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RESUMEN

Martinez Fernandez, Jover Abel. 2003. Manejo de aislamientos de Rhizoctonia solani
y evaluacion de la resistencia a la mustia hilachosa en frijol. Proyecto Especial del
Programa de Ingeniero Agronomo, Zamorano, Honduras. 26 p.

El frijol (Phaseolus vulgaris) es uno de los granos basicos de mayor importancia para
los habitantes de Centroamérica. Los principales problemas de los bajos rendimientos
son debido al ataque de enfermedades que lo afectan. Una de ellas es la mustia
hilachosa, causada por Rhizoctonia solani (forma sexual Thanatephorus cucumeris)
que se presenta en regiones con altas temperaturas (mayor a 30°C) y humedad relativa
(mayor a 80%). La tolerancia genética es el método mas viable y econémico para su
manejo. El objetivo del estudio fue adaptar técnicas para el aislamiento de R. solani, y
evaluar germoplasma de frijol con fines de mejoramiento de la resistencia a la mustia
hilachosa. Se introdujeron dos cepas de R. solani de la Universidad de Nebraska,
Lincoln (H32 y H39); adicionalmente, se aislaron tres muestras de R. solani de las
localidades de Jamastran, Sabaneta y Los Limones, Honduras. Se evalud la virulencia
de las cepas y aislamientos en casa de malla. Se sembraron dos parcelas de
poblaciones de seleccion recurrente de Puerto Rico (F4:6) y Zamorano (F6) en el lote
de Zorrales, Zamorano, Honduras. Se evalud la severidad e incidencia con las cepas
H32 y H39 de R. solani y se seleccionaron las 15 lineas mads resistentes de cada
poblacion. Diez lineas de la poblacién de Puerto Rico y nueve en la poblacion de
Zamorano tienen como linea padre a VAX 6. También se inocularon y evaluaron
lineas diferenciales de frijol para mustia hilachosa observandose diferencias
significativas de severidad pero no de incidencia. En el andlisis de virulencia en la
casa de malla, las cepas H32 y H39 y el aislamiento de Jamastran, presentaron
virulencia; pero el aislamiento de Los Limones presenté mayor patogenicidad que los
anteriores. De las lineas diferenciales, VAX 6 presentd la menor severidad e
incidencia. Las lineas avanzadas de seleccion recurrente de Puerto Rico y Zamorano,
que tuvieron los menores grados de incidencia y severidad foliar, son descendientes de
la linea VAX 6. Se deben seguir evaluando las lineas seleccionadas en este estudio y
realizar pruebas con diferentes aislamientos en ambientes diversos, para obtener
variedades resistentes para una amplia zona geografica.

Palabras clave: Cepas, diferenciales, germoplasma, inoculacion, Phaseolus vulgaris,
seleccion recurrente, tolerancia genética, virulencia.

Abelino Pitty, Ph.D.
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INTRODUCCION

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los granos basicos de mayor
importancia para los habitantes de escasos recursos de Centroamérica, porque
constituye una fuente barata de proteinas y es el principal cultivo de granos basicos
que genera ingresos en la finca (Viana, 1998). Su produccion abarca diversas regiones
a escala mundial. América Latina es la zona de mayor produccidon y consumo,
estimandose que mas del 45% del total de la producciéon mundial proviene de esta
region (Voysest, 2000). En Honduras, el frijol ocupa el segundo lugar entre los
cultivos basicos, después del maiz, tanto por la superficie sembrada como por la
cantidad que consume la poblacion (SAG, 1998).

La mustia hilachosa, causada por el hongo Rhizoctonia solani (estado asexual), es una
de las principales enfermedades limitantes en la produccion de frijol en los climas
htimedos y célidos del tropico. Puede ocasionar reducciones en rendimiento del grano
hasta el 100% (CIAT, 1982). Tanathephorus cucumeris (estado sexual) es un
patégeno de casi todas las plantas cultivadas. Su rango de hospederos incluye 200
especies de plantas incluyendo frijol, remolacha, zanahoria, pepino, melén, tomate,
sandia, berenjena, forrajes y frutas de plantas no cultivadas (CIAT, 1987).

El desarrollo de la enfermedad esta favorecido por temperaturas altas, mayores a 30°C,
lluvias intermitentes y humedad relativa cercana al 80% (CIAT, 1982). Las lesiones
pueden iniciarse por el micelio y esclerocios (micro y macroesclerocios) que pueden
encontrarse en los rastrojos de cosechas anteriores; y también por las basidiosporas,
que pueden ser transportadas por el viento. Galindo et a/ (1982), demostraron que la
fuente principal del indculo del hongo en el suelo eran los esclerocios y fragmentos de
micelio, los cuales son diseminados en el cultivo por medio de suelo infestado con los
propagulos del patogeno.

Los sintomas del frijol conocidos como mustia hilachosa son producidos por el estado
sexual y asexual del patogeno. 7. cucumeris produce lesiones a partir de la
diseminacion y germinacion de las basidiosporas. Las lesiones en la hojas aparecen
como numerosas manchas necréticas, pequeiias de 2 a 3 mm de didmetro y de color
café o rojo ladrillo con centros de color mas claro. En condiciones de alta humedad,
las manchas coalescen y forman manchas grandes acuosas. Cuando la humedad es
baja, los tejidos necrosados se desprenden dejando la lamina foliar perforada, sintoma
que en algunas partes se conoce con el nombre de “ojo de gallo”. En las vainas, las
lesiones que provienen de la germinacion de basidiosporas aparecen como manchas
necroticas pequetias de forma irregular y de color café, las cuales generalmente
permanecen restringidas (CIAT, 1982).

