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RESUMEN

Lagarde, P., Medina, A., Ramis, C. y Maselli, A. 2010. Evaluacién de
la resistencia a la bacteriosis comtn causada por Xanthomonas
phaseoli en plantas F, de caraota (Phaseolus vulgaris). Fitopatol.
Venez. 23:35-39.

La caraota constituye la leguminosa de grano de mayor consumo en
Venezuela. Sus rendimientos han sido afectados por Xanthomonas
phaseoli y el uso de variedades resistentes permitiria superar
eficientemente esta limitante. Para ello, es necesario incorporar genes
de resistencia a través de programas de mejoramiento. Con el fin de
evaluar el modo de herencia a la resistencia de la enfermedad, se
estudié una poblacién segregante F, de caraota producto del cruce
entre un padre resistente (Linea 8) y un padre susceptible (MEM-
0103014). Se usé una escala de valores de uno (completamente
resistente) a nueve (susceptibilidad severa). Las plantas F,, los padres
y testigos (XAN 154, XAN 149) fueron inoculados con la cepa
Tucutunemo, mediante el uso de un cojin de alfileres sobre las protofilas
alos 21 dias de edad. Debido a la ausencia de dafios visibles por parte
del inéculo, fueron reinoculadas 8 dias después en hojas trifolioladas.
Las variables evaluadas, tamano de la mancha en milimetros y
porcentaje de area foliar afectada (%AFA), permitieron estudiar el
avance de la enfermedad. Los valores de %AFA a los 19 dias después
de la inoculacién presentaron mayor variabilidad en el avance de la
enfermedad y maxima intensidad de la sintomatologia; por lo tanto,
fueron utilizados para realizar la evaluacion de la resistencia. El caracter
de resistencia viene dado por un gen mayor més un conjunto de
poligenes de efecto menor. Se evidenci6 la presencia de individuos con
mayor resistencia que el padre resistente por lo que deberan tomarse
en consideracién en futuros programas de mejoramiento.

Palabras clave adicionales: herencia, inoculacién.

ABSTRACT

Lagarde, P., Medina, A., Ramis, C. and Maselli, A. 2010. Evaluation
of resistance to the common bacterial blight caused by Xanthomonas
phaseoli on F, plants of black bean (Phaseolus vulgaris). Fitopatol.
Venez. 23:35-39.

Black bean is the legume of highest consumption in Venezuela. Their
yields have been affected by the common bacterial blight caused by
Xanthomonas phaseoli and the use of resistance varieties would
effectively overcome this limitation. For this, it is necessary to
incorporate resistance genes through breeding programs. Genetic
control of common bean resistance to common blight was studied using
F, segregating plants from the cross Linea 8 (resistant) x MEM-
0103014 (susceptible). A scale of values from one (completely resistant)
to nine (severe susceptibility) was used. F, plants, together with the
parents and controls (XAN 154, XAN 149) were inoculated with
Tucutunemo strain, 21 days after sowing, using the multiple needle
method on protophylls. Since the inoculum caused no visible damage
to the leaves, a second inoculation was performed on first trofoliolate,
repeating the same procedure, 8 days later. The variables spot
size in millimeters and the percentage of leaf area affected
(%AFA), allowed us to study the plant disease development.
Values of %AFA, 19 days after inoculation, showed greater
variability in disease development and maximum intensity of
symptoms, therefore used for the evaluation of resistance. The results
indicate that there is a single dominant gene, also a group of polygenes
of smaller effect, for resistance to X. phaseoli in the evaluated families.
Some genotypes presented leaves of higher resistance than the
resistance parent, therefore should be considered in future breeding
programs.

Additional key words: inheritance, inoculation.

