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REACCION EN HOJAS Y VAINAS DE SEISGENOTIPOS DE FRIJOL A Xanthomonas cam-
pestris p. v. phaseoli

JesUs Elides Murillo R.*, Pablo Guzmén V.**, Jaime Eduardo Muioz F, ***

COMPENDIO

En casa de malla, se inocularon seis genotipos de frijol, Phaseolus vulgaris L (BAT 41, BAT 76, BAT 93, BAT
1297, Porrillo sintético y XAN 112), con Xanthomonas campestris p. v. phaseoli. Se inocularon hojas (primera
hoja trifoliada, antes de floracién y durante floracion) y vainas jovenes, y se evaluaron a los 10,12 y 14 dias des-
pués de inoculacién (DDI). En hojas se us6 un disefio experimental de Bloques Completos al Azar con arreglo en
parcelas divididas, en la parcela principal se ubicaron las etapas de desarrollo y en las subparcelas los genotipos; en
vainas el disefio fue de Bloques Completos al Azar. Los ensayos se replicaron en el tiempo. Se encontr alta co-
rrelacidn entre los resultados de los ensayos cuando se replicaron en el tiempo. En hojas se encontrd mayor grado
de discriminacién de los genotipos a los 14 DDI y menor cuadrado medio del error en los tres estados de  desarro-
llo; comparando estados de desarrollo se encontrd mejor discriminacién en la etapa de floracién. Aunque el orde-
namiento en hojas y vainas vari6 solamente en los genotipos BAT 1297 y BAT 93, los resultados sugieren que los
genotipos presentan reacciones ligeramente diferentes en hojas y vainas.

ABSTRACT

Six bean genotypes were inoculated with Xanthomonas campestris p. v. phaseoli in the greenhouse. Genotypes
treated were: BAT 41, BAT 76, BAT 93, BAT 1297, Porrillo sintético; leaves were inoculated at three stages: first
tricoliated leaves, just before and during flowering period. Young pods were also inoculated. Evaluations were
made at 10, 12 and 14 days after inoculation. Results in leaves were analyzed as a complete randomized block ex-
periment with split plots, main plot were growth stages and subplots were the genotypes. Pods were analized as a
Randomized complete block. Trials were replicated en seasons. A high correlation was found for results between
seasons. Leaf reaction at 14 days after inoculation showed to be a better criteria to differentiate genotypes and
had a lower mean square error in the 3 growth stages. Flowering stage is the best time to evaluate reaction. Only
BAT 1297 and BAT 93 genotypes showed differences in their reaction but en general results suggest that there
are genotype differences in leaf and pod reaction to Xanthomonas inoculation.

INTRODUCCION Xanthomonas campestris p. v. phaseoli (Smith)
Dye,lugar importante por su incidencia en las
El frijol, Phaseolus vulgaris L, es alimento regiones frijoleras del mundo.

bésico en Latinoamérica, es rico enproteinas
y el costo es relativamente bajo en compara-
cion con otras fuentes de proteina animal
(CIAT, 1975). Las enfermedades constitu-
yen uno de los factores que mas influyen en
la produccion; ocupando entre las ocasiona-
das por bacterias esta la bacteriosis comun

La enfermedad se ha registrado en Australia,
Canada, China, Francia, Sur Africa, Italia,
Argentina, Brasil, Colombia, Costa Rica,Repi-
blica Dominicana, Guatemala, Jamaica, Sudan,
Uganda y México (Correa, 1978) en regiones
con temperaturas entre 16 y 28°C, con mayor
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incidencia a 28°C (Schwartz y Galvez, 1980).

En campos experimentales se ha estimado la
disminucion de la producciéon entre 22 vy

45 o/o (Yoshii, Galvez y Alvarez, 1978; Beebe,
1982).

Al inocular plantas con X. campesttis p. v.
phaseoli, en invernadero, los primeros sinto-
mas se presentaron a los 6, 10 y 14 dias  de
inoculadas, a temperatura de 32,28 y 24°C
respectivamente, temperaturas menores de
20°C retardaron la aparicion de sintomas; los
sintomas se expresaron mejor a 28°C y la me-
jor época de evaluacion fue 10 dias después
de inoculacion (Patel y Walker, 1963).

