
tiempo favorecen el desarrollo de la enfermedad, no han sido efectivos

(26, 36).

Oyekan (44) encontrd que la incidencia de la mustia en cowpea ha
sido reducida efectivamente com aplicacién foliar de captafol a una tasa
de 1,64 kg de ingredientes activos por hectdrea, o con oxycarboxin a
0,16 kg i.a2. por hectdrea. En otro estudio, Sdnchez (49) indicé que el
maneb brinda el mayor grado de proteccidn cuando se aplica al follaje
£0,45 kg por 100 gl de agua) dos veces a intervalos de quince dias tan

pronto se observaron los primeros sintomas.

Entre los fungicidas aplicados para el control del hongo en el sue-
lo, pentacloro nitrobenzeno ha sido altamente efective en la reduccidn
de 'Jamping - off adin en suelo severamente infestado por el patdgeno (40).
Benowyl ha sido también encontrado como capaz de dar proteccidn contra la
infeccidn por T. cucumeris cuando fue aplicado en tratamiento de semillas
y al follaje {(36).

»

2.4.4 Por medio biolSgico

El control biolégico involucra la reduccidn de una enferme-—
dad por uno o mds organismos vivos diferentes al hospedero (34). Las
categorias de antagonismo son antibiosis, competicién y explotacién,
siendo el dlrimo por predacidn o parasitismo directo. Recientemente, se
ha renovado el interés en un sistema de control bieldgico, en el cual el

hospedero es inoculado con una cepa no patogénica o de baja virulencia

(10).



En el caso de la mustia hilachosa, trabajos especificos relaciona-
dos con el control bioldgico no han sido encontrades. Sin embargo, es-—
tudios (10, 29) han notado la supresién de "damping-off" causado por

R. s0fan{ utilizando cepas no patogénicas e hipovirulentas.

Ichielevich-Auster (29) observd que un aislamiento no patogénico
ha suprimido "damping-off" en algodén causado por cepas virulentas de R.

sofand de 76 al 94 por ciento.

Ensayos 4K vitro realizados por (astanho (10) utilizando semillas
de repollo, han mostrado que la coinoculacidn con cepas hipovirulenéas ¥
virulentas de R. s0fani redujo el porcentaje de semillas muertas. Tam-
bién el uso del antagonista, Tal{chodemnma sp. en el suelo, reduce la acti-

vidad y la cantidad de R. sofant saprofitico del suelo (34).

2.5 Métodos para evaluar resistencia

2.5.1 Incidencia natural

En varios paises donde aparecié la enfermedad, se observd
diferencia en susceptibilidad en los materiales genéticos sembrades. Es
probable que la arquitectura de la planta de frijol sea un factor im-

portante a considerar en la resistencia a la enfermedad (24, 26).

En trabajos realizados en afnos recientes {13, 22, 41) se encontra-

ron diferencias en la respuesta de algunos cultivares a la mustia hila-

chosa.
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Estudios realizados por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia
de Costa Rica con la colaboracidén de CIAT, han sefialado algunos cultiva-
res resistentes (l4). Quince conjuntos del Vivero Internacional de
Mustia Hilachosa (VIM) con los mejores materiales resistentes, fueron

evaluados en Costa Rica, M&xico, Guatemala, El Salvador, Nicaraguya, Pa-

namid y Colombia. De la evaluacidn del VIM se destacaron el comportamien-

to de cultivares y lineas como 'Porrillo 70} 'Talamanca) 'BAT 1636' 'BAT
1544' (13, 14). También se ha encontrado que varias lineas identificadas
como resistentes en Colombia donde el tipo de indculo de basidiosporas
es abundante, fueron también resistentes en Esparza, Costa Rica con ind-
culo de tipo esclerocios y/o micelio. Sin embargo, el comportamiento de
las distintas lineas varia considerablemeete de un afio a otro o de una
localidad a otra (20), probablemente porque las condiciones ambientales

y de cantidad y calidad de indculo no son uniformes a través de las

pruebas.

La evaluacifn de la resistencia a nivel de campo con frecuencia se
dificulta debido a la distribucidn irregular del inSculo o debido a la
severidad de las infecciones tempranas que resultan en una cantidad
excesiva del indculo que supera a cualquier resistencia que puede

estar presente en el germoplasma evaluado.

2.5.2 1Inoculacidn artificial

Weber (59), utilizando trozos de agar com micelio, imoculd
hojas y yemas terminales de varias plantas. Las plantas inoculadas fue-
ron infectadas y observd poca variacidn en la expresidn de sintomas de

la enfermedad sobre plantas de una misma variedad. Sin embargo, notd
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variacidén considerable en la expresién de sintomas entre cultivares.

Echandi (17) realizé experimentos inoculando yemas terminales y ho-
jas de plantas de frijol con gotas de una suspensidn de basidiosporas.
De lo anterior, obtuvo diferencias en el nimero de lesiones en hojas pri-

marias y secundarias por planta.

Galindo (24), inoculando hojas de frijol con discos de agar con mice-
lio de diferentes aislamientos de T. cucwneiris, encontrd diferencias en

la virulencia de los aislamientos.

En otros trabajos (37, 39, 48) se han evaluado la resistencia de cul-
tivares de frijol a la infeccidn del hipocétilo y de la raiz causada por

R. sclandt.

Moody (39), inoculando hipocftilosde siete dias de 149 cultivares
de frijol <con discos de micelig obtuvo un promedic de lesiones de 3 mm2
para el cultivar resistente, mientras que la lesién fue 64,4 mm2 para el

mids susceptible.

Prasad (48) identificd cultivares de frijol con diferentes reacciones
a 'damping-off'y formacidén de lesiones sobre hipocétilo, inoculando semi-
llas de frijol con una suspensidn de micelio de R. s0fani en cimara hime-

da y en pldantulas que crecieron en suelo infestado con R. sofand.

En estudios realizados para determinar el efecto de concentracién
de indculo sobre la severidad de la pudricidn de hipecétile causada por

R. sofani, M Coy (38) encontrd una relacidn linear entre la severidad

17

de la enfermedad, en plantas de arveia (Pisum sativum 1.) y concentracidn

de indculo hasta 20 esclerccios por gramo deé suelo. También Warren (58)
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observé diferencias entre cultivares de frijol en la expresién de "damping-
n
off cuando fueron sembrados en suelo infestado con concentraciones cre~

cientes de micelio de R, sofandi.

2.5.3 Cuantificacidn de la resistencia

Weber (59), para cuantificar la reaccién a R. 40fani y tanto
con indcule natural como artificial, utilizd el criterio de incidencia.
Sdnchez (49) utilizé una escala de seis grados de 0 a 5, para indicar el

porcentaje de hojas afectadas en una planta.

Sneh (52) considerd que el indice de enfermedad o severidad es mis
conveniente que el criterio de porcentaje de plantas enfermas debido a
que este indice ilustra mejor el efecto del patégeno por integrar ambos

la prevalencia y la virulencia del hongo.

Galindo (24), para medir la severidad de mustia en plantas de frijol,
utilizd una escala de seis grados de 0 a 5. Una calificacidn de 0 refie-
re a hojas sanas mientras que el grado 5 indica 100 por ciento de tejido

de hoja afectado.

Actualmente, se utiliza una escala internacional de nueve grados,

1 a 9, para medir la severidad de la enfermedad (54).



3. MATERTALES Y METODOS

3.1 Localizacién del experimento

El trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia del De-
-~
partamento de Produccion Vegetal del Centro Agrondmico Tropical de Inves-

tigacion y Enseflanza, CATIE, y en el invernadero de la seccidn de Cultivo

de Tejidos del Centro, en c@maras himedas con pldstico transparente.

Las temperaturas medias, mé@xima y minima dentro de las cdmaras duran-
te el experimento fueron 28,9 y 24,3 °C, respectivamente,y la humedad re-
lativa, media general y minima fuerom 84,4 y 68,7 por ciento (Figura 1,

Cuadro 1A).

El trabajo de campo se 1llevd a cabo en la finca experimental "La Mon-
tafia' del CATIE, Turrialba, Costa Rica, ubicada a 602 m.s.n.m., con 9°53"
de latitud Norte y 83°38' de longitud Oeste. La precipitacidn promedio
anual es de 2.632 mm, 1las temperaturas medias, mixima y minima de 27,0
y 17,8°C y la humedad relativa media general y minima de 87,6 y 59,0 por
ciento, respectivamente {(Cuadro 2A). Los datos climdticos durante el pe-
riodo del ensayo en campo indican un promedio de temperatura de 23,5°C y

87,9 por ciento de humedad (Figura 2, Cuadro 3A).

La mayor parte del valle de Turrialba pertenece a la zona de vida
llamada "Bosque Muy Himedo Prgmontano", segiin la clasificacién de zonas
de vida de Holdridge (28), cuyas caracteristicas principales estin deter-
minadas por una precipitacidn anual de 2.000 a 4.000 mm v una temperatu-

ra media anual comprendida entre 12 y 24°C.
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3.2 Material experimental

Tanto en el campo como en el invernadero se utilizaron seis culti-
vares de frijol, de tipo II, guia corta (4). FEste material fue seleccio-
nado con base en estudios anteriores (14, 30, 49), en los cuales se han
observado en el campo con diferente reaccidn de susceptibilidad a la mus-—

tia hilachosa. Los cultivares fueron:

-'Porrillo-Sintético’: Es un cultivar de frijol de color negro,
grano pequefio, originario de El Salvador, de tipo II arbustivo y de guia
corta. Su ciclo de cultivo es de 80 dias y tiene buen grado de resisten-

cia a la mustia (4, l4).

~'Porrillo 70': Es de color negro, grano pequefio, de tipo II arbus-
tivo. Tiene un ciclo de 80 dias y presenta buena resistencia a la mustia

(14).

~'Talamanca': Cultivar de color negro, seleccionado en Costa Rica,
es de tipo II arbustivo, de guia corta. Tiene un ciclo de 75 - 80 dfas y

presenta resistencia a la mustia (4, 14, 49).

~'ICA~-Pijao’': Es de color negro, originario de Colombia, de tipo II,
erecto y de guia corta. Su ciclo de cultivo es de 80 dias vy es suscepti-

ble a la wmustia (4, l4).

~'R~27": Es un cultivar de color rojo, grano grande, de tipo arbus-
tivo. El ciclo de cultivo es de 65-70 dias y es susceptible a la mustia

(49).

-'Turrialba 4': Selecciopado en Costa Rica, es de color negro can

grano pequeilo de tipo II arbustive. Tiene un ciclo de cultive de 80 a 85

dias y presenta cierta resistencia a la mustia (4, 30).

22




23

3.3 Metodologia

El procedimiento general de inoculacién consistid de tres fases.