INTRODUCCION

La caraota (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa de
grano de mayor consumo por parte de la poblacién
venezolana. Junto con el frijol Vigna unguiculata (L.) Walp.,
su produccién se encuentra en manos de pequefios y
medianos agricultores, los que en su mayoria carecen de
los recursos necesarios para la adquisicién de agroquimicos
para el combate de enfermedades asi como también el uso
de nuevas tecnologias. Aunque su potencial de rendimiento
es superior a los 3000 kg/ha, los rendimientos promedio en
América Latina son bajos, alrededor de 600 kg/ha. En
Venezuela, segin el Segundo Informe Nacional sobre el
Estado de los Recursos Fitogenéticos para la Agricultura y
la Alimentacién (7), los rendimientos han progresado desde
los 600 kg/ha a principios de 1990, hasta los 900 kg/ha en
el 2006. Condiciones climatolégicas, problemas nutricionales
y enfermedades son los factores involucrados en estos bajos
rendimientos (11).

La bacteriosis comun de la caraota causada por
Xanthomonas phaseoli (Smith) es la enfermedad bacteriana
mas importante en el cultivo (9). Es responsable de
disminuciones importantes de rendimiento en caraota debido
a los dafios severos que produce en cualquier estadio de
desarrollo de la planta, reduciendo la calidad de las semillas
o causando la muerte de las plantas. Se encuentra
ampliamente distribuida en las zonas productoras de caraota
de todo el mundo y, en Venezuela, su presencia fue senialada
por primera vez en 1954 por Pontis Videla (1). Desde
entonces, se ha estudiado su sintomatologia y el dafio
econémico que causa.

La presencia de X. phaseoli en campos del cultivo esté
relacionada con factores tales como época, densidad y método
de siembra, calidad sanitaria de las semillas, condiciones
de suelo, rotacién de cultivos e insectos vectores, entre
otros. Kl uso de semillas certificadas, rotacién de cultivo
durante dos afios como minimo y evitar labores de cultivo
cuando las plantas estdn himedas para impedir la
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diseminacién de la bacteria, contribuirian con la prevencién
de la enfermedad (4). Sin embargo, el uso de variedades
resistentes permitiria superar eficientemente esta
limitante. Por esto, es necesario incorporar genes de
resistencia a través de programas de cruzamientos con
genotipos portadores de tal resistencia y genotipos de buen
comportamiento agrondémico, y la posterior selecciéon de
descendientes con las caracteristicas deseables de resistencia
y produccion (10).

Por lo anterior, en un programa de mejoramiento
financiado por el proyecto BID-FONACIT II a través del
subproyecto “Busqueda de Marcadores Moleculares
Asociados a la Resistencia a la Bacteriosis Comun
en Caraota”, se realizaron cruzamientos usando parentales
resistentes a la enfermedad, originando nueve poblaciones
F,. El presente trabajo tuvo como objetivo fundamental
evaluar la resistencia a la bacteriosis en una de
esas poblaciones obtenidas, especificamente la poblacién
de plantas F, proveniente del cruce MEM-0301014 x
Linea 8.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevé a cabo en el umbraculo de la Unidad
de Proteccién Vegetal y en el Banco de Germoplasma del
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas, Centro
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA-CENIAP),
Maracay, estado Aragua.

Material Vegetal. Se utilizaron plantas F, de caraota,
producto del cruce entre la variedad local MEM-030114,
proveniente del Banco de Germoplasma (INIA-CENIAP) y
una linea avanzada de caraota, conocida como Linea 8,
procedente del programa de mejoramiento llevado a cabo
por el INTA-CENIAP. Se sembraron 205 plantas provenientes
de una poblacién F,, a razén de 1 semilla por bolsa negra de
polietileno conteniendo 4 Kg de sustrato. Para el ensayo se
utilizaron como testigos resistentes a la “Linea 8, “XAN
154” y “XAN 149” y como testigos susceptibles a “MEM-
0301014” y “DOR 470”. Todos los testigos procedian del Banco
de Germoplasma del INIA-CENIAP, con excepcion de “XAN
154” y “XAN 149”, que son lineas avanzadas del CIAT,
procedentes del Banco de Germoplasma del Instituto de
Genética, FAGRO-UCV. Por cada testigo se sembraron 3
semillas por bolsa. En todos los casos se utilizé tierra abonada
pura previamente esterilizada.