La bacteria penetra a las hojas por abertu-
ras naturales, como los estomas e hidatodos, o
a través de heridas (Alvarez y Vanegas, 1979 ;
CIAT, 1985). En las vainas, la bacteria puede
penetrar en las fibras que las cierra, a partir
del sistema vascular del pedicelo y artificial-
mente mediante heridas sobre los tejidos
(Schwartz y Galvez, 1980; CIAT, 1985).

En el germoplasma de frijol hay variabili-
dad genética de la resistencia al afiublo co-
mun (Schwartz y Galvez, 1980; CIAT, 1981).
Para estudiar el mecanismo de resistencia
Coyne et al (1974) y Pompeu (1971),citados
por Correa (1978), utilizaron como progeni-
tores una linea tolerante de madurez tardiay
una linea susceptible de madurez temprana,
obtuvieron dominancia completa para resis-
tenciaen laF, , peroen la F,, hubo segrega-
cion que combinaba en pocas plantas la ma-
durez temprana y la tolerancia,por lo cual su-
gieren que varios genes controlaban la reac-
cion “intermedia”. Coyne (1974),Schwartz
y Galvez (1980); Beebe (1982) concluyeron
que la reaccion a la enfermedad se heredaba
cuantitativamente.

La resistencia o susceptibilidad de los cul-
tivares depende del estado de desarrollo, sien-
do mas susceptibles las plantas en estado re-
productivo (Coyne et al, 1965; Ekpo vy
Saettler, 1976). Gross (1940) afirmé que las
hojas viejas presentaban mayor grado de sus-
ceptibilidad a la bacteriosis comdn; por el

contrario, Patel y Walker (1963) encontraron
que las hojas jovenes eran mas susceptibles
tanto a la bacteriosis comun como al afiublo
de halo producido por Pseudomonas syringae
p v. phaseolicola.

Gloyer (1922), Coyne et al (1965), afir-
man que las plantas presentan dos periodos
de mayor susceptibilidad: desde la germina-
cion hasta la tercera hoja verdadera y de for-
macion de vaina hasta madurez. Coyne vy
Schuster (1971 y 1973) observaron respues-
tas diferentes en hojas y vainas con aislamien-
tos de X. campestris pv. phaseoli, indicaron
que existian genes diferentes que controlaban
la reaccion de resistencia en estos. 6rganos.

Debido a la importancia del cultivo,y a los
dafos que produce la enfermedad se hace ne-
cesario confrontar sistemas de evaluacion y
obtener métodos que permitan una adecuada
comparacion de los cultivares en lareaccion a
la bacteriosis. Por consiguiente los objetivos
de este trabajo fueron: comparar los grados
de reaccion en ensayos realizados en épocas
diferentes; determinar la etapa de desarrollo
de la planta de frijol de mayor susceptibilidad
a Xanthomonas campestris pv. phaseoli; eva-
luar el efecto de los dias después de inocula-
cion sobre la reaccion de seis genotipos de
frijol, y evaluar la diferencia en reaccion en
hojas y vainas.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La investigacion se realizd en casa de ma-
llas, en el Centro Internacional de Agricultu-
ra Tropical (CIAT), con los genotipos BAT 41,
BAT 76, BAT 93, BAT 1297, XAN 112 vy
Porrillo sintético.

Las etapas de inoculacion fuerondefinidas
asi: en fase vegetativa se escogi6 la etapa 1
(V3), correspondiente a la primera hoja trifo-
liada; en fase reproductiva se escogieron las
etapas 2, 3y 4 que corresponden a preflora-
cion (Rs ), floracion (R, ) y vainas jovenes
(R,). Con semillas en formacidn (CIAT, 1985)
se realizaron ensayos previos para definir las
etapas de desarrollo de cada uno de los culti-
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vares y se sembraron los genotipos en diferen-
tes épocas con el fin de obtener las cuatro eta-
pas (V3, Rs, Rs y R;) al mismo tiempo.