3.3.1 Experimentos de laboratorio

3.3.1.1 Aislamiento del patégeno

Hojas de frijol con los sintomas tipicos de mustia
fueron colectados de campos alrededor de Turrialba durante el perfodo de
enero a junio de 1986. Pequefios trozos de hojas fueron obtenidés del mar-
gen de las lesiones, esterilizados durante dos minutos en solucién de hi-
poclorito de sodic (NaOCL) a 0,05 por ciento y sembrados sobre agar agua
a dos por ciento. Después de 72 horas de incubacién a 25°C, se hicieron
las transferencias del hongo sobre PDA (200 g de papa, 20 g de dextrosa y
18 g de agar). Los aislamientos fueron confirmados como T. cucumeris
por la produccién del estado perfecto del hongo por el método de Sims
(51). Los cultivos fueron mantenidos por transferencia periddica sobre

PBA.

3.3.1.2 Determindcion de la tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento se determind sobre PDA en
platos de petri de nueve cm de didmetro. Discos de cinco mm del margen
de colonias de tres dias sobr% PDA fueron tramnsferidos al centro de pla-
tos petri que contenian PDA fresco. Los cultivos fueron incubados a la
temperatura de la sala (22-27°C). La tasa de crecimiento fue medida a

invervalos de 24 horas. S8Se utilizaron cinco platos por aislamiento.



3.3.1.3 Beterminacidn de la agresividad de los aislamientos

La agresividad fue determinada sobre hojas colectadas
de plantas de frijol de 20 dias crecidas en suelo estéril. Se utilizaron
tres aislamientos con base ensus tasas de crecimiento, siendo uno de me-~
nor, otro de mayor y el {ltimo de tasa de crecimiento intermedic dentro

de los aislamientos colectados.

Hojas de frijol fueron inoculadas con discos de micelio y agar -
de cinco mm de cultivos de ocho dias sobre PDA en cdmara himeds (24).
Después de la inoculacidn, se asperjd las hojas con agua destilada esté~
ril y se incubarom a 25°C. Los testigos recibieron discos de agar sin mi-

celio.

Dos cultivares, "LCA-Pijad v Talamancd, encontradoes anteriormente
como susceptible y resistente (14) fueron utilizados. Se inocularon seis
hojas por cultivar con cada uno de los aislamientos. Se evalud la severi-

dad de la enfermedad cinco dias después de la inoculacidn.

3.3.1.4 Anastomosis entre los aislamientos

Los grupos deanastomosis (AG) de los aislamientos
fueron determinados por el método de Parmeter (46). Se utilizaron los
grupos probadores AG-1, AG-2, AG-2,2, AG-3, AG—-4 y £G-5 suministrados por
Dr. J. J. Galindo, Laboratorio de Fitopatologia, Departamento de Produc-
¢ion Vegetal del CATIE. Cultivos de estos grupos fueron mantenidos por
transferencia periddica sobre PDA. Para cada aislamiento que se aparea

con un grupe (AG), se utilizaron tres porta objetos.
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3.3.2 Experimento de invernadero

3.3.2.1 Procedimiento

El procedimiento para inoculacifn v evaluacién de
sintomas se hizo de la siguiente manera. Se utilizé el aislamiento N° 7
de lops tres probados por su agresividad,de acuerdo al tamafic de manchas
producidas sobre cultivares de frijol de diferentes grados de susceptibi-
lidad. Propdgulos de micelio de 12 dias producidos sobre PDA fueron uti-
lizados para la inoculacidén. Por raspado superficial, se obtuve una sus-
pensién de micelio en agua destilada. Esta suspensidn macerada durante
10 segundos en una licuadora fue asperjada sobre las plantas por medio
de un atomizador plastico de 0,8 litros. También se utilizaron, para la
inoculacidn de frijol, basidiosporas producidas por el métodoe de Tu (33),
las cuales fueron asperjadas sobre las plantas mediante atomizadores De

Vilbiss.

Se evaluaron diferentes concentraciones numéricamente iguales de
propagulos de micelio y de basidiosporas. Las concentraciones se deter-
minaron mediante recuentos en un hematocimetro (23). El testigo recibid

una aspersion de agua destilada estéril.

Plantas de frijol se sembraron en potes plidsticos que contenian sue-
lo previamente esterilizado em autoclave. Estos potes se colocaron sobre
las mesas del invernadero. A los treinta dias de edad, estas plantas fue-
ron inoculadas con los distintos ‘tipos de indculco incubadas en cimaras de

2mx 1,5mx 1,5 m con pldstico transparente.
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Se crearon, por medic de un humidificador, las condiciones de humedad
para el desarrollo de la enfermedad, el cual proveia una nebulizacidén du-~

rante cuafro segundos a intervalos de 16 minutos.

3.3.2.2 Tratamientos

Los tratamientos utilizados fueron:
-Densidades de indculo: 0-1.000 -~ $.000 - 10.000
50.000 y 100.000 propidgulos por ml para micelio y basidiosporas respec-

tivamente.

~Los cultivares utilizados fueron: 'Porrillo~70:

Porrillo-Sintético, Talamanca, TCA-Pijao, Turrialba-4 y R-27"

3.3.2.3 Unidad experimental

La unidad experimental estuvo compuestaz por dos po-

tas con dos plantas de frijol.

1.3.2.4 Disefio experimental

Se utilizd un arreglo factorial anidado en bloques
al azar. Los factores que intervienen en el arreglo factorial son varie-
dad y tipo de indculo. Ademds, los niveles de indculo correspondientes
a micelio y basidiosporas no tienen el mismo significado por lo cual no
corresponde compararlos. Por este motivo, los niveles aparecen anidados
dentro de los tipos de indcule. Los bloques estdn constituidos por las

camaras hiimedas utilizadas.
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3.3.2.5 Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron:
~Incidencia de la enfermedad a los 6, 9 y 13 dias
después de la inoculacidén determinada como porcentaje dehojas afectadas

por planta.

~Severidad de la enfermedad a los 6, 9 vy 13 dias
después de la inoculacién. Se midid mediante el uso de una escala de nue-
ve grados (54) que mide el porcentaje de mancha en la hoja: (l= 0, planta
sana; 2= 1-5 por ciento; 3= 5-10 por ciento; 4= 10-20 por ciento; é; 20~
30 por ciento; 6= 30-40 por ciento; 7= 40-60 por ciento; 8= 60-80 por

ciento y 9= 80-100 por ciento).

3.3.3 Experimento de campo

3.3.3.1 Procedimiento

Para preparar la suspensidon de micelio para asperjar
en campo, se utilizd el mismo procedimiento aplicado al invernadero. Se
evaluaron diferentes concentraciones de propigulos de micelio determina-
das mediante recuentos en un hematocimetro (23). EI testigo recibid una

aspercién de agua destilada estéril.

Las aspersiones se hicieron a los 35 dias después de la siembra.
Se tratd de que la suspensidn cubriera toda la planta, aplicando aproxima-~
damente 5 ml de suspensidn por planta. Las inoculaciones se llevaron a
cabo durante las horas de la tarde después que se les aplicé a las plan-

tas riego por aspersién durante cinco horas.



El resultado de la inoculacidn, severidad e incidencia de la enfer-

»"

medad, fue evaluado a los 12, 20 y 28 dias después.

3.3.3.2 Tratamientos

Los tratamientos se formaron de la combinacidn de

los seis cultivares de frijol por las concentraciones de indculo:

-Densidades de indcule: 1.000 - 10.000 - 100.000

propagulos/ml y el testigo sin inoculaciédn.

~Los cultivares: 'Porrillo-70 "Porrillo-Sintéticol,

ECA&Pijaé,'Turriaiba-AZ'R-27'y Talamanca.

3.3.3.3 Unidad experimental

La unidad experimental consistid de cuatro hileras
de cuatro metros de largo, separadas entre si a 0,50 m en las cuales se

sembraron frijol a la densidad de 200.000 plantas/ha. Los datos fueron

romados de las dos hileras centrales.

3.3.3.4 Diseno experimental

Se utilizé un disefio de parcelas divididas en el
cual la parcela principal fue el cultivar de frijol y las concentraciones

de indculo constituyeron las sub-parcelas. Se hicieron cuatro repeticio-

nes.
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3.3.3.5 Manejo del experimento

El experimento se realizd en un terreno que no ha
sido cultivade desde varios aflos en el cual existia una poblacién densa
y variada de malezas. Este terreno fue escogido por proporcionar una
buena satructura del suelo debide a un sistema de 'no labranza', evitan-
do asi la inoculacidn no controlada mediante el salpique de posible iné-

culo que puede haber sobrevivido en el suelo.

Una semana antes de la siembra, utilizando herramientas manuales,

se cortaron las malezas evitando la remocién del suelo.

Para la siembra de las parcelas se colocaron a mano tres semillas
por golpe espaciado a 20 cm. El siguiente dia, las parcelas fueron tra-
tadas con una mezcla de herbicidas Radex (dicloruro de 1,1 dimetil-4,4,
bipiridilo) y Lazo (alachlor, 2-clor-2', 6-dieril~N-(metoximetril) aceta-
milida) utilizando 100 ml de cada uno en una bomba de 16 1. A los 10
dfas de la siembra se llevd a cabo el raleo, dejando dos plantas por si-
tio. La fertilizacifn utilizada fue: 200 kg/ha de 10-30-10 aplicados a
los 12 dfas de la siembra y 60 kg/ha de nitrato de amonio a los 25 dias

después de la siembra.

A los 22 dias de la siembra, se hizo una nueva limpieza manual evi-

tando en lo posible la remocidn del suelo.

Para crear mejores condiciones para el desarrollo de la enfermedad

se instald un sistema de riego por aspersidn.



3.3.3.6 Variables que se midieron
Las variables evaluadas fueron:

~Severidad de la enfermedad, mediante el uso de una
escala de nueve grados (54) la cual mide el porcentaje de mancha en la

hoja.

~Incidencia de la parcela determinada como porcenta-

je de plantas enfermas en las hileras centrales.

~Incidencia en la planta determinada como porcenta-

je de hojas afectadas en la planta.

~Plantas muertas determinadas a intervalos de 15
A"

dias después de la inoculacidn.
-Produccién de grano (kg/ha) determinada al 11 por
ciento de humedad. La correccifn por humedad se hizo por la férmula:

100 - Humedad de campo
100 - Humedad deseada

Rendimiento parcela x

-Nimero de vainas por planta (promedio de 15 plan-

tas).

-Nimero de granos por vainas (promedio de 50 vainas)

-Manchas en vainas (50 vainas)

~Tamafo manchas en vainas.

~Peso de 100 granos.
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3.4 Andlisis estadistico

Los promedios de las muestras obtenidas tanto en invernadero como
en campo fueron analizados estadisticamente. Los datos de cada muestra

se encuentran en los Cuadros 4A a 12A.