Preparacion de inéculo. Se utilizé una colonia
bacteriana de X. phaseoli cepa Tucutunemo proveniente de
la localidad de Tucutunemo, cerca de Villa de Cura, estado
Aragua. Para la preparacién del inéculo se tomaron 0,5 mg
aprox. de la bacteria liofilizada, se colocaron en agua
destilada estéril durante 5-6 min hasta que se formoé la
suspensién. Luego, con un ansa de platino se procedié a
sembrar 5 veces en forma de zig-zag en agar nutritivo
especifico para bacterias, constituido por extracto de carne,
peptona y agar (13), en 5 placas a ca 28 °C. Se incubd por
varios dias hasta que se evidencid crecimiento de las colonias,
seleccionandose una representativa de X. phaseoli, la cual
fue colocada a crecer en un medio de cultivo compuesto por
agar nutritivo (AN) por 24 h. A partir de ésta se realizé la
preparaciéon de la suspensién definitiva, agregdndole una
gota de Tween 80, como adherente. Para el cdlculo de la
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concentracién de la bacteria se utilizé el tubo n°® 3 de
McFarlandhasta obtener 10® unidades formadoras de
colonias (ufc)/ml (3,15).

Método de inoculacion. Al obtener el inéculo, se
procedi6 a realizar una leve presion sobre las hojas protéfilas
de las plantas de 21 d de edad con la ayuda de un cojin de
alfileres para permitir la entrada de la bacteria al tejido
celular y dos aspersiones del indculo con un aspersor
DeVilbiss sobre las heridas causadas. Las 205 plantas F, y
los testigos estuvieron bajo condiciones de cadmara himeda
a 32°Cy 95 % de HR durante 6 d. Debido a que el inéculo no
caus6 danos visibles en dichas hojas, se realiz6 una segunda
inoculacién en las primeras hojas trifoliadas 8 d después,
esta vez con una sola aspersién del inéculo bajo condiciones
ambientales naturales de humedad (32-34 °C y 80% de HR
promedio).

Evaluacidén. Se evaluaron las variables tamaifio de la
mancha foliar en milimetros (mm) y porcentaje del area foliar
afectada (%AFA). Ambas evaluaciones se midieron desde el
momento de la aparicién de los sintomas, cada tres dias
durante 15 d. Para el tamafio de la mancha se midid el
didmetro mayor de la mancha en el punto de inoculacién. El
%AFA se estimé visualmente segin la escala del 1 al 9 (8)
hasta 25 d después de la inoculacién (Cuadro 1). Las
mediciones se registraron en una planilla disefiada para
llevar el control de ambas variables en cada planta, a partir
de las cuales se pudo establecer graficamente la dindmica
de avance de la enfermedad.

Modo de herencia de la enfermedad. Se realizé un
Poligono de Frecuencia y una prueba de normalidad de
Shapiro & Wilks (modificado), para saber si los datos
observados seguian una distribucién normal.

Para el estudio de la herencia monogénica se sigui6 el
procedimiento de Castanieda (2). La frecuencia observada
para los fenotipos resistentes y susceptibles se comparé6 con
la frecuencia esperada para una segregacién de un gen mayor
en F,, correspondiente a la segregacién 5/8 resistentes: 3/8
susceptibles. Se realiz6 la prueba de bondad de ajuste (X?),
donde se compararon las frecuencias observadas y esperadas
para las categorias resistente y susceptible.

RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente se sembraron 205 plantas F.; sin embargo,
algunas murieron y otras no germinaron, por lo que
finalmente qued6 una poblacién de 153 plantas F,, para la
evaluacién. Los testigos presentaron fallas de germinacién
y para el ensayo sélo se cont6 con una planta de los testigos
siguientes : “Linea 87, “XAN 154”7, “XAN 149” y “MEM-
0301014”.

Descripcion de los sintomas. Los sintomas observados
coincidieron con los reportados en la literatura para la
quemazén bacteriana de la caraota (2,10,12,14); éstos
empezaron a evidenciarse 10 d después de la inoculacién.
En la lamina foliar se observé una mancha que aumentaba
de forma irregular con la presencia de un halo amarillo
creciendo hacia los margenes de la hoja misma que
posteriormente se torn6 de color café hasta ocupar toda el
area foliar, ocasionando en algunos casos la caida de las
hojas, presentandose o no la translocacién de los sintomas
al resto de la planta.