La variabilidad del patdégeno se produce por el fendmeno de la anastomosis, que se ha
utilizado como un indicativo confiable de dicha variabilidad. Anastomosis se puede



definir como la capacidad del hongo para fusionar sus hifas, mezclar su citoplasma y
generar micelio diferente; por lo tanto, se considera que la poblacion de 7. cucumeris
esta compuesta por grupos de anastomosis (CIAT, 1982). Inicialmente se reportaron
cuatro grupos anastomoticos de R. solani, AG-1, AG-2, AG-3 y AG-4; los dos
primeros corresponden a la mustia del follaje del frijol y los tltimos se relacionan a los
dafos en papa, cruciferas y lesiones radiculares de varias especies de plantas.
Actualmente se han caracterizado nuevos grupos anastomoticos de R. solani y cada
uno de estos se ha subdividido en otros segiin estudios culturales y moleculares. Para
probar las hipotesis que las poblaciones del patogeno de la mustia hilachosa del frijol
en Centro América, Sur América y El Caribe son variables, se examin6 la diversidad
genética de los aislamientos de campo de la mustia hilachosa, utilizando PCR-RFLP,
de las regiones transcribibles del espacio interno y subunidad pequena ribosomal de la
repeticién del ADN nuclear (ITS-5.8S-rADN)".

El aporte de este estudio es mejorar los métodos de evaluacion para desarrollar plantas
altamente resistentes a la mustia hilachosa a través de un enfoque basado en la
seleccion recurrente de poblaciones tolerantes seleccionadas previamente en la
Universidad de Puerto Rico y la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. La
seleccion recurrente ha sido efectiva para seleccionar caracteristicas de herencia
cuantitativa tales como rendimiento de semillas y resistencia a salta hojas. Los
estudios de herencia realizados indican que la resistencia a la mustia es una
caracteristica cuantitativa (Beaver et al, 2002). Segin Godoy et al (1992), el uso de
variedades tolerantes es considerada una de las estrategias mas viables y econdmicas
para el manejo de la mustia hilachosa.

El objetivo general del estudio fue adaptar técnicas para el aislamiento de R. solani, y
evaluar germoplasma de frijol comun con fines de mejoramiento de la resistencia a la
mustia hilachosa. En la blisqueda de este objetivo se validaron protocolos para el
aislamiento y conservacion de R. solani; se evalud la virulencia de los aislamientos de
R. solani utilizando un vivero de genotipos diferenciales de frijol; también se produjo
inoculo para evaluar las poblaciones derivadas de la seleccion recurrente en
condiciones de campo.

! Graciela Godoy — Lutz. 2003. Técnica para comprobar diversidad genética del agente causal de la
mustia hilachosa. Nebraska-Lincoln, EEUU



MATERIALES Y METODOS

UBICACION DEL ESTUDIO

La adaptacion del protocolo de Godoy - Lutz' para el aislamiento y cultivo de R.
solani se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de la Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano. La implementacion del protocolo de Takegami (2000) para
la inoculacion de R. solani en plantas de frijol, se realizd en casas de malla y en el
campo. Los ensayos de las poblaciones de seleccion recurrente y diferenciales de
mustia hilachosa se llevaron a cabo en el lote de Zorrales de Zamorano.

AISLAMIENTOS

Aislamiento y conservacion

Se introdujeron de la Universidad de Nebraska, Lincoln, EEUU, dos cepas de R.
solani (H32 y H39) recolectadas en El Barro, Honduras e identificadas por Graciela
Godoy-Lutz. Adicionalmente, se recolectaron muestras de tejido de plantas de frijol
infectadas con el estado asexual de R. solani en las localidades de Jamastran y
Sabaneta de El Paraiso; y Los Limones, municipio de Moroceli, en Francisco Morazan
(primer postulado de Koch).

Se adapto el protocolo propuesto por Godoy—Lutz para el aislamiento y conservacion
del patogeno de la mustia hilachosa, (segundo postulado de Koch). Se hicieron cortes
de lesiones de las hojas infectadas con R. solani; se colocaron los cortes en platos petri
con medio agar-agua y se observo el crecimiento del hongo a partir de 48 horas de
incubacion (Anexo 1). Una vez aislado el patdogeno se estudid sus caracteristicas
morfologicas en el medio de cultivo, ya que este hongo, al contrario de la mayoria de
otros hongos presenta crecimiento micelial rapido e irregular, colonias blancas,
angulo de 90° en las ramificaciones del micelio, y formacién de esclerocios y
agregados.

Una vez aislado el patégeno se procedié a conservarlo en semilla de remolacha o
cosechando sus esclerocios para su uso futuro. En este proceso se tuvo en cuenta que
toda conservacion de hongos consiste en retardar, mediante alguna técnica, el proceso
metabolico del hongo pero conservando su patogenicidad (CIAT, 1981).

La conservacion de R. solani en semilla de remolacha es estable y viable debido a que
hay una relacion fuerte entre los exudados de la semilla y el patégeno, haciendo

' Graciela Godoy — Lutz. 2003. Técnica de aislamiento y conservacion de R. solani. Nebraska-
Lincoln, EEUU.



posible la conservacion del hongo por muchos afios. Se colocaron de 5-10 semillas
estériles de remolacha sobre una colonia de R. solani de 48 horas en un medio de
papa-dextrosa-agar (PDA). Se extrajeron las semillas luego de siete dias de incubacién
y una vez impregnadas del micelio se colocaron en un plato petri estéril para su secado
durante seis dias a temperatura ambiente. Posteriormente se guardaron las semillas
secas en viales y bajo refrigeracion a 4° C (Anexo 4).