A los datos de incidencia, se les aplicd la transformacidn angular

0 arcoseno y los valores originales de severidad y plantas muertas fue-

ron transformados a y= x+ 1e yﬂ\/ X respectivamente. Se les hizo

después el andlisis de varianza y prueba de Amplitud Miltiple de Duncan

(4, 33).

Ademds, se hizo una regresidém tomando las concentraciones de indcu-
lo como variables independientes y las caracteristicas de incidencia y
severidad observadas como variables dependientes vy una matriz de correla-

cidn con las variables estudiadas en invernadero ¥y campo.
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4, RESULTADOS

4.1 Tdentificacidn de leos aislamientos

Un total de doce aislamientos se obtgyieron del margen de lesiones
tipicas de mustia hilachosa en hojas de frijol de los cv "Turrialba-4',
'ICA-Pijao', 'R-27' y 'Vainica'. Los sintomas iniciales de la enfermedad
fueron pequefias manchas de apariencia acuosa, de forma irregular. Estas
manchas, a medida que crecian se tornaban café con un borde mds oscuro.
Estas lesiones parecian ser iniciadas por esclerocios y/o micelio del
honge. Sin embargo, el aislamiento No. 2 fue obtenido de lesiones carac-
teristicas de infeccidn por basidiosporas como lo ha descrito Echandi
(17). Todos los aislamientos obtenidos de hojas de frijol infectadas na-
turalmente fueron similares y tuvieron las caracteristicas del micelio de
R. s0lani, estado imperfecto de T. cucumeris (45, 59). UKEstas caracteris-
ticas incluyen el color del micelio, hialino al inicio que se torna café
a medida que madura, la ramificacidn de hifas en dngulo casi recto, la
presencia de una constriccion en la base de la ramificacidon y del aparato
septal cerca del punto de ramificacién, produceidn abundante de esclero-

cios a partir del centro del plato petri.

4.1.1 Tasa de crecimiento

Los doce aislamientos tuvieron una tasa de crecimiento rela-
tivamente répida que varid en promedio de 7,6 a 23,1 mm en 24 horas. El
aigslamiento de menor tasa de crecimiente fue el No, 12 encontrado en ho-
jas del cv 'R-27' infectadas en el campe, La Montafia, mientras que el de

mayor tasa de crecimiento fue el No. 7 aislado de hojas infectadas del



ev "ICA-Pijae'. Sin embargo, se observd que otro aislamiento del cv
'R-27" dio una tasa promedio de 21,1 mm en 24 horas. Esto sugiere que
dentro de un mismo campohay variacién dentro de los aislamientos de T.
cucumeris. Los demds aislamientos tu§ieron valores entre los dos extre-

mos (Cuadro 1).

4.1.2 Grupos de anastomosis

Los aislamientos tuﬁieron afinidad con los grupos de anasto-
mosis utilizados en el estudio y designados por Parmeter (46) y Bolkan
(8). De los doce aislamientos, tres fueron encontrados AG-1, cinco se
aparearon con AG-2, tres con AG-2,2 y un aislamiento tuvo afinidad a
AG-3. Ellos tuvieron caracteristicas de su grupe respectivo como descri-
to por Sherwood (50). Sin embargo, variaciones en color de micelio fue-—
ron observadas entre aislamientos de un mismo grupo. El tipo de reaccién

de anastomosis observada fue la fusidn de pared de micelio.

4.1.3 Agresividad de los aislamientos

En esta prueba, se utilizaron los aislamientos No. 7, 8 y 12
por tener tasa de crecimiento diferente. A partir de los resultados ob-
tenidos de la inoculacidén de hojas de frijol de dos cultivares con estos
aislamientos, se notd una evidente diferencia (P= 0,05) entre estos ais-
lamientos en cuanto al tamafio de lesiones producidas. En hojas del cv
"Talamanca® el aislamiento No. 7.expresd los sintomas de mustia, dando un
valor promedic de 6,7 de la escala de severidad, mientras que el No. 12
de menor tasa de crecimiento fue menos agresivo, expresando el valor de

3,7. El aislamiento No., 8 tuvo valor intermedic sobre este cultivar.
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Cuadro 1. Tasa de crecimiento, grupos de anastomosis y agresividad de

aislamientos de Thanatephonus cucumeris- Turrialba, 1986 .

. 1, 2
Aislamientos crgiiiiento Severidad o Grupos d?
N° Fuentes (mm/24 hr) Talamanca ICA-Pijao anastomosis
1 Turrialba-4 20,1 ab - - AG~1
2 Turrialba-4 19,2 abe - - AG-2
3 Turrialba-4 22,5 a - - -AGmZ
4 Vainica 19,0 abe - - AG-1
5 R-27 21,1 a - - AG-1
& Vainica 10,4 fg - - AG-3
7 ICA-Pijao 23,1 a 6,7 a 7,5 a AG~2
8 ICA-Pijao 16,3 bed 5,5 b 7,6 a AG-2
9 R-27 15,6 «cd . ~ - AG~2 2
10 ICA-Pijao 14,7 de - - AG-2,2
11 R-27 11,7 ef - - AG-2
12 R-27 7,6 g 3,7 c 5,5 b AG-2,2

Los promedios con una misma letra no expresan diferencias significativas
entre si segin la Prueba de Amplitud Miltiple de Duncan (P= 0,05)

1/ Severidad: 1, indica hojas sin sintomas
9, indica 80 - 100 por ciento de tejido infectado

2/ Prueba realizada en hojas de frijol.
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En el cv 'ICA Pijao', el aislamiento No. 7 no se diferencié del No. 8
en cuanto al tamano de lesiones producidas, dando valores de 7,5y 7,6,
respectivamente. Sin embargo, el aislamiento No. 12 sigue siendo el de

menor expresidn sobre el cv 'ICA-Pijao' (Cuadro 1).

En promedio, el aislamiento de mayor tasa de crecimiento causéd sin-
tomas severos en los diferentes cultivares de frijol, mientras que el
No. 12 de menor tasa, fue de baja expresidn. Los aislamientos de T. cucu-
meais de alta tasa de crecimiento causaron necrosis severa y répida sobre

las hojas de frijol. Las primeras lesiones fueron observadas entre 24 a

36 horas vy las hojas inoculadas fueron casi completamente afectadas en cin-
co dias. Las lesiones causadas por el aislamiento de baja tasa de creci-

miento fueron restringuidas.

4.2 Evaluacién de la resistencia en lnvernadero

4,2.1 Incidencia de mustia

La incidencia de mustia en los diferentes cultivares fue mis
alta a medida que se aumentaron las concentraciones de indcule, tanto con
micelio como con basidiosporas. La incidencia mds baja fue observada en

los cultivares a los que se aplicé el menor nivel de indculo utilizado.

En la inoculacidn con micelio, se nota el valor mds bajo de 28,5 por
ciento de incidencia para el cv”'Talamanca', en el grupo de menor inciden-
cia, y para el cv 'ICA-Pijao', 52,4 por ciento de incidencia, el mis alto
en el grupo de mayor incidencia cuando fueron inoculados a la concentracidn

de LOB propagulos de micelio/ml {prop/ml). La mds alta incidencia, 100 por



por ciento, en dichos cultivares se observé con la densidad de 105 prop /
ml. Esta tendenc%a creciente de la incidencia se notd en todos los culei-
vares y entre los niveles de indculo ain cuando hay variacién en respues-
ta de los cultivares dentro de una concentracién de indculo y sus valores
variaron dentro de esos extremos. Tados los cultivares registraron 100
por ciento de incidencia cuando se inoculd las plantas con la concentra-

¢idn de 10 3 prop /ml (Cuadro 2).

En promedio, estas cinco concentraciones de micelio {Cuadro 2) die-
ron valores respectivos de 40,38, 57,6, 72,6, 97,5 y 100 por ciento de in=~

cidencia que difirieron entre si y con el testigo sin inocular (P= 0,05).

En la inoculaci6n con basidiosporas, se observé la misma tendencia
de esta variable de incidencia al aumentar la densidad de basidiosporas,
$in embargo la incidencia fue menor en los cultivares inoculados. Al
igual que en la inoculacidn con micelio, la menor incidencia se cbtuvo
con el cv 'Talamanca', dando valores de 22 y 71 por ciente, respectivamen~

A
. 3 5 .

te, para las concentraciones de 107 y 10° basidiosporas/ml (bas/ml). La ma-
¥0r incidencia fue encontrada con el cv 'R~27’_que expresd valores de 36

. . . 3 5
y 90 por ciento cuando fue inoculado con las concentraciones de 10 y 10
bas/ml respectivamente. Valores intermedios entre €505 extremos fueron
encontrados para los demds cultivares y concentraciones de indculo (Cua-

dro 2).

Los promedios por concentracidn de basidiosporas fueron 28,0, 40,0,
49,6, 59,1 y 79,4 por ciento de incidencia que difirieron entre si y del

testigo sin sintomas de mustia.
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Comparando los resultados obtenidos para los dos tipos de indculo,
la inoculacidn con micelio resultd en mayor incidencia de mustia en los
diferentes cultivares, dando un promedio de 73,7. Este difiris signifi-
cativamente {(P= 0,05) de la inoculacién con basidiosporas con un promedio

de 49,5 por ciento.,

En lo que se refiere a los cultivares, se notd casi el mismo orden
de respuesta dentro de las diferentes concentraciones de indculo evalua~-
das tanto para micelio como para basidiosporas. Para esta variable, en
promedio, las diferencias debidas a los cultivares se reunen en tres gru-
pos: los cv 'Talamanca' y 'Porrillo-Sintético' con 63,7 y 70,8 por ciento
de incidencia, respectivamente, constituyeron el grupo de menor incidencia.
Sin embargo el cv 'Porrillo-Sintético' no se diferencié de los cv 'Porri-
1lo-70' y 'Turrialba-4' que presentaron, respectivamente, 74,6 y 71,9 por
ciento de incidencia en otra agrupacidén. En el grupo de mayor incidencia
se encontraron los cv 'ICA-Pijao' y 'R-27' que tuvieron promedios de 80,8

y 80,4 por ciento, respetivamente.

A excepcidn del cv 'R-27' , que tuvo un promedio de incidencia de
61,1 por ciento cuande se lo aplicd las distintas concentraciones de basi-
diosporas, se observd poca variacidn en los demids cultiﬁares. Sin embargo,
el ¢v 'Talamanca'’ se distinguid por ser el cultivar menos afectado
(P= 0,05) expresando un promedio de incidencia de 43,0 por ciento {Cuadro

2).

4.2.2 Sevyeridad de mustia

Esta variable se comportd de manera similar a lo que se ha ob-

servado para la incidencia en cuanto a los efectos de concentracidn de



inbculo. La mds alta expresifn de los sintomas de mustia fue notada cuan-
do los cultivares recibieron la mas alta concentracién evaluada en ambosg

tipos de indculo.