Cuadro 1. Escala arbitraria de evaluacién para porcentaje de area
foliar afectada (% AFA) de las plantas inoculadas con X. phaseoli .

Porcentaje
Escala de 4rea foliar Interpretacién
afectada
1 Sin lesién (0) Completamente Resistente
2 1-12,5 Resistencia Alta
3 13-25,5 Resistencia Moderada
4 26-38,5 Resistencia Baja
5 39-51,5 Baja Susceptibilidad
6 52-64,5 Moderada Susceptibilidad
7 65-77,5 Alta Susceptibilidad
8 78-90,5 Muy Alta Susceptibilidad
9 91 Susceptibilidad Severa

Desarrollo de la enfermedad. El desarrollo de la
enfermedad medida en tamano de la mancha en milimetros
se presenta en la Fig. 1. En general se observaron plantas
que presentaron un aumento del tamafio de la mancha desde
la aparicién de los sintomas hasta 19 d después de la
inoculacién (ddi); posterior a esa fecha, los valores se
mantuvieron constantes en el tiempo. Se observé gran
variabilidad en el avance de la enfermedad medido en tamafo
de la mancha entre los individuos de la poblacién F,. Algunas
plantas presentaron tamafos de mancha superiores a 80 mm,
superando el valor de la mancha para el padre portador de la
susceptibilidad (MEM 0103014). También se observaron
plantas con un avance de la enfermedad similar e inferior al
padre portador de la resistencia (Linea 8), y otros se mostraron
con tamanos intermedios entre ambos padres.

Porcentaje de area foliar afectada (% AFA). En la
Fig. 2 se observan las tendencias de las curvas para el
desarrollo de la enfermedad medidas en porcentaje de area
foliar afectada y evaluadas varios dias después de la
inoculacién. Se pueden apreciar diferentes respuestas de las
plantas F, en comparacién con los padres. Algunas pudieran
ser catalogadas como resistentes por presentar valores de AFA
no mayores a 20% AFA; otras presentaron comportamiento
similar a uno de los padres (Linea 8), con valores de AFA de
60%, lo que indica susceptibilidad moderada. En otros casos
sobrepasaron valores de 60% coincidiendo con el padre
susceptible (MEM-0301014). Resultados similares fueron
obtenidos por Castafieda (2), donde una poblacién F,, de
caraota, también mostrd respuestas variables con genotipos
similares a los padres y a los testigos.

Cuadro 2. Clasificacién de las plantas F, de caraota, testigos y padres,
de acuerdo a los distintos grados de reaccién a X. phaseoli.

Escala Pli;fl;as Testigos Ff:i:)irll:l?éie Categoria
1 0 0
2 6 392,156,863 =
3 11 718,954,248 2.
4 8 XAN 154 522,875,817 ]
5 64 Linea 8 418,300,654 3
Sub — Total 89
6 2 XAN 149 130,718,954
7 32  MEM-0103014 209,150,327 g’
8 25 163,398,693 g
9 5 326,797,386 T
Sub — Total 64 %
Total 153 100
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Fig. 1. Desarrollo del tamarfio de la mancha (mm) en plantas F, inoculadas
con X. phaseoli a diferentes dias después de la inoculacién (ddi).

Comparacién de las variables. En la mayoria de los
casos, para ambas variables (tamano de la mancha y % AFA),
se observé un aumento de la mancha desde la aparicién de
los sintomas 10 ddi hasta los 19 ddi. Posterior a esa fecha,
debido a la defoliacién que se produjo como consecuencia de
la enfermedad y en otros casos por la marchitez de las hojas
inoculadas, ambas variables se mantuvieron estables. Podemos
decir que los 19 ddi es la mejor fecha de evaluacién por
presentar la mayor variabilidad en el avance de la enfermedad
y es el momento de maxima intensidad de la sintomatologia,
por ende, fue la fecha seleccionada para realizar el estudio del
modo de herencia. Adicionalmente, se consideran de mayor
importancia los valores de avance de la enfermedad expresados
en porcentaje de area foliar afectada. Dada la irregularidad
en la forma de la mancha, un valor medido en porcentaje de
area afectada, refleja més eficientemente el dafio ocasionado
por la mancha.