La conservacion de esclerocios es una técnica muy util cuando no se tiene
disponibilidad de semilla de remolacha; siendo también muy viable ya que estas
estructuras son una forma muy efectiva de sobreviviencia de R. solani en el campo. Se
cosecharon los esclerocios con pinzas estériles del medio agar-agua, donde se
producen mas esclerocios debido a la falta de nutrientes; y se guardaron en viales o en
papel de aluminio a 4° C. Las técnicas de conservacion de agentes patogenos producen
con el tiempo variacion y por lo tanto pérdida de patogenicidad (CIAT, 1981). Por esta
razén hay que tener en cuenta todos los factores necesarios antes, durante y después de
la conservacion para no perder la patogenicidad del agente aislado.

Basandose en el tercer y cuarto postulado de Koch, se inoculd y reaislo R. solani
empleando la técnica de hojas desconectadas desarrollada por Steadman et al. (1997)
para evaluar moho blanco en soya y adaptada al frijol por Bautista-Pérez et al. (2000).
Se inocularon trifolios desconectados de la variedad Tio Canela 75 (susceptible) con
las cepas H32 y H39, para acelerar la infeccion y el reaislamiento de R solani.

Produccion de inoculo

Se adopté el método propuesto por Godoy-Lutz' para la produccion y cuantificacion
de in6culo de R. solani (Anexo 2). Se determiné la concentracion final de propagulos
(1 x 10* ufc/ml), utilizando el método de niimero de colonias por plato para obtener un
volumen de inoculo adecuado. La inoculacion se baso en el protocolo establecido por
Takegami (2000), que consiste en la utilizaciéon de una bomba de mochila de 15 litros
utilizando Tween-20" (1-2 gotas por litro) como dispersante y adherente de los
propagalos en el follaje del frijol (Anexo 3).

! Graciela Godoy — Lutz. 2003. Técnica de conservacion produccion y cuantificacién de inéculo de R.
solani. Nebraska - Lincoln, EEUU



EVALUACION DE GERMOPLASMA

Evaluacion fenotipica de poblaciones de seleccion recurrente en campo

Se sembraron dos parcelas de las poblaciones de seleccion recurrente en el lote de
Zorrales de la Escuela Agricola Panamericana el 22 de mayo del 2003. Una parcela
con las selecciones por resistencia a la mustia hilachosa realizadas en Puerto Rico y la
otra con las selecciones obtenidas en Zamorano. La poblacion seleccionada en
Zamorano estuvo conformada de 80 lineas avanzadas F6 con tres repeticiones. La
poblacioén seleccionada en la Universidad de Puerto Rico contenia 75 lineas avanzadas
F4:6 con cinco repeticiones. La distancia de siembra en estas dos parcelas fue de 70
cm entre surcos y 10 cm entre plantas. Se obtuvieron 10 plantas/surco en la poblacion
de la Universidad de Puerto Rico y 20 plantas/surco en la poblacion de Zamorano,
cada bloque para ambas poblaciones contaba con 20 lineas. Las parcelas se inocularon
con las cepas de R. solani H32 y H39. La primera inoculacion se realizo a los 25 DDS
con la cepa H39 en la poblacion de Puerto Rico; la segunda inoculacion a los 30 DDS
con la cepa H32 en la poblacion de Zamorano y la de Puerto Rico. Se realizaron tres
evaluaciones, de los sintomas causados por el patdgeno; en la primera (45 DDS) y en
la segunda (60 DDS) se evalud la incidencia y severidad de hojas; y en la tercera se
evaluaron la incidencia y severidad en las vainas a los 89 DDS. Las condiciones
climatoldgicas promedios, registradas en el periodo de evaluacion, fueron de 24 °C de
temperatura, 6 mm de precipitacion diaria y 83 % de humedad relativa (Anexo 5).

Evaluacion fenotipica de diferenciales de mustia hilachosa (Prueba de
patogenicidad)

Ensayo de campo. Se sembrd una parcela con el grupo de diferenciales de mustia
hilachosa en el lote de Zorrales de Zamorano en la misma fecha y condiciones que
fueron sembradas las poblaciones de seleccion recurrente. Esta parcela estuvo
constituida por 28 lineas con dos repeticiones. La inoculacion de este ensayo fue
realizada con la cepa H32 a los 30 DDS y las evaluaciones se realizaron de la misma
forma que en las poblaciones de seleccion recurrente.

Ensayo en casa de malla. Se realizé un segundo ensayo para evaluar los diferenciales
en casa de malla. Estos fueron inoculados con las cepas H32, H39, y los aislamientos
de Los Limones y Jamastran; también se observd la reaccion de las cepas bajo
condiciones controladas. Las plantas fueron sembradas en maceteros estandar de 6
pulgadas con dos plantas por macetero y dos repeticiones por grupo de diferenciales.
Los primeros sintomas se presentaron de 48 a 72 horas después de la inoculacion en
condiciones de temperatura y humedad optimas (28-30 °C y 90%). Se logré mantener
alta humedad con la utilizacién de un sistema de riego con nebulizador sincronizado
con un control de tiempo (timer).