En lo referente a la concentracidn con micelio, para el nivel mis
. 3 ' ' - .
bajo de 10" prop/ml, el cv 'Talamanca' expresd en menor grado la severi-
dad con un promedio de 4,25, mientras que la expresidn mids alta de los
- 2 L. - l t r 5
sintomas de mustia se notd con el cv 'R-27' inoculado con 107 prop/ml que
dio un indice de 8,85. La tendencia de la severidad a aumentarse con las
concentraciones de micelio se observs en todos los cultivares y sus valo-

res variaron entre esos extremos (Cuadro 3).

Se encontrd el misme comportamiento a causar sintomas de las enferme-
dades en los diferentes cultivares con las concentraciones de basidiospo-
ras. Los Indices de severidad tuvieron una variacidn entre 3,90 para el

! o 3 =
cv 'Talamanca' inoculado con 10° bas/ml y el mids alto 8,55 para el cv

'R~27! con la inoculacién al nivel de }05 bas/ml.

En promedio, las concentraciones de micelio difirieron entre si y con
el testigo sin inocular. Los promedios respectivos para las distintas
concentraciones fueron 4,90, 5,95, 6,95, 7,80 v 8,30 en los diferentes
cultivares, mientras que la inoculacidén con basidiosporas expresd indices
promedias de 4,65, 5,55, 6,45, 7,40 v 8,25 que fueron diferentes del tes-

tigo (P= 0,05).

Al igual que los resultados obtenidos para la variable de incidencia,
los tipos de indculo se comportaron de manera distinta siendo mayor la

severidad de mustia cuando se inocularcon las plantas con micelio. La

39
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inoculacidn con micelie expres§ un promedio de 6,80 mientras que el indi-
ce promedic para la inbculacién con basidiosporas fue de 6,45. Las dife-
rencias observadas en cuanto a las concentraciones de indculo fueron sig-

nificativas (P= 0,05) (Cuadro 3).

Con relacién a los cultivares inoculados con micelio, el orden ascen-
dente para dicha variable fue: el cv 'Talamanca' con un promedio de 6,25
luege siguen los cv 'Porrillo-70' y 'Porrillo-Sintético' que presentaron
valores iguales de 6,50 en la escala. El cv 'Turrialba-4', de reaccién
intermedia, presentd un grado de severidad promedio de 6,85 mient}as que
los cultivares més afectados fueron 'ICA-Pijao' y 'R-27' dando promedios
de 7,40 y 7,45, respectivamente. Cabe destacar que los cultivares se or-
denaron de manera casi similar en cuanto a su grado de severidad cuando
se les inoculd con basidiosporas. Los cv 'ICA-Pijao' y 'R-27' fueron el
grupo de mayor severidad con grados de 6,85 v 6,95 respectivamente. En
otro grupo, de menor severidad, se encontraron los cv 'Talamanca', 'Porri-
llo-Sintético’ v 'Porrillo-70' con 5,95,.6,30 y 6,20, respectivamente,
mientras que a su vez los cv 'Porrillo-70' y 'Porrillo-Sintétice' no di-
firieron del cv 'Turrialba-4' de reaccién intermedia con 6,45, Las dife-

rencias entre los grupos fueron significatives (P= 0,05) (Cuadro 3).

La variacifin observada entre los cultivares se disminuyd conforme
se aumentaron las densidades de indculo, tante para micelio como para

basidiosporas.
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4.2.3 Interaccidn entre cultivares y concentraciones de indculo

De la interaccidén cultivar x concentracidén de indculo cabe
destacar que consistentemente y para cualquiera de los cultivares evalua-
dos se presentaron mayor incidencia y severidad con el nivel mis alto de

indculo.

En la inoculacidén con el nivel de 103 prop/mly bas/ml, se observd una
gran variacién en respuesta de los cultivares‘en cuante a incidencia y
severidad de mustia. Para la incidencia, el cv 'ICA-Pijao', inoculado
con micelio, sobresalid por expresar mayormente esta variable, 52 por
ciento de incidencia, mientras que el cv 'R-27' presentd mayor incidencia
en el grupo inoculado con basidiosporas a este nivel. En ambos tipos de
indculo, el c¢v 'Talamanca' presant§ menor incidencia con 29 y 22 por cien-

to, respectivamente. Los demis cultivares tuvieron valores intermedios de

los ya mencionados (Figura 3).

Con respecto a la severidad a esge nivel de indcule, todos los cul-
tivares fueron de reaccidn intermedia a la mustia por presentar valores
que variaron de 4,25 a 5,90 en la escala, respectivamente para los cv
'"Talamanca' e 'ICA-Pijao' inoculados con micelio, y de 3,90 a 5,20 para

estos mismes cultivares inoculados con bagidiosporas.

Como en el caso anterior, a la densidad de ingculo de 5 x 103 prop/
mly bas/ml, se notd aln la variacidn bien marcada en la respuesta de los
cultivares. Este ordenamientcﬁcreciente de los cultivares se hizo con
base en su expresidon de los sintomas de dicha enfermedad. los cv
'R-27" e 'ICA-Pijao!, inoculados con micelio, presentaron la mayor inci-

dencia con 66 por ciento de sus hojas infectadas. Sin embargo, el cv
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'Porrillo-70' no difirié de estos dos primeros con 64 por ciento de in-
cidencia. Los cv "Turrialba-4' y 'Porrillo-Sintético! constituyeron un
grupo intermedio dentro de los seis cultivares mientras que el cv 'Tala-

manca' fue de menor incidencia con 37 por ciente de incidencia (Figura

4.

En esta misma figura, se observa que a excepcidn del cv 'R-27' que
mostrd 54 por ciento de incidencia al ser inoculado con 5 x 103 bas/ml,
la variacidn entre los demds cultivares fue poco marcada. Sin embarge el
cv 'Talamanca' fue el menos afectado con 30 por ciento de sus hofas mos-

trando manchas de mustia.

En lo que refiere a severidad, se puede notar la diferencia bien de-
finida entre los cultivares. El cv 'R-27' presentd los sintomas de la en-
termedad tomando valores de 6,75 y 6,15 cuando fue inoculado con micelio y
basidiosporas respectivamente, mientras que los sintomas fueron menos seve-—
ros en el cv 'Talamanca’ que dio, respectivamente, 5,15 y 4,95 en ambos ti-

pos de indculo (Figura 4).

El limite de variacidn entre los cultivares en cuanto a su respues—

ta a la incidencia y severidad de mustia fue mds alto cuando se inccula-
; . . . . 4

ron los cultivares con micelio y basidiosporas a la concentracién de 10
prop/ml. Tanto para micelio como para basidiosporas, el cultivar de ma-
yor incidencia, 'R-27', die respectivamente 87 y 59,7 por ciento, mien-
tras que el ecv 'Talamanca', de menor incidencia, tuve 53,8 y 39 por ciento

en los dos tipos de indculo, respectivamente. Los demds cultivares tu-—

vieron valores que variaron entre esos extremos (Figura 5).

44
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En cuanto a la severidad, en ambos tipos de indculo, les cv 'R-27!

e "ICA-Piajo' expresaron reacciones de susceptibilidad con valores de 7,90

y 7,40, respectivamente, cuando se inocularon con micelio, mientras que
ios indices de severidad en estos cultivares fueron 7,10 y 7,00 para la
. : - ‘s - . 4
inoculacién con basidiosporas. A un nivel de indculo de 10 prop/ml,
bas/ml, las manchas fueron bien desarrolladas cubriendo en algunos casos,
mis del 60 por ciento de la hoja. Los otros cultivares presentaron una
reaccion intermedia en cuanteo a su respuesta a la severidad de mustia,
sin embargo, las manchas en las hojas fueron mds grandes que en los casos
. . . 3 3 .
anteriores donde se les inoculd con 107 y 5 x 107 prop/ml. Cabe mencio-
nar, como se observa en la Figura 5, que 'Talamancd fue el cultivar que
menor severidad presentd dando valores de 6,20 y 5,80, respectivamente,

para inoculaciones con micelio y con basidiosporas.

A medida que van aumentande las concentraciones de indculo, los cul-
tivares tienden a comportarse de manera gsimilar en su respuesta especial-~
mente para la variable de severidad. Al nivel de 5 x 104 prop/ml, todos
los cultivares tuvieron la mids alta expresiodn de la incidencia variando
de 93 por ciento para el cv 'Porrillo-70' a 100 por ciento para el cv
'ICA-Pijao'. Esta variable tuvo menor expresidn en cultivares inoculados
con 5 x 10é bas/ml pero la variacidn no fue muy grande. La més alta inci-
dencia, la expresd el cv 'R-27' con 66,3 por ciento y el cv 'Talamanca’

de menor incidencia con 53,0 por ciento (Figura 6).

. p . . b
En cuaznto a los sintomas de mustia a la concentracidn de 5 x 10

prop/ml, bas/ml, los cultivares se revelaron susceptibles, siende mayores

las manchas en el cv 'R-27' (Figura 6).
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La mds alta expresidn de la enfermedad en los distintos cultivares
« .. 5
se obsarvd con la concentracién de 107 prop/ml, bas/ml. Todos los culti-
vares inoculados con micelio presentaron 100 por ciento de incidencia,
mientras que en la inoculacidén con basidiosporas, el cv 'R-27' fue con el
mayor nimero de hojas afectadas expresando 90 por ciento de incidencia y

el cv 'Talamanca' de incidencia mds baja con 7] por ciento {(Figura 7).

A esta concentracién, tanto con micelio como basidiosporas se regis-
traron lesiones que cubrieron m&s del 80 por ciento de la hoja. Se notd
el grado mds alto de severidad con el cv 'R-27' que dio un indice de
8,85 y para el cv 'Talamanca' se obtuvo 8,10, para micelio y basidiospo-
ras {Figura 7). Cabe destacar gque los sintomas fueron los mis severos a
este nivel de indeculo y en la mayoria de los casos los tallos fueron tam—

hien infectados.

Se determind la correlacién entre las concentraciones de indculo vy
las variables de incidencia y severidad. Se observé una correlacidn posi-
tiva altamente significativa (r= 0,77) entre concentracidn e incidencia

mientras que la correlacién fue de 0,92 entre severidad de mustia y densi-

dad de indculo {Cuadro 14A).

4.2.4 Efecto de tipos de indculo

A los datos generados a partir del andlisis de las caracteris-
ticas de incidencia y severidad observadas (Cuadro 13A), se tratd de ajus-
tar un modelo de regresion lineal simple vy cuadrdtico tomando las con-

centraciones de indculo como variable independiente. £l modelo lineal
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dio coeficiente de determinacidn de 90,0y 80,0 porciento inferior al del
cuadrdtico (93,7 por ciente), respectivamente para las variables de inci-
dencia y severidad. Sin embarge, en ningln caso, la incidencia y severi-

dad disminuyeron cen los niveles crecientes de indculo probados.