Se realizaron dos experimentos en diferen-
tes épocas con el fin de evaluar este efecto en
la consistencia de los resultados.

Para la inoculacion en hojas, se realizaron
cortes en los foliolos con un par de cuchillas
ajustadas a un mango de madera, el foliolo se
coloco sobre una esponja que contenia una
suspensidn bacterial, con una concentracion
5 x 107 cel/ml del aislamiento colombiano
Xp c. 123. En V; se inocul6 el primer trifo-
lio, en R; la tercera hoja trifoliada; en Ry la
cuarta y en R, las vainas (2 por planta) con
una aguja hipodérmica que tiene una esponja
con suspension bacterial en la base.

Para inoculaciones en hojas se emple6 un di
sefio experimental de bloques completos al
azar, con arreglo en parcelas divididas y seis
repeticiones; la parcela principal estuvo cons-
tituida por las etapas y las subparcelas por los
genotipos. La unidad experimental constd de
cuatro potes (capacidad 1 kg), con una plan-
ta pote. Para inoculacidn en vainas, el disefio
experimental fue de bloques completos  al
azar, con seis repeticiones. De manera similar
que para ¢l experimento de inoculaciones en
hojas, el criterio de bloqueo fue la cercania
de las unidades experimentales,

Se midio la variable grado de severidad de
la enfermedad, con unaescalade 1 a 9. Laes-
cala de evaluacion en hojas fue proporciona-
da y recomendada por CIAT. En vainas el pro-
cedimiento utilizado fue el de Corrales, Beebe

y Correa (1981), pero se acondiciond la esca-
la de evaluacion de 1 a 9, de la siguiente ma-
nera: se evaluaron 30 vainas de los genotipos
XAN 112 (testigo resistente), Porrillo sintéti-
co (testigo susceptible) y XAN 90 (interme-
dio); la concentracién del inéculo fue de 5 x
107 cel/ml. Se realizaron tres heridas en cada
vaina joven entre las semillas en formacién ,
la infeccién se cuantificbalos 10,12 y 14
dias después de inoculacion, se midi6 el dia-
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metro de la zona afectada a lo ancho y largo
y se promediaron los resultados obtenidos pa-
ra definir la escala de severidad, asi:de 1 a
3 se califican los genotipos resistentes (para
esta asignacion se us6é el XAN 112),ded4a 6
se califican como intermedios ( la referencia
usada fue el genotipo XAN 90) yde 7a 9 se
califican como susceptibles y el patron de re-
ferencia fue el testigo susceptible.

Se correlacionaron las calificaciones de se-
veridad de los ensayos 1 (sembrados en sep-
tiembre de 1987) y 2 (sembrado en noviem-
bre de 1987) para hojas y vainas, con el fin
de evaluar la consistencia de los resultados.

Se realizaron analisis de varianza para gra-
do de severidad en hojas y en vainas; se utili-
24 la prueba de rango multiple de Duncan pa-
ra comparar los promedios.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Correlacidn del grado de severidad entre
los ensayos

Se obtuvieron altos coeficientes de correla-
cion alos 10, 12y 14 DD! para hojas y vai-
nas; los genotipos testigos, Porrillo sintético
y XAN 112, tuvieron los mayores y menores
promedios respectivamente en los diferentes
tipos de evaluacion (Cuadro 1).

La singnificancia de la asociacion permite
concluir que la metodologia experimental vy
las escalas de evaluacion utilizadas fueron ade-
cuadas, dada la consistencia de los resultados.

La poca diferencia entre los dos ensayos,
permite también presumir que en casas de ma-
llas las comparaciones entre genotipos no se
van a ver muy afectadas por la época en que
se realice el ensayo. Con base en lo anterior
solo se analizan los resultados del ensayo 1.