Herencia de la resistencia. Para determinar si la
herencia de la resistencia era un caracter de tipo cualitativo
o cuantitativo, se realizé un poligono de frecuencia con las
plantas F,, usando datos agrupados con los valores de
porcentaje de AFA alos 19 ddi (Fig. 3). En la curva, se aprecia
que los datos no presentaron una distribucién normal. Para
corroborar la informacién se realizé una prueba de
normalidad de Wilks-Shapiro, utilizando el programa
estadistico Infostat, obteniéndose que para un numero total
de 153 plantas evaluadas, los valores de la media y la mediana
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Fig. 2. Desarrollo del porcentaje del area foliar afectada en plantas
F, inoculadas con X. phaseoli a diferentes dias después de la
inoculacién.
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Fig. 3. Poligono de frecuencia para porcentaje de aréa foliar afectada
a los 19 ddi en plantas F, de caraota inoculadas con X. phaseoli.

presentaron valores distintos: 54,98 y 50,00,
respectivamente; el valor de la kurtosis fue de -0,39 (distinto
de 3) y, finalmente, la probabilidad (p) obtenida fue de
<0,0001 lo que indicé un valor inferior a 0,05 (6). De esta
manera, se confirma que los datos de porcentaje de AFA no
presentaron una distribucién normal, y por lo tanto, el
caracter de resistencia no corresponde a una herencia de
tipo cuantitativa.

Antes de evaluar si el caracter es de tipo cualitativo,
se determin la distribucién de la frecuencia de los distintos
grados de la escala de reaccién a X. phaseoli de las plantas
F,, asi como los parentales y testigos (Cuadro 2 y Fig. 4). El
mayor grupo de plantas (64) que presenté una baja
susceptibilidad a la bacteriosis comun se ubicé en la escala
5, incluyendo al padre portador de la resistencia (Linea 8).
De la misma manera, se obtuvo la presencia de un grupo de
32 plantas con escala 7, considerandose altamente
susceptibles. En esta misma escala se incluye el padre
portador de la susceptibilidad (MEM-0103014), lo que indica
que la mayoria de las plantas se comportaron muy similares
a los padres. Asimismo, los testigos “XAN 154” y “XAN 149,
se ubicaron en la escala 4 y 6, respectivamente; con pocos
individuos de la poblacién de comportamiento similar. Por
otra parte, no se observaron plantas con escala 1
(completamente resistentes) y muy pocas plantas en escala
6 y 11, con resistencia alta y moderada, respectivamente.
Hubo también otro grupo de plantas con niveles de
susceptibilidad superiores al padre susceptible.

En la Fig. 4 y Cuadro 2 también se observa la presencia
de dos categorias: una conformada por las plantas resistentes
(escala 1 a 5) y otra por las plantas susceptibles (escala 6 a
9). Es de hacer notar que ambas categorias incluyen los
grupos de plantas que se presentan con mayor frecuencia,
lo que denota que la poblacién F, presenta caracteristicas
de resistencia y susceptibilidad muy similares a los padres
que dieron origen a esa poblacién. En trabajos similares,
Ramis (14) y Castaneda (2), consideraron como resistentes
a las plantas con una escala de reaccién de 1 a 4 y de
susceptibles de 5 a 9. En ambos casos, “XAN 154” present6
una resistencia alta correspondiente al nivel 2; lo que difiere
del presente trabajo donde su nivel de resistencia
correspondié al nivel 4, equivalente a resistencia baja. Esto
posiblemente se deba a la fuerte presién de inoculo a la que
fue sometida bajo las condiciones de este ensayo.