La inoculacifn con micelio dio mayor niimerc de hojas afectadas en
las plantas de los diferentes cultivares. Una tendencia lineal se notd
entre incidencia de mustia y concentraciones de micelio hasta el nivel

4 . s .
de 10 prop/ml. Arriba de esta concentracién de indculo, el aumento
en incidencia, en promedio, en los cultivares fue poco marcado. Un com—
portamiento similar se observd entre incidencia y concentraciones de ba-

sidiosporas sin embargo al nivel de 165 bas/ml, la incidencia Ffue mayor

en todos los cultivares (Figura 8).

También se notd mayor grado de severidad en cultivares inoculados
con micelic. La severidad en los cultivares, en promedio, tuvo un com-
. . b , o
portamiento lineal hasta el nivel de 10 prop/ml en ambos tipos de ind-

culo (Figura 8).

4.3 Evaluacién de la resistencia en campo

Los resultados del andlisis de incidencia, severidad, plantas muer-—
tas y los componentes de rendimiento muestran diferencias entre cultiva-

res v concentracicones de indculo (P= 0,01) (Cuadros 15A y 18A).
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4.3.1 Incidencia en parcelas y severidad de mustia

En promedio, los cultivares difirieron en el niimero de plan-
tas afectadas por parcela. Esto sugiere que en algunas parcelas las plan-—
tas escapen a la inoculacidn. Los cv ‘Talamanca' y 'Porrillo-Sintétice’
fueron los cultivares que presentaron en menor grado la incidencia de mus-
tia con porcentajes de 15,75 y 19,25 por ciento, respectivamente. Las
parcelas de los cv 'Turrialba-4' y 'R-27' fueron las mas afectadas con
52,25 y 59,50 por ciento de plantas enfermas, respectivamenfe, mientras
que los cv 'Porrillo-70' e 'ICA-Pijao' formaron un grupo de incidencia

intermedia (Cuadre 16A).

Con respecto a la severidad registrada en campc en los diferentes
cultivares, 'Talamanca' y 'Porrillo-Sintético'’ dieron en promedic, valo-
. res mds bajos con 4,80 y 4,65, respectivamente. Sin embargo, el cv 'Po-
rriillo-70" con un promedio de severidad de 5,25 no difiere del cv 'Tala-
manca'. Los tv 'ICA-Pijao' y ‘Turrialba-4' forman un grupo de reaccidn
intermedia vy el 'R-27' con un promedio de 7,60 expresé sintomas severos

de mustia (Cuadro 16A). 'Estas diferencias fueron significativas (P= 0,05).

En lo que se refiere a las interacciones entre cultivares y concen-
. .y . 3 - s ;
traciones de inéculo, el nivel de 107 prop/ml causé mayor incidencia y
las parcelas del cv 'R-27' fueron las mds afectadas. Todas las concen~
traciones difirieron del testigo sin inocular (P= 0,05). Sin embargo,
3

las densidades de indculo de 107 y EO4 prop/ml, a excepcidn de las parce-

las del ev 'Turrialba-4', causaron efecto igual de incidencia en las par-

celas de los otros cultivares (Figufa 9).
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La severidad en los diferentes cultiﬁares aumenta con las concen-—
traciones de infculo. Be obserﬁé‘sintomas severos cuando a los cultiva-
res se les aplicd 105 prop/ml. EI cv 'R=27" presentd reaccion de suscep-~
tibilidad, inoculado con la concentraciéon de 103 prop/ml, La severidad
fue de 7,60. Los cv 'Turrialba-4' e '"ICA-Pijao' se comportaron como sus-
ceptibles cuando se inocularon a la densidad de 104 prop/ml y expresaron
respectivamente, valores de 7,0 y 7,2. Hasta la concentracién de 10
prop/ml, la mds alta utilizada, los cv 'Talamanca', 'Porrillo-70" y 'Po-
rrillo-Sintético! conservaron su reaccidn intermedia con 6,553, 6,50 y 6,20,
respectivamente (Figura 10). También se observa en esta misma Eigﬁfa que
todas las concentraciones probadas difirieron del testigo y a excepcidn
del cv 'Talamanca', el nivel de 103 prop/ml no difirid del 104 prop/ml

que a su vez dio respuesta igual a la concentracidn de lO5 prop/ml en to-

dos los cultivares en cuanto a severidad de mustia (P= 0,05).

4.3.2 Incidencia en la planta y plantas muertas por mustia

Los cultivares se comportaron de manera distinta en su expre-
sidén de incidencia. Las plantas del cv 'R-27' fueron las mads afectadas.
La incidencia promedio en las plantas de dicho cultivar fue de 50,75 por
ciento mientras que los menos afectades fueron los cv 'Porrillio~Sintéti-
co' y 'Talamanca' dando promedios de incidencia de 16,50 y 19,25 por cien-
to, respectivamente. En un grupo de reaccidn intermedia, se encontraron
los cv 'Porrillo-70', 'ICA-Pijao' y ‘Turrialba-4' (Cuadro 174, Figura 11).

lLas diferencias observadas fueron significativas a nivel (P= 0,05).

Las tres concentraciones de micelio evaluadas en campo afectaron de

manera creciente la incidencia de mustia en las plantas de los diferentes
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cultivares. Sin embargo, el nivel de 105 prop/ml fue el que causd mayor
dano, especialmente en el cv 'R-27' con 70 por ciento de la planta afec-

tada por la mustia (Figura 11).

El nGmero de plantas muertas varia en los diferentes cultivares.
En promedio y en cuanto a diferencias obserﬁadas para esta variable, los
cultivares se agrupan en tres; en un grupo de menor niimero de plantas
muertas estdn los cv 'Talamanca', 'Porrillo-Sintético’ vy 'Porrillo-70'.
Los cv 'Turrialba-4' e 'ICA-Pijao' no difirieron entre si en un grupo in-
termedio de plantas muertas por mustia mientras que el cv 'R-27' resultd
en mayor nimerc de plantas muertas. Estos resultados expresaron sus di-

ferencias a nivel de significancia (P= 0,05) (Cuadro 174, Figura 12)}.

En lo referente a las interacciones entre cultivares y concentracio-
nes de micelio, la densidad de indculo de 105 prop/ml dio mayor nimero de
plantas muertas en todos los cultivares y el 'R-27' tuvo valor mds grande
de 3,40. Todas las concentraciones evaluadas difirieron del testigo sin
inocular. Sin embargo, a excepcidn del cv 'Porrillo-~70', los niveles de
lO4 prop/ml v 105 prop/ml expresaron resultados similares en todos los

demis cultivares (Figura 12).

4.3.3 Efecto de las concéntraciones de indculo sobre los componen-

tes de reéendimiento

a) Rendimiento y vainas por planta.

En los respectives cultivares evaluados se observé la ten-

dencia del rendimiente a disminuir con niveles crecientes de indculo. En
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-

todos los cultivares, el rendimiento mas bajo se obtuvo con el nivel de

5 ) :
107 prop/ml y el cv 'R-27' rindié a este nivel 679 kg/ha, el mds bajo ob-
tenide. El cultivar de mayor rendimiento fue el 'Porrille-70' en el cual

la parcela testigo sin inocular dio 2.024 kg/ha (Figura 13).

En cuanto a los promedios obtenides por cultivar, 'Porrillo-70' con
1.664 kg/ha no difiere de los cv 'Talamanca', 'Porrillo-Sintético' e 'ICA-
Pijao'. El grupo de menor rendimiento fue comstituido por los cv 'Turrial-
ba-4' y 'R-27' que dieron en promedio 1.237 y 942 kg/ha, respectivamente.
$in embargo, cabe destacar que los resultados obtenidos para el cv 'Turrial-
ba~4' no fueron diferentes (P= 0,05) de los observados para los cv "Tala=-

manca', 'Porrillo-Sintético' e 'ICA-Pijao' (Cuadro 19A).

Para la variable vainas por planta, a excepcidn del cv 'R-27' que
presentd un promedic de 3,8 wvainas por planta, la variacién entre los de-
mds cultivares fue poco marcada (Cuadro !9A). Sin embargo, se destacd la
tendencia de esta variable a bajar a medida que se aumentaron las concen-—
traciones de indculo. El nimero mids alto de vainas por planta lo obtuvo
el cv 'Porriilo-70' que presentd un promedio de 13,30 vainas por planta
en la parcela testigo mientras que el cv 'R-27', inoculado con 10° prop/ml

dio 4,90 vainas por planta, valor mids bajo obtenido (Figura 14).
b) Peso de 100 semillas y granos por vaina

Las diferencias en respuesta de los cultivares en cuan-
to a la variazble de peso de 100 semillas les clasifican en cuatro grupos:
el cv 'Turrialba-4' dio un promedic de 16,3 g, que es el menor peso de 100
semillas obtenido. Los cv 'Talamanca', 'Porrillo-Sintético' e 'ICA-Pijao’

se agruparon cou promedios de 18,8, 19,3 y 19,46 g, respectivamente.
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El cv 'Porrillo-70"' mostr5 un promedio de 21,1 g vy 'R-27' fue el -cultivar
con mayor peso de 100 semillas por su promedio de 42,2 g (Cuadro 4). Es-

tas diferencias fueron significativas (P= 0,05).

En lo que respecta a las concentraciones de indculo el nivel de 105
prop/ml dio un promedio de 22,3 g para esta variable gque fue menor de
los resultados obtenidos para las densidades de indculo de 103 y 104 prop/

mo y el testigo.

En el Cuadreo 4, también se nota el comportamiento de la variable
granos por vailna a disminuir con las diferentes concentraciones de indcu-—
lo. En promedio, a excepcidn del cv 'R~27' que presentd um némero bajo,
4,45 granos por vaina, hubo poca variacidn entre los promedios de los de-

- . , 4 5
mas cultivares. Los tratamientos de 10 y 10 prop/ml no se difirieron
entre si que a su vez fueron significativamente diferentes del lO3 prop/ml
y del testigo (P= 0,05) en cuanto a su efecto sobre el nimero de granos

por vaina de los distintos cultivares,

c) Nimero de vainas con manchas y tamafic de manchas de

mustia.

El nimero de vainas con manchas se mostrd afectado por
los crecientes niveles de infculo. En muestra de 50 vainas, el nivel de
lO5 prop/ml dio mayor nimero de vainas afectadas en todos los cultivares y
el cv 'R-27' sobresalif con 23 vainas afectadas, valor mis alto a esta con-
centracién de infculo. Las parcelas testige resultaron con menor nimero de
vainas afectadas y el cv 'Porrillo-Sintético' obtuvo el promedio mis bajo,

4,75 vainas con manchas de mustia (Figura 15).