3.2. Seleccion del tiempo después de inocula-
cién y etapas para evaluar hojas

Se estim6 el coeficiente de correlacion para
la variable grado de severidad entre dias des-
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pués la inoculacion (DDI) (10, 12 y 14) para

cada una de las tres etapas en donde se evalua-
ron hojas (Cuadro 2). En general,se encontra-
ron correlaciones positivas altas y  significati-
vas entre evaluaciones realizadas a diferentes
dias después de inoculacion en las tres etapas.

Cuadro 2

Coeficientes de correlacion para la variable
grado de severidad de! dafio en la hoja

DDI ETAPA
1 2 3
10-12 0.98** 0.80ns 0.94**
10-14 0.81* 096 ** 0.89*
12-14 0.90** 087 * 0.98**

**Pp@< 0.01) *P(0.01<a< 0.05) nsP>005)

A los DDI, el Porritlo sintético (testigo sus-
ceptible) present6 grados de severidad relati-
vamente bajos en la primera etapa (primera
hoja trifoliada), su reaccidn se calific6 como
intermedia; los demés genotipos no se diferen-
ciaron del testigo resistente XAN 112 y son
calificados como resistentes (Cuadro 3). En
la etapa 2 (prefloracién) todos los genotipos
se calificaron como resistentes. En la etapa 3
(floracion) hubo tres genotipos intermedios
(BAT 41, Porrillo sintético y BAT 1297 con
promedio de 5.0 y 4.0 respectivamente) y
tres genotipos resistentes.

A los 12 DDI, en etapa 1 hubo mayor dife-
renciacién de las variedades: tres intermedias
(el Porrillo; BAT 41 y BAT 129) y tres resis-
tentes, incluido el testigo XAN 112; en laeta-
pa 2 se obtuvo muy poca discriminacién vy
todos los genotipos se calificaron como resis-
tentes, o que indica que el avance de la en-
fermedad en esa época fué relativamente ba-
jo.

A los 14 DD se obtuvo en primera hoja
trifoliada mayor discriminacion que a los 10
y 12 DDI, pues se presentaron las tres cate-
gorfas: susceptible (Porrillo sintético), resis-
tente (XAN 112) e intermedio para los de-
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mas genotipos. En prefloracion y floracion
se presentaron también las tres categorias.

En los diferentes dias de evaluacidn se de-
tectaron diferencias altamente significativas
debido a etapas y genotipos, a fos 10 DDi no
hubo interaccion genotipo por etapa pero si
la hubo alos 12y 14 DDI (Cuadro 4). Lain-
teraccion indica que la etapa de evaluacion
influye diferente sobre el comportamientode
los genotipos, como se aprecia en la Figura 1
en evaluaciones a los 12y 14 DDI, en donde
genotipos con relativamente baja severidad en
la etapa 3, este es el caso del V, 14 DDI. Ana-
lizando los coeficientes de variacién (CV) se
confirma que a los 14 DD1 se obtiene mejor
discriminacidn porque las evaluaciones entre
repeticiones son menos variables, mds preci-
sas y se detectan diferencias mas pequefias
entre genotipos.

Los resultados obtenidos confirman lo plan-
teado por Coyne et al (1973) y Ekpo vy
Saettler (1972) quienes afirman que la resis-
tencia al afiublo com(in dependfa del estado
de desarrollo de las plantas; en general hubo
mayor severidad en la etapa 3, y menor en la
etapa 2. En la planta ocurren cambios drésti-
cos en los procesos fisiologicos ( fotosintesis,
respiracion y distribucién de carbohidratos y
nutrientes) cuando se pasa de la fase vegetati-
va a la fase reproductiva, estos cambios infiu-
yen entre otros en la caida de flores, hojas y
efectos de las plagas y enfermedades (CIAT,
1985). Posiblemente la transiocacién de sus-
tancias nutritivas acumuladas en la fase vegeta-
tiva, presentes en las hojas, y que ayudan a
proteger a la planta.contra infecciones de pat6-
genos, inician su desplazamiento hacia los or-
ganos reproductivos (flores y vainas) tomando
los tejidos vulnerable a patogenos.