38 Vol. 23, N°2, 2010

"nNT - - - — - - - — - — = = = = — -
LmeaS\

60+ ———————"——N-- - - - — — -

50t ———— ——— @ }— — — — — — — — -
K MEMO0103014
S 401+ - - — — - = = - = — -
5}
g
& 07— — — = = = - - = - = — -
=

of ‘ I N

Escala de distintos grados de reaccién a la Bacteriosis comun

Fig. 4. Numero de familias F, en cada categoria de la escala de
evolucion de resistencia a X. phaseoli.

Por otra parte, el parental Linea 8 habia mostrado
resistencia bajo condiciones de campo y por eso se utiliz6
como el progenitor que aportaba la resistencia. Es la primera
vez que se evalia bajo condiciones de umbraculo y
posiblemente la fuerte presién de inoculo lo clasificé en un
nivel de baja susceptibilidad. Seria conveniente incluirlo
como testigo en futuros trabajos de investigacién para
comparar su nivel de resistencia.

A fin de verificar la herencia de la resistencia a X.
phaseoli, se considerd como resistentes las plantas con una
escala del 1 al 5, y susceptibles de 6 a 9 tomando en cuenta
las categorias formadas. Se plante6 como hipdtesis nula que
la herencia de la resistencia estda controlada por un gen
mayor. La frecuencia observada para estos dos fenotipos se
compard con la frecuenta esperada para una segregacion 5/8
resistentes: 3/8 susceptibles, correspondiente a un gen mayor
dominante en F,. El Cuadro 3 presenta la prueba de bondad
de ajuste (X?), donde se comparan las frecuencias observadas
y esperadas para las categorias resistente y susceptible.

El valor de X?total obtenido es menor al valor tabulado
X?para un grado de libertad (3,84), por lo que se acepta la
hipdtesis nula de que el caracter de resistencia a la
bacteriosis comuUn viene dada por un gen mayor. Sin
embargo, como ya se mencion6 hubo un pequerio grupo de
plantas que presentaron valores de resistencia superiores
al padre resistente; asi como, valores de susceptibilidad
superiores al padre susceptible. La presencia de esta
variabilidad en las plantas F, evaluadas parece indicar la
presencia de poligenes de efecto menor, lo que pudiera
sugerir que estamos en presencia de una herencia
transgresiva (5).

Los resultados obtenidos nos permiten inferir que el
caracter de la resistencia a la bacteriosis comun, viene dado

Cuadro 3. Prueba de bondad de ajuste X* para la evaluacién la
segregacion de un gen mayor dominante de resistencia a la
bacteriosis comtn en plantas F, de caraota.

Clases (6] E (O-E)Y/E
Resistentes 89 95,625 0,45898693
Susceptibles 64 57,375 0,76497821
TOTAL 153 153,000 1,22396514




por la presencia de un gen mayor de resistencia mas un
conjunto de poligenes de efecto menor. Resultados similares
fueron obtenidos por Castafieda (2).

Aquellas plantas que presentaron niveles superiores al
padre resistente deberdn tomarse en consideracién en
futuros programas de mejoramiento donde se desee
incorporar genes de resistencia a la bacteriosis comun de la
caraota.

Se recomienda sembrar mayor numero de padres y
testigos, para garantizar la presencia de suficientes
individuos para el ensayo, en caso de fallas en la germinacién
o muerte de las plantulas. En cuanto a la evaluacion de
resistencia en umbraculo, es necesario colocar los testigos y
padres en cada uno de los mesones donde se encuentren las
plantas a evaluar, asi se podra evidenciar la presencia de
un escape o la resistencia a la enfermedad. En general, se
considera importante incluir las herramientas moleculares
en ensayos donde se evalta el modo de herencia de una
enfermedad, debido a la precisién de éstos estudios. En
programas de mejoramiento donde se desee incorporar genes
de resistencia a la bacteriosis comuUn en caraota se deben
continuar evaluando las plantas F, que presentaron un valor
de resistencia superior al padre resistente y, finalmente,
incorporar estudios de translocaciéon de los sintomas en las
plantas al evaluar la resistencia a la bacteriosis comun en
caraota.
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