63



64

(500 =d)
ueoung ap 2TdIITNY pnITiduy ap BQanag ey unfes satendt 2JUBWEDTISIPEISS UOS BAS] FUWSTW EBUN UOD s2I0TEA 507 \%

3425 2 Zws a9 1L°¢ ® 86°c Al9)

q 9z7°ez B £7°CT ® €627 LA A ¥4 001°d
So1pswolg
g9 Sy'y B 97Ty v6 ‘¢ $con 12°y T9°h 79 h 66° 1% z0°‘s 98°1% (7-4
R VA > ov'el §¢°g £8°81 8% ‘g 16T 1L°6 L9971 60°9 86°61 olerg-vor
B 96°C p €591 £5°g g8z 91 06°s 1291 80°9 79°91 v€9 0011 y-BqTEIIARg
2 48°g a £1°12 66 ‘S 780z 79°¢ zef1e 00°g So°12 91°9 sz 0/-07TTa104
e 6g‘g 2 %E£°61 ch'g L6°8T 69°s £5°6T 009 1%°61 929 ¢¢.mm. "IUTS-OTTTa104
® GG > 4891 VI zz's1 L§°¢ 09°g7 ¥g°g 58°81 50°9 69°6T BOURPWETR]

89 (B)oo1°d 2/9  (3oora £/9 _(8)001°'4d a/9 (3 oo1°4 A/9 (30014
/T oTpawcig moH qoﬂ 01 o8tisag,

SIABRATINY

TW/OTT20TW 3ap SIUCTIRIIUDDIUOY

‘9861 ‘AILVD
‘euejuoy e -ssuororaed3a ocizeno 3P OTIPaWod * FIYUMTTI) qﬁ#odﬂ&ﬂdﬁd&h 9P OiT33TW 2P SOUOTITIIUIDNOD SIIZ

10D sgpeynoout folTiF IPp SIILATITND SI8S UL (A/9) eutea xod souead £ owead us (001°d) soueid pg1 @p 0sdd -y oipeny



65

‘9861 'Irivy "bupjuoy
D7 "s8u0i3148d3y 4 ap opawosy 01}32w ap $OUOQIIDIUBINOI £ V03 SsopDINIoUl Jofiuy ap sau

"DAI4INI 9 U§ SisewnINy snJoydeybuny) Jod pposapy ‘orysow ap SDYIUDW U0 SDUIDA 3p ou3wny §; punbiy

LYt e U vODMid-Y Il 0L -WIOg—mt  UDUDIDI—y  UIS WOg—

0L, 0000 0 g0k, 0LL08 0 GOk 0 0L 0 G0k, 0000 0 GOt gD 0k 0 GOkyOLLOL 0 ,
¢ul '-o U.CU ‘-IU - |
-9
) . . . ) <
.. .- - . -6 2
- SN B g 5 =
... ... .u. = -] u..lu h.r“ lNh ~
. w .. ... B W
... I ”.. .”..r..L Imh W
— WIS
W
. N
. - 7
o - 42
4
- o€




En promedio, los cv 'Porrillo-Sintético', '"Talamanca' y 'Porrillo-70'

expresaron menor ndmero de vainas manchadas. En otro grupo intermedio se
encuentran los cv 'ICA-Pijao' y "Turrialba-4' mientras que 'R-27' fue el

cultivar con mayor vainas afectadas por la enfermedad (Cuadro 204).

Las lesiones de mustia en las vainas fueron mids severas conforme se
aumentaron las concentraciones de indculo. Los sintomas observados en
las vainas fueron pequefias manchas de color café, de forma irregular.
Estas manchas fueron mds grandes cuando los cultivares recibieron el nivel

- .- . . - 5

mis alto de indculo (Figura 16). A la concentracidn de 107 prop/ml,-el
cv 'R-27', con vainas mds afectadas, presentd 27 por cientc de su vaina
con sintomas de mustia mientras que en las parcelas testigo, especialmente

para el cv 'Porrillo-7( senotaron lesiones muy pequemias sobre las vainas.

Considerando los promedios obtenidos, las vainas de los cv 'ICA-
Pijao' y 'R-27' fueron las mds afectadas, con wanchas de mustia de 16,25
y 18,44 por ciento sobre la vaina, respectivamente. EL cv 'Porrillo-70'
presentd manchas que cubrieron en promedio nueve por ciento de la vaina y
los cv 'Talamanca', 'Porrillo~Sintétice' y 'Turrialba-4' presentaron valo-
res intermedios de 13,56, 11,37 v 14,31 por ciento, respectivamente

{Cuadro 204).

Se observd correlaciones positivas altamente significativas entre
las concentraciones de indculo y las caracteristicas de incidencias
(r= 0,50), severidad (r= 0,65), plantas muertas {(r= 0,50}, vainas con man-
chas (r= 0,63) vy tamafic de manchas por ﬁaina (xr= 0,73). Las correlaciones

fueron negativas y altamente significativas entre los tratamientos de
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in6culo y las variables de rendimiento (r= -0,58), vainas por planta

{r= -0,42) y granos por vaina con r= -0,4] (Cuadro 21A).

4.4  Relacidn invernadero -~ campo

4

Se compard los tres niveles de indculo 103, 10" vy 105 prop/ml de

micelio de T. cucumerid, evaluados en campo vy en invernadero.

a} Incidencia de mustia en las plantas

Los cultivares se ordenaron de manera casi similar en respuesta
a las concentraciones de indculo en ambos lugares. Sin embargo, la inci-
dencia en las plantas de los diferentes cultivares inoculados fue mayor en

invernadero que en campo.

En cuanto a los efectos de los tratamientos de indculo, la densidad
de 105 prop/ml dio 100 por ciento de incidencia en todos los cultivares
inoculados en invernadero mientras que en campo, la incidencia mds alta a
esta dosis de infculo fue de 70 por ciento, ﬁalor observado para el cv
'R-27'. La concentracidn de 103 prop/ml causd menor incidencia en todos
los cultivares. En invernadero como en campo, se observd una gran varia-
cifén entre cultivares inoculados con IO3 prop/ml. Los valores varian de
28,5 por ciento para el cv 'Talamanca' a 52,4 por ciento para el cv 'ICA-
Pijao' en invernadero, mientras que en campo, la menor incidencia, la tuvo
el cv 'Porrillo-Sintético' con 15 por ciento y el valor mis grande 50 por
ciento a esta densidad de IO3 prop/ml lo expresd el cv 'R-27'. 8in embargo,
cabe destacar que el cv 'R~27' presentd un porcentaje igual de hojas infec-

. 3
tadas en invernadero como en campo al nivel de 10° prop/ml. Se encontraron



valores intermedios de incidencia con la inoculacidn de las plantas a la

densidad de 10& prop/ml en ambos lugares (Figura 17).

En el invernadero, las concentraciones de 103, 104 y 105 prop/ml
causaron en promedio 41, 73 y 100 por ciento de incidencia, respectivamen-—
te, en los diferentes cultivares mientras, que en campo los promedios res-

pectivos fueron 25, 32 y 42 por ciento (Cuadros 2 y 17A).

b) Severidad de mustia

Tanto en invernadero como en campo se notaron sintomas mis se-—

veros a medida que se aumentaron las concentraciones de indculo. Todos
. , . ; 5

los cultivares inoculados en invernadero con la dosis de 10 prop/ml se
mostraron susceptibles expresando valores en la escala de severidad que
varian de 8,25 a 8,85, respectivamente, para los cv 'Porrillo-70° y 'R-27.
En campo, esta reaccidn de susceptibilidad a este nivel de inéculo se pre-
sentS para los cv 'Turrialba-4', 'ICA-Pijao' y 'R-27' y los indices fueron

7,90, 8,00 y 8,70, respectivamente (Figura 18).

Al nivel de lO4 prop/ml, se notd también reaccidn de susceptibilidad
en invernadero para los cv 'ICA-Pijao' y 'R-27' con valores de 7,40 y 7,90
respectivamente mientras que en campo, tres cultivares: "Turrialba-4"',
'ICA~Pijao' vy 'R-27' presentaron sintomas de mustia con reaccién de suscep-
tibilidad. En cuanto a la dosis mis baja de 103 prop/ml, a excepcidn del
cv 'R-27' que tuvo un indice de severidad de 7,60 cuando fue inoculado en
campo, todos los cultivares presentaron reaccién intermedia en su respues-
ta a la severidad de mustia tanto en campo como en invernadero. Sin

embargo, esta dosis de 103 prop/ml afectd en mayor grado los
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cultivares inoculados en campo (Figura 18).

En promedio, se encontraron indices de severidad de 5,75, 6,60 y
7,30 en los cultivares inoculados en campo mientras que en invernadero
los promedios fueron 4,90, 6,95 y 8,50 con las concentraciones de 103,

l()4 y 105 prop/ml, respectivamente (Cuadro 3 y 16A).



5. DISCUSION

5.1 Evaluacidn de la resistencia a mustia hilachosa

a) Efecto de concentraciones de indculo.

La inoculacién de partes aéreas de plantas de frijol con dife-
rentes concentraciones de indculo de T. cucumeris no ha sido indicada an-
teriormente, por lo tanto, no es conecido la respuesta de cultivares con

diferentes grados de susceptibilidad a niveles crecientes de indculo.

Los resultados obtenidos en este experimento muestran diferencias
en el comportamiento de los cultivares con respecto a los niveles de ind-
culo evaluados. La efectividad de este método se reflejé en altos por-
centajes de incidencia y severidad a medida que se aumentaron las con-
centraciones de indculo. En promedio, incidencia y severidad de mustia
fueron asociadas linealmente con las concentraciones de indculoc. En cul-
. t . r " s -a “
tivares como Porrlllo—Yd, Porrillo-Sintétice v Talamancd, el incremento
en niveles de indculo resultd marcadamente en un incremento de severidad.
P ] I | ' 1 N 5 ll'
Sin embargo., para los c¢v 'ICA~Pijao' v 'R-27% al nivel de 10 prop/ml, los
tejidos fueron infectados casi por completo v el incremento posterior de
indculo resultd en un aumento relativamente pequefio en severidad e inci-
dercia de la enfermedad. El progreso de la enfermedad fue muy rapido a
. = 5 - L s .
la concentracién de 107 prop/ml y se notd poca variacién en la reaccidn

de los cultivares.

Al igual de lo observado, en condiciones de ocurrencia natural de
sustia, se encontrd que incidencia y severidad fueron mds altas en un

campo conr un nidmero relativamente grande de propdgulos de T. cucumeris
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por gramo de suelo y la severidad Fue pas baja en otro campo que ha es-

tado en rotacidn con gramineas y pastos (24).

Uno de los objetivos de este estudio consistid en determinar el ni-
vel de indculo adecuado en un programa de mejoramiento de frijol por re-
sistencia a mustia. Considerando los resultados obtenidos, tanto para
incidencia como para severidad, este método de evaluar resistencia a
mustia utilizando concentraciones crecientes de indculo de T. CUCUMEALS
permite separar cultivares con diferentes grados de susceptibilidad. La

. b4 . . = .
concentracidén de 10 prop/ml permite mejor esta separacidn, lo que.sugie-

Ye su importancia en un programa de mejoramiento por resistencia.