Variables evaluadas y su medicion. Se evaluaron la incidencia (porcentaje del follaje
afectado de la planta) y la severidad de los dafios utilizando la escala de 1 a 9
propuesta por el CIAT (1987). Esta escala clasifica las reacciones en resistentes (1-3),
intermedio (4-6) y susceptible (7-9).



Figura 2. Escala de severidad de 1 a 9 propuesta por el CIAT (1987). Esta escala
clasifica las reacciones en resistentes (1-3), intermedio (4-6) y susceptible (7-9).

Diseifio estadistico. Se analizaron los resultados de los ensayos de campo con las dos
poblaciones de seleccion recurrente y el grupo de diferenciales para mustia hilachosa,
empleando un modelo de bloques completamente al azar, analizando la varianza
(ANDEVA) con un nivel de significancia de 0.05, y la separaciéon de medias cuando
las pruebas del andlisis de varianza fueron significativas, mediante la prueba de
comparacion de medias conocida como la diferencia minima significativa (DMS), con
un nivel de significancia de 0.05 de probabilidad de error. Se efectué un analisis de
regresion lineal entre las evaluaciones de cada poblacion de seleccion recurrente
(Zamorano y Puerto Rico). Para estos analisis se utilizd el programa MSTAT-C®
(Microcomputer Stadistical Program) Version 1.42.



RESULTADOS Y DISCUSION

AISLAMIENTOS

Aislamiento y conservacion

Se lograron obtener aislamientos de las muestras de frijol infectadas con el estado
asexual del patéogeno (R. solani), recolectadas en las localidades de Jamastran y
Sabaneta de El Paraiso y Los Limones, municipio de Moroceli en Francisco Morazan.
Se conservaron en semilla de remolacha y a bajas temperaturas (4°C), los aislamientos
de Jamastran, Sabaneta y Los Limones y las cepas H32 y H39 de El Barro, los cuales
se utilizaron en los estudios de campo y en casa de malla.

EVALUACION DE GERMOPLASMA
Evaluacion fenotipica de poblaciones de seleccion recurrente en campo

Se analizaron los dos grupos de poblaciones de selecciones recurrentes de Puerto Rico
y Zamorano a través de un analisis estadistico de varianza y separacion de medias con
un nivel de significancia < 0.05. Se seleccion6 el 20%, del total de lineas, que
presentaron mejor desempeio para ambas poblaciones (Cuadro 1 y 2). De las tres
evaluaciones realizadas de severidad e incidencia se analizd solo la primera para el
estudio debido a la alta infeccion del patdégeno en las dos ultimas evaluaciones. Se
seleccionaron las mejores lineas de cada poblacion utilizando como criterio principal
la severidad en las hojas, criterio utilizado en otros experimentos realizados por
Beaver et al (2002).

En el analisis de varianza de las poblaciones de seleccion recurrente de Puerto Rico se
observaron diferencias altamente significativas en las variables evaluadas de severidad
(p < 0.000) e incidencia (p < 0.001). Las medias de la poblacion de Puerto Rico
presento diferencias estadisticas, por lo que se seleccionaron las 15 mejores lineas de
acuerdo a la separacion de medias (Cuadro 1). Observando el pedigri de las 15
mejores lineas de la poblacion de Puerto Rico, se pudo notar que 10 de ellas tiene
como padre a la linea VAX6 (Anexo 6). Se utilizaron variedades testigos en el
experimento para poder compararlas con las lineas avanzadas de seleccion recurrente,
siendo el mejor testigo la variedad VAX 6, que presentd resistencia intermedia alta,
mientras que las demads fueron susceptibles o con resistencia intermedia baja.



Cuadro 1. Reaccion (severidad e incidencia) a la inoculacidon con los aislamientos de
R. solani H32 y H39 del 20 % de las lineas superiores de la poblacion de seleccion
recurrente seleccionada en Puerto Rico. Honduras, 2003.

Lineas Severidad Incidencia

MH 2-18 4.6 a* 28 a

MH 2-16 4.8 ab 36 abcde
MH 3-10 5.2 abc 34 abcd
MH 5-14 5.2 abc 34 abcd
MH 5-1 5.4 abced 42 abcdefgh
MH 2-1 5.6 abcde 34 abcd
MH 2-2 5.6 abcde 42 abcdefgh
MH 2-10 5.8 abcdef 30 ab

MH 53-1 6.0 abcdef 50 cdefghij
MH 41-18 6.2 abcdefg 32 abc

MH 59-10 6.2 abcdefg 48 bcdefghij
MH 2-7 6.2 abcdefg 48 bcedefghij
MH 55-14 6.4 abcdefgh 42 abcdefgh
MH 4-9 6.4 abcdefgh 38 abcdef
MH 43-1 6.4 abcdefgh 42 abcdefgh
Promedio 6.9 46.8

Rango (n=75) (4.6-8.8) (28-70)

P 0.0001 0.0001

DMS (0.05) 1.8 18.9

CV % 21 32

Testigos

VAX 6 4.8 42
Talamanca 6.6 48

BAT 93 7 50

Bribri 7.4 44

Morales 7.4 66

Tio Canela 75 8 54

Severidad: (1) Hoja sana — (9) Hoja muerta Incidencia: % de la planta dafiada (0 a 100)

*Medias con la misma letra son estadisticamente iguales segiin prueba DMS (a = 0.05).
En el cuadro 1 aparecen solo las 15 lineas superiores de las 80 lineas evaluadas.