La mustia de frijol ha contribuido a grandes pérdidas de rendimiento
durante la estacidn lluviosa, &poca de mayor produccibn y diseminacidn
del indculo del hongo, y su ocurrencia en proporcicones epidémicas (59).
En nuestro estudio, adn cuando el rendimiento varia de un cultivar a otro
como resultado de su potencial genético respectivo, consistentemente el

rendimiento mds bajo se obtuvo con la densidad mis altra de indculo.

Se ha observado anteriormente (24) que el rendimiento del cv '"Porri-
110-70" fue casi nulo en campo con alto nivel de indeulo de T. cucumeris,
sin embargo la infeccidn de las plantas ocurrié 14 dias después de la
siembra y condiciones de alta precipitacidn (500 mm/mes) favorecieron el
desarrollo de la enfermedad. Estos resultados difieren de los obteni-
dos en esta investigacidn pues no se notd pérdidas totales adn al nivel
mas alto de indculo probado. Esto pudo haber ocurrido debido a que los

cultivares fueron inoculados en campo a los 35 dias, y que las condiciones

climaticas, especialmente la humedad, no fueron completamente favorables
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para el desarrollo de la enfermedad.

Los componentes de rendimiento fueron bastante afectados y parece
que la alta incidencia y severidad correlacionadas con las concentra-
ciones de indculo fueron aparentemente responsables. Resultados simila-
res fueron observados por Weber (59) sobre plantas de frijol lima en cam-
po de alto potencial de infcule y las condiciones favorables a la disemi-

nacién del patdgeno y desarrollo de la eufermedad.

b) Efecto del tipo de indculo

En trabajos anteriores (17, 59) se ha demostrado la infectivi-
dad y la habilidad de esclerocios, fragmentos de micelio y basidiosporas
& inducir los sintomas tipicos de mustia hilechosa en frijol. También se
informé (24} que la produccién de basidiosporas es importante en la dise-
minacién del hongo a largas distancias y en el intercambio de material
genético entre diferentes aislamientos del hongo que resultz en la produc-

cidn de nuevos tipos con una variacién considerable en virulencia.

En este estudio, se notaron diferencias entre estas estructuras en
cuantoa la iniciacidn y desarrollo posterior .de mustia en cultivares de
frijol bajo condiciones de inoculacién en cdmara hiimeda. Los sintomas
observados en plantas inoculadas con micelio han sido indicados anterior-
mente (24, 59). Con basidiosporas, las lesiones observadas fueron nume-
rosas manchas sobre la superficie de l1a hoja, pequefias al inicio que coa-
lescen répidamente causande dafios severos en las plantas. Estos sintomas
fueron anteriormente observados por Echandi (17), sin embargo, el ndmero

de lesiones notado fue mucho menor. Estas diferencias pueden ser el
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resultado de métodos utilizados y condiciones especificas de los experi-
mentos. Echandi (17} utilizd gotas de una suspensidn de basidiosporas
que fueron colectadas en hojas de frijol mostrandeo un himenio bien desa-
rrollado mientras que en este  estudio una base alimenticia previa a
la produccidén de basidiosporas pudo haber tenido un papel en cuanto a la

severidad que causé este aislamiento en plantas de diferentes cultivares

(3).

Come en este trabajo, en Colombia, se encontrd que cultivares de
frijol tuvieron reacciédn distinta en campo con respecto a la incidencia
y severidad de la enfermedad, segin que la fuente de indculo inicial sea

basidiospora o micelio (l4).

El mayvor efecto debido a la inoculacidn con micelio podria ser ex-
plicado por el procesco de penetracidn del hospedante por ambas estructu-
ras, condiciones de humedad y temperatura en la cdmara siendo favorables
(20). La infeccifn por basidiosporas occurre después del establecimien-
to de hifas sobre el tejido. Otra explicacidn seria que el indculo de
basidiosporas no tiene el mismo potencial que el micelio, o sea la ener-

gia para colonizar un sustrato.

Por las razones mencionadas, se considera que el método de inocula-
cién con micelio, ademés de su simplicidad, es confiable en programas que

tengan como objetives la blsqueda de resistencia T. cucumesris,

¢} Relacidn campe - invernadero

Los resultados han demostrado que las diferencias ea reaccidn a

76

la enfermedad ocurrieron entre cultivares tanto en campo como en invernadero.



Sin embargo, la efectividad de las inoculaciones en invernadero, en ci-
maras himedas, se reflejd en altos porcentajes de incidencia y severidad

que permitieron determinar los niveles de resistencia al hongo.

El ataque de mustia fue mis intenso en cultivares inoculades en in-
vernadero. Observaciones similares fueron hechas por Sidnchez (49) que
concluyd que las condiciones en este sitio fueron mis favorables para el
desarrollo de la enfermedad. La inoculacidn en invernadero, utilizando
cdmaras hilmedas, permitié reproducir y controlar la condicién de alta
humedad indispensable para la germinacién y penetracidn del hongo y ase-
gura la presencia de una pelicula de agua libre sobre el follaje necesa-

rio para la formacién del tubo germinal.

Varios autores (17, 24, 59) han encontrado que la presencia de una
pelicula de agua es determinante en el proceso de germinacidén y penetra-
cién de hifas del hongo. La humedad es tambidn indispensable para la pe-
netracién, dado que las hifas del hongo son muy susceptibles a la dese~
cacién, lo que puede causar su muerte (20). Esto explica la diferencia
en incidencia observada en el invernadero y el campo, donde fluctuaciones
climdticas diarias impiden que la humedad relativa alta, sea suficiente-

mente prolongada para la germinacién y penetracidn del hongo.

En el desarrollo de este trabajo, ademis de las condiciones de hume-
dad, las observaciones efectuadas indican que la temperatura, fue deter-—
minante en el desarrolle de la enfermedad. El promedio de temperatura
fue mds elevado en invernadero. Condiciones de alta temperatura, suscep-
tibilidad del hospedero y la capacidad de los aislamientos a producir un

nimero grande de esclerocios en un tiempo corto fueron considerados como
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factores importantes para determinar incidencia y severidad de mustia

(24, 59).

Sin embargo, la mayor severidad observada en invernadero, especial-
mente para los niveles de 104 v 105 prop/ml, pudo haber ocurrido debido
a que las plantas crecieron menos vigorosamente y por lo tanto favorecie-
ron el desarrollo de los sintomas de la enfermedad. Por otro lado, en
campo se observé en algunas parcelas sintomas tipicos de infeccidn por
basidiosporas. El hecho de no haber sido posible evitar la contaminacién
entre las parcelas y las condicionéé de diseminacién en el campo podrian
explicar el mayor efecto de la concentracién de 103 prop/ml en campo, al

compararla con la del invernadero.
d) Comportamiento de los cultivares

Comparando la reaccidn de los cultivares, estos resultados de-
muestran que no existe uno, en los seis evaluados, que sea inmune a la
mustia, pero se notaron diferencias en susceptibilidad a bajo nivel de
indculo. Este hecho fue mencionado anteriormente por Sdnchez (49) quien
trabajé con cultivares de frijol de diferentes grados de susceptibilidad

en Costa Rica.

Los diferentes niveles de resistencia o de susceptibilidad obtenidos
en esta investigacidén y en otras observaciones en condiciones de ccurren-
cia de la enfermedad en campo (14, 24, 49) indican aparentemente la exis-
tencia en los cultivares de resistencia horizontal. Esta resistencia,
llamada también cuantitativa, se caracteriza por la presencia de genes
de resistencia que le confieren a la planta una proteccifin permanente

pere incompleta contra el hongo (57).
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De nuestra observacifn, an promedic, se calificd los cultivares en
dos grupos de reaccién a la enfermedad denominada en esta investigacidn:
resistencia intermedida y susceptible. Esta calificacidén se basa princi-
palmente en la severidad, dado que esto expresa mejor el danio que puede

causar el hongo a los cultivares (52).

Los cv 'Porrillo~70', ‘'Talamanca'’, 'Porrillo-Sintético' v 'Turrialba-
4" se calificaron como de resistencia intermedia por mostrar un Indice de
severidad menor que 7. Estos cultivares fueron previamente evaluados en
Costa Rica (14,22) y, al igual que en este trabajo, se les considerd con
cierta resistencia a T. cucumesris. Los del grupo 'Porrillo' fueron sefia-
lados anteriormente por poseer aparentemente genes de resistencia a la
enfermedad (24) y el cv "Talamanca' entrd como testigo resistente en va-
rios estudios de evaluacidon de germoplasma llevados a cabo en Costa Rica
(14, 54). Estos cultivares, a pesar de que las condiciones de humedad
fueron favorables para el patfgeno, tuvieron también las menores inciden~-
cias, la cual fue minima para el cv 'Talamanca', lo que sugiere una rela-
cidn entre la incidencia y cultivares con grado de resistencia. Los bajos
valores de incidencia y severidad de estos cultivares, parecen indicar que
poseen genes de resistencia que les confieren mecanismos que irmpiden o re-
trasan el desarrolio de T. cucumesis. Por estas razones, se considera
que dichos cultivares son promisorios y el cv "Porrille-70" por tener buen
potencial de rendimiento y buena adaptacién, lo convierten en un material
genético muy valioso como progenitor en un programa de mejoramiento para
resistencia a 1. cucumerds (4). Sin embargo, en este mismo grupo, se des—
tacd el comportamiento del cv 'Turrialba-4' que parece tener menos genes

que le confieren esta resistencia. Ademds, es importante conocer si
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estos cultivares tienen diferentes fuentes de resistencia para 1. cucu-

mesLis .

Como parece que hay varios genes que estdn involucrados en la expre-
sidén de resistencia, al principio se deben usar bajos niveles de indculo
para poder reconocer estos genes que, en su accidn individual, confieren
bajos niveles de resistencia. Al mezclar genes de resistencia de diver-
sas fuentes, se podrian encontrar niveles mis altos de resistencia por lo
cual posiblemente seria mds conveniente probar niveles més altos de ind-

culo.

Los cultivares susceptibles mostraron los mis altos niveles de inci-
dencia y severidad. Su comportamiento se debe a que probablemente no po-
seen genes de resistencia para el aislamiento probado, lo que facilta el
rapido desarrollo del patégeno. En este grupo se incluye consistentemen-
te a lo largo de los experimentes los cv 'ICA-Pijao' y 'R-27', los que
han mostrado anteriormente reaccién de susceptibilidad a la mustis (14,

493}.

Se menciona tambi€n en varias publicaciones que es posible que la
arquitectura de la planta sea un factor importante para considerar en la
resistencia a la enfermedad. Las plantas erectas de hojas pequefias y
con buena distribucién del drea foliar favorecen la ecirculacién del aire

y evitan condiciones propicias para el desarrolle del hongo (22, 24, 258).

Sin embargo cabe mencionar que en promedio los cultivares indicados
con resistencia retrasaron el desarrollo de la enfermedad hasta el nivel
de 104 prop/ml y a partir del nivel de 5 x IO5 prop/ml, las diferencias

en reaccién de los cultivares fueron poco marcadas vy las plantas de los
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seis cultivares fueron completa y severamente afectadas.

5.2 Caractéristicas de los aislamientos

La identificacidn de los aislamientos colectados fue hecha con base
en las caracteristicas del micelio del estado imperfecto, R. sofani y la
produccion del estado basidial (21, 55). Los aislamientos utilizados en
este estudio han producido el estado perfecto y tuvieron las caracterfsti-
cas del micelio de T. cucumerdis. Varios autores {17, 22, 24) HKan indicado
anteriormente la ocurrencia de T. cucumeris y la severidad de mustia de

frijol en Costa Rica.

Una variacién considerable fue encontrada en las caracteristicas de
los 12 aislamientos. Weber (59) observé variabilidad en la morfologia v
caracteristicas de cultivo de aislamientos de este hongo. La tasa de
crecimiento del micelio fue relativamente ridpida. Resultados similares
fueron encontrados por Galindo (24) quien concluyd que el crecimiento
rédpido del micelio es caracteristica de aislamientos de T. cucumesris que
causan mustia. El color de micelio no se encontrd correlacionado con la
tasa de crecimiento. Sin embargo, se notd una gran variabilidad em cuan-
to a la produccidn y tamafio de esclerocios entre los aislamientos. Este
comportamiento ha sido observado con aislamientos de T. cucumesis obteni-

dos de hojas de frijol en Florida (59).

La variabilidad en las caracteristicas de T. cucumesis ha sido aso-
ciada con la variacién en virulencia. En ﬁarias investigaciones (25, 46)
se han concluido que la variabilidad del patdgeno se produce por el fend-
meno de anastomosis por lo tanto se considera que la poblacidn de T. cu~

cume/itd estd compuesta por grupos de anastomosis. Al respecto Sherwood



(50) informG que en la clasificacifn de aislamientos de T. cucumesis es

mejor utilizar anastomosis que uso morfolégico y fisioldgico de sub~espe-
cies. La inhabilidad de grupos de anastomosis a aparearse con otros parece
ser un cardcter estable; por otro lado, la expresidn morfolégica es fdacil-

mente modificada por el ambiente.

En este estudio, la mayoria de los aislamientos utilizados fueren
asignados al grupo AG-2. Este grupo de anastomosis ha sido aislado de
hojas de frijel (24, 46) y estos autores encontraron que la mayoria de
los aislamientos de mustia en Costa Rica caen en el grupo AG-2. Los gru-—
pos AG-1 fueron encontrados de mds alta tasa de crecimiento y virulencia
a frijol que los grupos AG-2. Sin embargo, en este trabajo un aislamien~
to AG-2 fue numéricamente de mayor tasa de crecimiento (Cuadro 1) y fue el
principal criterio de escogencia de los aislamientos en la prueba de vi-

rulencia.

El grupo AG-2,2 fue considerado come una subdivigién de AG-2 debido
a la infrecuencia de anastomosis dentro del grupo y las caracteristicas
de su cultivo. Debido a este comportamiento, Parmeter (46) sugirig el
uso de tres o mds probadores para distinguir aislamientos AG-2. Un ais-
lamiento en el estudio tuvo afinidad a AG-3. Este Gltimo grupo fue pre-
dominantemente aislado de papa (46). Sin embargo este mismo autor con-
cluye que ninguno de los prupos de anastomosis tuvieron Ambitea bien defi-

nido de hospederos y patogenicidad.

La prueba de agresividad indica que existe una gran variacién en la
habilidad de las cepas del hongo para producir lesiones en tejidos de di-
ferentes cultivares. En este estudio, el aislamiento de mayor tasa de

crecimiento produjo lesiones mis grandes en cultivares de diferentes
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grados de susceptibilidad.

anteriormente (24).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos
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6. CONCLUSIONES

Con base en los resultados generados y bajo las condiciones ambien—
tales durante el estudio y la potencialidad del material genético utili-

zado, se puede llegar a las siguientes conclusiones:

1. La inoculacidn de cultivares de frijol con niveles crecientes de
indculo de T. cucumeiis resultd en un incremento en incidencia y se~

veridad de acuerdo al aumento del indculo.

z. El estudio pone de relieve la importancia del nivel de inéculo cerca
4 R \ . .
a los 10 prop/ml en un programa de mejoramiento por resistencia a
T. cucumenis, pues concentraciones mids altas de indculo pueden supe-
rar la resistencia la cual podria proveer proteccién adecuada bajo

condiciones de campo.

3. Se encontrd evidencia de que la utilizacidn de fragmentos de micelio
incrementd la eficiencia de inoculacidn para la evaluacidn de culti-
vares de frijol resistentes a T. cucumeris al incrementar significa-

tivamente la incidencia y geveridad de mustia.

4. Al nivel de indculo de 10‘(i prop/ml, los cv '"Porrilo-70', '"Talamanca',
'Porrillo-Sintético’ y 'Turrialba-4' no fueron tan susceptibles de-
bido probablemente a la presencia de penes de resistencia los cuales
estdn ausentes o en menor cantidad en los cv "ICA-Pijao' y 'R-27' que

fueron severamente afectados.

5. Todos los cultivares mostraron susceptibilidad al nivel mds alto de

indculo, tanto en forma de micelio comoc de basidiosporas.



7. RECOMENDACIONES

Se recomienda probar niveles de inéculo entre 102 - 104 prop/ml en
condiciones de campo en plantas de frijol entre 12 y 15 dias de edad, don~
de las condiciones climdticas, especialmente la humedad, son mas conducti-—
vas para el desarrollo de la enfermedad antes de iniciar programas que
tengan como objetivos la incorporacidn de resistencia a cultivares de fri-

jel.

La inoculacién con suspensidén de micelio del hongo permite evaluar
gran cantidad de materiales en un tiempo mds corto y es un método con-

fiable para determinar diferencias en susceptibilidad a T. cucumeris.

Para trabajos de investigacién, los cv 'R-27' e 'ICA-Pijao' puedén
ser utilizados como testigos susceptibles.
En trabajos con este hongo en otras regiones, se recomienda seguir

la misma metodologia (Anexo 1) antes de iniciar programas de mejoramien—

to de cultivares de frijol a T. cucumenis.
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Anexo l. Resumen de la metodologia desarrollada en esta investigacion.

1)

2)

3)

La primera etapa consistid en buscar fuentes de resistencia en algu-
nos cultivares de frijol que han sido expuestos a la enfermedad bajo
condiciones naturales, Por lo tanto, para evitar escapes, €5 nece-—
sario distinguir entre plantas resistentes y susceptibles mediante
infecciones inducidas artificialmente antes de iniciar programas de

mejoramiento de cultivares de frijel a T. cucumenis.

ElL organismo causal, T. cucumetié, estd constituide de formas biold-
gicas gue difieren en patogenicidad y agresividad sobre los diferen-
tes cultivares de la misma especie. Por consiguiente la resistencia
de los tultivares es una expresién tanto del genotipo de la planta
como del genotipo del paradsito, y estd condicionada por factores del
medio ambiental. Esto nos conduce a estudiar en el laboratorio la
variabilidad de algunos aislamientos y determinar su agresividad en
plantas de cultivares de frijol de diferentes grados de susceptibi-

lidad.

La resistencia en algunos cultivares estd regida por genes que afec—
tan la interrelacidn huésped-~pardsito. Entonces, la intensidad de
la enfermedad inducida debe ser adecuada para que se puedan manifes—
tar diferencias entre cultivares que se estin probando. De lo ante-
rior, se evaluaron varias concentraciones de indculo del hongo T.
cuecumesis, para poder diferenciar entre cultivares resistentes y
susceptibles y determinar el nivel bajo el cual se puede claramente

separar entre cultivares susceptibles y resistentes.

92



4)

5)

6)

93
Se ha encontrado (14) que bajo condiciones de campo, los cultivares
varian su respuesta segln que la fuente principal del indculo del
hongo sea micelio o basidiosporas. Se ha desarrollado un método de
inoculacidn utilizando estas“estructuras (micelio y basidiosporas)
para determinar su importancia en cuanto a seﬁeridad de sintomas

que producen en plantas de diferentes cultivares.

La importancia del trabajo en el invernadero utilizando cdmara hime-
da es la de proporcionar un medio que favorezca el desarrollo de la
enfermedad para poder diferenciar eficazmente entre cultivares re-~

sistentes y susceptibles.

La inoculacién en campo permitid evaluar los cultivares en condicio-
nes naturales, favorables al desarrollo de la enfermedad, y conocer

si las diferencias observadas anteriormente no fueron por escape.

Esta metodologia ha permitido diferenciar entre cultivares resisten~

tes y susceptibles. En trabajos con este hongo, y segin los resultados

de esta investigacidn, esta metodologia puede ser seguida sin tener que

hacer la inoculacién con basidiosporas, que es mds dispendiosa sobre todo

en la produccidn del indcule. Sin embargo, en otras regiones al iniciar

un programa de mejoramiento se debe comparar el efecto de dosis de ambas

fuentes de indculo y observar si hay una correlacién en la expresidn

de la severidad de los sintomas.
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Cuadro 13A. Cuadrados medios de incidencia y severidad en seis cul-
tivares de frijol inoculados con cinco concentraciones
de micelio y basidiosporas de Thanatephorus cucumeris

en el invernadero.

Fuente Grados Cuadrados medios
de de 17 ‘ 57

variacidn Libertad Incidencia — Severidad <
Repeticiones 3 0,018 * 0,0062 *
Cultivares 5 0,185 #% 0,271 **
Tipos de indcule 1 6,098 #* 0,255 *%
Nivel (indculo) 8 2,210 %% 1,668 #%
Cult. x Tipos 5 0,019 #=* 0,005 *
Cult x Nivel (Inocce) 40 0,013 #* 0,008 #=*
Error 177 0,006 0,002
C.v. | 7,92 1,41

1/ Los valores originales transformados por Arcsen \/X
2/ Los valores originales transformados por X+1

* Significado al cinco por ciento
*% Significado al uno por ciento

NS No significative
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Cuadro 14A. Matriz de correlacidn entre las variables eva-

luadas en seis cultivares de frijol inoculados
con cince concentraciones de micelio y basidios-

poras de Thanatephorus cucumeris en el inverna-

dero.
Inoe, Nivel Rep. Inc, Sev.
Indeculo 1
Niveles 0,00 1
Repeticidn 0,00 0,00 I
Inc. -0, 48% 0,77% 0,02 I
Severidad —0, 13%%* 0,92% 0,11 0,82* 1

*Denota significancia estadistica a P= 00,0001

**Denontan significancia estadistica a P= 0,05
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