En la poblacion de seleccion recurrente de Zamorano, al igual que la de Puerto Rico,
se observaron diferencias altamente significativas para las variables de severidad e
incidencia. Se seleccionaron al igual que la de Puerto Rico las 15 mejores lineas
teniendo como criterio de seleccion la severidad (Cuadro 2). De las lineas
seleccionadas de la poblacion de Zamorano, ocho tienen como padre a la linea VAX 6.

Las diferencias en los niveles de severidad e incidencia entre las poblaciones de
seleccion recurrente de Puerto Rico y Zamorano se debieron a las diferentes fechas de
inoculacioén, Puerto Rico 25 DDS y Zamorano 30 DDS, presentando los menores
dafios las poblaciones de Zamorano, esto también se debe a que estas plantas se
adaptan mejor al lugar, ya que fueron seleccionadas bajo estas condiciones. Los
primeros sintomas se presentaron a los cuatros dias después de la inoculacion, y la
evaluacion se realizd en la misma fecha para ambas poblaciones (45 DDS).



Cuadro 2. Reaccion (severidad e incidencia) a la inoculacidon con los aislamientos de
R. solani H32 y H39 del 20 % de las lineas superiores seleccionadas de poblaciones de
seleccion recurrente seleccionados en Zamorano. Honduras, 2003.

Lineas Severidad Incidencia

MH 2-16 3.0 a* 16.67 abc
MH 57-8 30 a 13.33 ab
MH 5-15 30 a 11.67 ab
MH 9-5 30 a 21.67 abcde
MH 2-2 3.3 ab 13.33 ab
MH 2-6 3.3 ab 20.00 abcd
MH 5-10 3.3 ab 833 a
MH 42-10 3.3 ab 26.67 bcedef
MH 59-10 3.3 ab 15.00 abc
MH 43-3 3.3 ab 26.67 bcdef
MH 2-7 3.3 ab 833 a
MH 2-1 33 ab 18.33 abced
MH 40-16 3.3 ab 11.67 ab
MH 2-18 33 ab 11.67 ab
MH 2-14 3.3 ab 23.33 abcde
Promedio 4.47 20.38
Rango (n=80) (3-7) (8.3-46.7)

DMS (0.05) 2.092 15.84

P 0.008 0.001

CV % 29 48
Testigos

Talamanca 3.3 16.67
Severidad: (1) Hoja sana —(9) Hoja muerta Incidencia: % de la planta dafiada (0 a 100)

*Medias con la misma letra son estadisticamente iguales segin prueba DMS (a = 0.05).
En el cuadro 2 aparecen solo las 15 lineas superiores de las 75 lineas evaluadas.

Los resultados de la separacion de medias indicaron similitud entre la reaccion de
ciertas lineas que se repitieron en las dos poblaciones (Puerto Rico y Zamorano), por
lo cual, se procedidé a comparar las medias de 39 lineas que se repetian en las dos
parcelas de seleccion recurrente, mediante un andlisis de regresion lineal. Se
seleccionaron las seis mejores lineas repetidas en ambas poblaciones dentro de las 15
mejores seleccionadas en cada poblacion. Teniendo en cuenta el pedigri de las seis
lineas avanzadas, repetidas en las dos poblaciones y seleccionadas por regresion, se
puede observar que cinco tienen como padre a linea VAX 6.

El anélisis estadistico de regresion lineal se utilizd para comparar las poblaciones de
seleccion recurrente de Puerto Rico y Zamorano, demostrando que las reacciones de
severidad (r = 0.0172) e incidencia (r = 0.087) tuvieron una correlacion baja, lo cual
nos indica que la mayoria de las lineas de buen desempefio seleccionadas en Puerto
Rico, no necesariamente presentan el mismo desempefio bajo las condiciones de
Zamorano o viceversa. Estos resultados sugieren que se deben realizar pruebas con
diferentes cepas y localidades, para obtener variedades realmente resistentes para una
amplia zona geografica.
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Grifica 1. Relacion de la severidad (45 DDS) de lineas seleccionadas en Puerto Rico

y Zamorano en las poblaciones de seleccion recurrente para la resistencia a mustia
hilachosa repetida en ambas poblaciones. Honduras, 2003.
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Grafica 2. Relacion de la incidencia (% de la planta danada) a los 45 DDS en lineas
seleccionadas en Puerto Rico y Zamorano en las poblaciones de seleccion recurrente
para la resistencia a mustia hilachosa repetidas en ambas poblaciones. Honduras, 2003.

Los puntos nombrados (Grafica 1 y 2) corresponden seis mejores lineas repetidas
dentro de las 15 mejores seleccionadas de cada poblacion (Puerto Rico y Zamorano).

Evaluacion fenotipica de diferenciales de mustia hilachosa

Ensayo de campo. Este grupo de genotipos diferenciales de mustia hilachosa esté
compuesto de variedades que presentan resistencia en localidades de Centro América
y El Caribe; también se incluyen susceptibles que sirven para establecer parametros de
comparacion a la reaccion a la enfermedad. Los primeros sintomas de mustia
hilachosa en las poblaciones de seleccion recurrente y los diferenciales se presentaron
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a los cuatro dias después de la inoculacion en el campo, debido a las condiciones
climaticas favorables que se presentaron. Esto coincide con lo reportado por Takegami
(2000) en Puerto Rico. En el analisis de varianza se puede apreciar que en la variable
de severidad hubo diferencias altamente significativos (p < 0.013); no hubo diferencias
significativas para la variable incidencia (p < 0.18). El analisis de separacion de
medias dio como resultado que el mejor diferencial es la variedad VAX 6 con 4.5 de
severidad y 25 % de incidencia. En cuanto a la severidad las mejores correspondieron
a PR9607-29, VAX 6 y MUS 181 con 4.5 (resistencia intermedia); en incidencia, las
mejores fueron VAX 6 y MUS-N-8 con 25%.

Cuadro 3. Reaccion de severidad e incidencia de la mustia hilachosa en 28 genotipos
diferenciales de frijol inoculados con las cepas H32 y H39 de R. solani. Honduras,
2003.

Lineas Severidad Incidencia
MUS 181 4.5 a* 30
PR9607-29 45 a 40
VAX 6 45 a 25
MUS-N-8 5 ab 25
PI307802 5 ab 45
VAX3 5 ab 30
XAN 226 5 ab 35
A. L. Negro 5.5 abc 35
BAT 450 5.5 abc 55
G13920 5.5 abc 40
PI309881 5.5 abc 40
PRF 9702-84 5.5 abc 40
Talamanca 5.5 abc 30
Bribri 6 abcd 35
Morales(S) 6 abcd 45
PR0003-121 6 abcd 35
PR9806-37-2 6 abcd 30
BAT 93 6.5 abcde 35
PR9840-27 6.5 abcde 45
RMC-31 6.5 abcde 50
XAN 176 6.5 abcde 35
HT7719 7 bede 35
JB-178(S) 7 bede 60
P1141762 7.5 cde 55
DRK 156 8 de 70
Tio Canela 75(S) 8 de 55
PR0003-386 85 e 65
PR9840-28 85 ¢ 55
Promedio 6.2 42.0
Rango (n = 28) (4,5-8,5) (25-70)
DMS (0.05) 2.211 --
P 0.013 0.18 ns
CV % 18 34
Severidad: (1) Hoja sana — (9) Hoja muerta Incidencia: % de la planta dafiada (0 a 100)

*Medias con la misma letra son estadisticamente iguales segiin prueba DMS (a = 0.05)
ns (no significativo)
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De acuerdo a los resultados obtenidos la resistencia presentada en algunos
diferenciales fue intermedia (4-6) lo cual coincide con los resultados obtenidos por
Beaver et al (2002), donde solo se presentaron niveles moderados de resistencia a la
mustia hilachosa.

En la Universidad de Nebraska, Godoy-Lutz et al. (2000) realizé una evaluacion de
variedades para su reaccion a la mustia hilachosa utilizando el método de inoculacién
de hojas desconectadas, lo cual dio como resultado que la variedad BAT 93 como
mejor genotipo; el presente estudio la variedad VAX 6 se desempefid mejor que las
demas, esto se debe a que los patrones de virulencia del patdgeno varian entre regiones
de acuerdo a las cepas de cada lugar.

Ensayo en casa de malla (comparacion de virulencia). Las cepas H32, H39 y el
aislamiento de Jamastran presentaron aproximadamente el mismo grado de virulencia
promedio en las 28 variedades diferenciales en la casa de malla. El aislamiento de Los
Limones presenté un mayor grado de virulencia diferenciandose de las demads cepas y
aislamiento. Observando el rango de severidad entre las cepas no existieron
diferencias evidentes, en todas presentaron similitud en valores maximo y minimos.
Esta similitud de resultados entre H32 y H39 se debe a que ambas cepas pertenecen a
un mismo grupo de Anastomosis (AG-1-1B) y provienen del mismo lugar (El Barro,
Honduras).

Cuadro 4. Reaccion de severidad de 28 genotipos diferenciales de frijol inoculados
con dos cepas y dos aislamientos de R. solani causante de la mustia hilachosa del
frijol. Honduras, 2003.

Cepas Aislamientos
Lineas H32 H39 Jamastran L. Limones
PR9840-28
PR0003-386
Tio Canela 75(S)
DRK 156
P1141762
HT7719
JB-178(S)
BAT 93
RMC-31
XAN 176
PR9840-27
PR9806-37-2
Morales(S)
Bribri
PR0003-121
BAT 450
G13920
A. L. Negro
Talamanca
PRF 9702-84
PI309881
MUS-N-8
XAN 226
PI1307802
VAX 3
PR9607-29
VAX 6
MUS 181

Promedio 6.7 6.0 6.2 7.8
Rango (n = 28) (3-9) (4-8) (3-9) (3-9)
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Severidad: (1) Hoja sana — (9) Hoja muerta



CONCLUSIONES

Las lineas avanzadas del programa recurrente seleccionadas en Puerto Rico y
Zamorano que tuvieron las menores incidencias y severidad foliar son descendientes
del VAX 6.

De las lineas diferenciales, VAX 6 presentd la menor escala de severidad y menor
incidencia.

Los patrones de virulencia del patégeno varian entre regiones de acuerdo a los
aislamientos de cada lugar. En algunos casos se pudieron observar diferencias en las
lineas de buen desempeiio en Puerto Rico, que no tuvieron el mismo desempefio bajo
las condiciones de Zamorano.

Los niveles mas altos de resistencia presentados en el estudio fueron de resistencia
intermedia alta, siendo la mayoria de las lineas susceptibles y en otras de resistencia
intermedia baja.

Los aislamientos H32, H39 y de Jamastran poseen el mismo grado de virulencia en los
28 diferenciales; mientras que, el aislamiento de Los Limones presentd un mayor
grado de virulencia que los aislamientos anteriores.



RECOMENDACIONES

Continuar evaluando otras lineas de frijol en busca de una mayor resistencia.
Utilizar la linea VAX 6 en el desarrollo de nuevas lineas.

Continuar la evaluacion de las lineas seleccionadas de la poblacion recurrente que
mostraron resistencia en Puerto Rico y Zamorano.

Evaluar las mejores lineas seleccionadas en este estudio, para determinar el nivel de
resistencia de las mismas en el campo.

Realizar pruebas con diferentes aislamientos en ambiente diversos para obtener
variedades realmente resistentes para una amplia zona geografica.

Continuar mejorando las técnicas y condiciones de inoculacion para garantizar
evaluaciones confiables.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo propuesto por Godoy—Lutz para el aislamiento del patdogeno de la
mustia hilachosa (Godoy-Lutz, Universidad de Nebraska).

Materiales

Mechero

Cintas Parafilm®

Camara de flujo laminar
Bisturi

Pinzas

Papel toalla estéril

Agua destilada estéril
Baekers pequefos

Medio de cultivo (agar agua)
Puntas de transferencias.

Procedimiento

e Cortar el explante de 5 x 3 mm de hojas infectadas con R. solani. Las lesiones no
deben estar muy maduras o viejas para evitar que otros patdgenos contaminen el
medio de aislamiento.

e Posteriormente colocar los pedazos de hojas infectadas en platos petri con agar
agua.

e A los dos dias observar el crecimiento de los hongos.

e Aislar cada uno de los aislamientos obtenidos y observar cual de ellos presenta
septo doliporo, un angulo de 90° y color de micelio blanco, los cuales son
caracteristicos de R. solani.

e El hongo se purifica en PDA y cada ocho dias se reaisla para mantenerlo puro y
activo para su posterior inoculacion en las hojas de frijol.
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Aislamiento y purificacion de R. solani.

%, Cortar y remover micelio
con agar para colocar a un
nuevo plato con agar-agua

1

Esterilizacion por
flameado utilizando
mechero con alcohol

Se colocade Z a4 pedazos de agar con
micelio en el plato petri bien sellado

4

A los 2 dias de observa
el creciemieto del micelio

Se observalas
caracteristicas
macro y
microescopicas

|Fuente: http://www.ncbe.reading.ac.uk/NCBE/PROTOCOLS/PRACBIOTECH/PDF/cellprod.pdf
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Anexo 2. Metodologia de produccion y cuantificaciéon de inoculo propuesto por
Godoy-Lutz para el agente causal de la mustia hilachosa (R. solani).

Produccion de inéculo

Materiales

e Medio liquido V8

e Sacabocado de 5 mm de didmetro
e Medio de cultivo PDA

e Puntas de transferencias

Medio liquido V8

1.5 gr de carbonato de calcio
100 ml jugo V8
400 ml de agua destilada

Procedimiento

Pesar 1.5 gr de CaCO; y mezclarlo con 100 ml de jugo V8 y 400 ml de agua
destilada. Mantener la mezcla en un agitador por 5 minutos, ya que el CaCO,; se
sedimenta rapidamente.

Colocar el medio en autoclave y esterilizarlo por 20 minutos a 121 ° C.

Nota: utilizar 500 ml de medio liquido V8 para aproximadamente 10 platos.

Incremento de indculo en PDA y V8 liquido

Con un sacabocado estéril hacer varios cortes en la periferia (zona de crecimiento)
de la colonia de R. solani y transferir los cortes a platos con medio PDA (3 cortes
por plato) y posicionarlos de manera equidistante.

Incubar los platos de PDA a 24° C durante 48 horas.

Después de dos dias y cuando cada colonia este suficientemente crecida, se hacen
varios cortes de la periferia de cada colonia con un sacabocado y se colocan con
ayuda de una punta de transferencia cinco cortes de medio PDA con R. solani en
cada plato con medio liquido V8.

Colocar los platos sin sellar con Parafilm® bajo oscuridad durante 48 horas.

Calculo de concentracion de inoculo de R. solani

Para calcular la concentracion original del indculo del patégeno es necesario contar las
colonias individuales crecidas en agar-agua.
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Procedimiento

e Después de 48 horas de incubados los platos con medio V8 y Rhizoctonia, el
micelio del patégeno ya ha crecido y cubierto toda la superficie del medio; y este
es el momento para calcular la concentracion real de propagulos viables en el
indculo.

e Extraer el micelio de cinco platos con pinzas estériles y colocarlo en una licuadora
previamente limpiada con alcohol, y licuarlo con 200 ml de agua destilada estéril.

e De esta solucion madre hacer seis diluciones (10'1,10'2,10'3 104107 y 10'6) con
micropipetas y tubos eppendorf procurando llevar las diluciones a 1000 pl.

e De cada dilucion colocar 100 pl en dos platos petri con agar-agua y dispersarlo
con un rastrillo de vidrio.

e Incubar los platos por 24 horas.

e Después de 24 horas contar las ufc (unidades formadoras de colonia) procurando
contar platos con no menos de 30 y no mas de 300 ufc, ya que diluciones con
menos de 30 ufc son estadisticamente no viables y diluciones con mas de 300 ufc
las probabilidades de error aumenta por agrupacion de colonias. Hacer un
promedio del conteo de los dos platos por cada diluciéon para poder hacer los
siguientes calculos:

Célculos:

: 1 .
No. de colonias en el plato x x volumen de in6culo en el plato

Dilucion de la solucion

Ejemplo:

No. de colonias en el plato promedio = 115.5
Dilucion = el reciproco de 107 es 10
Volumen de indculo en el plato =0.1 ml 6 100 pl

115.5x 10°x 0.1
11.55 x 10° x 0.1
11.55 x 10* ufc / ml de in6éculo madre

Con el resultado de ufc / ml de in6culo madre se puede hacer los célculos de
concentracion para la inoculacion utilizando la formula Co Vo = Cf Vf.
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Anexo 3. Protocolo propuesto por Takegami (2000) para la inoculacion de R. solani.
Materiales

Medio liquido V8

Platos petri pequefios o grandes
Agujas de transferencia
Licuadora

Tamiz # 40 de 425 um

Agua destilada estéril

Tween 20

Bomba de espalda

Procedimiento

e Después de hacer los célculos de concentracion de indculo, se prepara mas indculo
de R. solani en V8 liquido, procurando hacer la cantidad de platos necesarios para

el area a inocular.

e Después de 48 horas de incubacion de Rhizoctonia solani en V8§ liquido, licuar el
micelio del patdgeno. Extraer el micelio de cada plato con unas pinzas flameadas
dejando escurrir el medio liquido. Colocar el micelio de cinco o seis platos con

300 ml de agua en la licuadora y licuar por 15 segundos.

e Filtrar el indculo en un tamiz # 40 de 425 um para impedir que el filtro interno de

la bomba de mochila se obstruya con micelio muy grande.
Llevar el in6culo al volumen final requerido.

Colocar 1 o 2 gotas de Tween 20 por cada litro de in6culo.
Mezclar bien el indculo y aplicar.

Inocular las plantas por el haz y el envez de las hojas.
Incubar las plantas por 24 horas a 28° C y a 95 % HR.

Nota: hacer las inoculaciones al finalizar la tarde o cuando la radiaciéon no sea muy

intensa.

Si las condiciones de humedad y temperatura son Optimas para la infeccion, los

primeros sintomas se presentaran de 48 a 72 horas después de la inoculacion.
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Anexo 4. Métodos de conservacion de R. solani.

Conservacion en semilla de remolacha

Procedimiento

e Colocar 5 o 10 semillas estériles de remolacha sobre una colonia de R. solani en
PDA de 48 horas. Enterrar las semillas hasta la mitad en el medio PDA e incubar
por 7 dias.

e Extraer las semillas luego de 7 dias de incubacién y colocarlas en un plato petri
estéril para que se sequen durante seis dias.

e Guardar las semillas secas en viales y mantenerlos en el refrigerador a 4° C.

e (Cuando se necesite reactivar el patogeno de las semillas se debera sacar con pinzas
estériles las semillas de los viales y colocarlas en medio agar-agua para el
crecimiento inicial de R. solani.

Conservacion de esclerocios

Procedimiento

e Cosechar los esclerecios con pinzas estériles del medio agar-agua, ya que es en este
medio es donde se producen més esclerocios debido a la falta de nutrientes en el
agar.

e Guardar los esclerocios en viales o papel aluminio a 4° C.

e Para la reactivacion de R. solani provenientes de esclerocios se siguen los pasos del
aislamiento por medio de microesclerocios.

Segtin el CIAT (1981), las técnicas de conservacion de agentes patdgenos producen
con el tiempo variacion y por lo tanto pérdida de patogenicidad.
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Anexo 5. Datos climatoldgicos durante el periodo de inoculacion y de evaluacion.

Datos climatologicos (Relacion humedad relativa/temperatura)
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Anexo 6. Pedigri de las lineas seleccionadas de las poblaciones de seleccion recurrente
de Puerto Rico y Zamorano.

Puerto Rico
MH 2-18 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 2-16 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 3-10 VAX 6 / UPR 9609-2-2
MH 5-14 VAX 6 //MUS 83 /BELNEB // DOR 483 / BAT93
MH 5-1 VAX 6 // MUS 83/ BELNEB // DOR 483 / BAT93
MH 2-2 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 2-1 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 2-10 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 53-1 PR 9750-92 // MUS 83 / DOR 483
MH 41-18 MUS-PM-31//DOR 303 /T 968 /// BAT 93
MH 59-10 PR 9750-92 // BAT 93
MH 2-7 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 55-14 PR 9750 / MUS-PM-32 // DOR 303 / T 968
MH 4-9 VAX 6 // MUS 83 /DOR 483
MH 43-1 BAT 93 / PR 9750-87
Zamorano
MH 2-16 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 57-8 PR 9750 // MUS 132
MH 5-15 VAX 6 / MUS 83/ BELNEB // DOR 483 / BAT 93
MH 9-5 MUS N-8 // UPR 9609-2-2
MH 2-2 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 2-6 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 5-10 VAX 6 / MUS 83/ BELNEB // DOR 483 / BAT 93
MH 42-10 MUS-PM 31/ DOR303/T968// BAT 93
MH 59-10 PR 9750-92 // BAT 93
MH 43-3 BAT 93 // PR 9750-87
MH 2-7 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 2-1 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 40-16 MUS-PM 31//DOR 303/T 968/ MUS 83/DOR 483
MH 2-18 VAX 6 / EAP 9503-32A
MH 2-14 VAX 6 / EAP 9503-32A
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Anexo 7. Ciclo reproductivo asexual de Rhizoctonia solani

Adhesion y
germinacion

Formacién de hifas
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lesiones

infeccion
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Anexo 8. Metodologia de aislamiento de R. solani, produccion de indculo e
inoculacion y evaluacion de mustia hilachosa.
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