3.3. Evaluaciones en vainas

Los coeficientes de correlacion obtenidos
entre dias de evaluacién después de inocula-
cion (10-12, r. =0.98**; 10 14,r.=0.93"*
y 12-14, r. = 0,92**) indican que la mayor
asociacion se presenté entre los 10y 12 DDI.
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Cuadro 3

Promedio de grado de severidad en hojas para los genotipos en tres etapas y tres tiempos de evaluacion

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
DDI DDI DDI
Genotipo 10 12 14 10 12 14 10 12 14

P.sintético 4.3 I* 551 8.28 25R 35R 788 4.21 551 8.35S
BAT - 41 3.2R 4.2 1 6.71 23R 35R 738 501 6.11 828
BAT -1297 3.2R 441 691 23R 2.7R 6.51 4.01 5.21 76 S
BAT - 76 24R 3.1R 5.61 23R 23R 708 3.7R 561 78S
BAT -93 1.7R 2.5R 4.6 1 14 R 20R 29R 29 R 30R 4.7 1
XAN-112 26R 3.1R 3.6 R 1.6 R 1.4 R 22R 22 R 21R 2.7R

* El grado de severidad 1- 2 Resistente (R), 4-6 Intermedio, 7 -9 Susceptible (S)

Cuadro 4

Anlisis de varianza para grado de severidad a los 10, 12 y 14 dias después de inoculacion

en hojas
CM

FV GL 10 DDI 12 DDI 14 DDI
Bloque 5 1.83 ns 4.26 ns 1.38 ns
Etapas 2 18.95%* 37.22%% 8.09*+
Error (a) 10 1:17 1.66 0.76
Genotipo 5 10.90** 21.20%* 78.80%*
Genot. x Etapa 10 1.60 ns 3.05%* 2.94%+
Error (b) 75 0.90 1.00 1.37
Total (c) 107

X 2.87 3.60 6.08

CVolo 33.02 2713 19.24
ns=P(a > 0.05) *=P (0,01 S a <0.05) **=p(a <0.01)
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El 4rea lesionada tuvo mayor aumento en-
tre los 12y 14 DDI que entre los 10y 12 DDI
(Cuadro 5).

A los 10 DDI no se discriminan adecuada-
mente los genotipos, todos son calificados co-
mo resistentes (R), a los 12 DD1 el BAT 76 y
el Porrillo sintético pasan a la categoria de in-
termedios, a los 14 DDI, todos los genotipos
fueron calificados como intermedios, con ex-
cepcibn del testigo resistente XAN 112, geno-
tipo que entre los 12 y 14 dias presentd gra-
dos de severidad muy similares, 2.0y 2.1 res-
pectivamente, para evaluaciones en vainas la
mayor discriminacion se logré a los 14 DDI.

El anélisis de varianza para grados de severi-
dad detectd diferencias significativas entre tra-
tamientos a los 10, 12 y 14 DD! (Cuadro 6),
lo que indica que es més “sensible’’ el ANDV
para detectar diferencias que la calificacién
del grado de susceptibilidad, con la prueba de
Duncan se formaron cuatro grupos a los 10
DDIly 12 DDl y tres a los 14 DDI.

El CV a los 14 DD| fue menor (13.48 o/0)
que a los 10 (39.44 o/0) y 12 DD (19.35 0/0),
lo que indica que la severidad presentd mas
consistencia en un mismo genotipo a los 14
DDI. Considerando grados de susceptibilidad
y precisidn en las evaluaciones (bajo CV), se
puede concluir que en vainas las evaluaciones
deben realizarse a los 14 DDI. Sin embargo,
los relativamente bajos valores obtenidos en
vainas con relacién a hojas, permiten sugerir
que se realicen evaluaciones posteriores a los
14 DDI.

3.4. Asociacién entre grado de severidad en
hojas y vainas

Los coeficientes de correlacion y obteni-
dos para promedio de evaluaciones de hojas
y vainas fueron 0.45 ns; 0.63 ns; 0.82* para
10, 12 y 14 DDI; lo que indica que las eva-
luaciones realizadas 14 DDI se asocian signi-
ficativamente. Al asociar grado de severidad
en hojas etapa 3 (floracion) y vaina a los 14
DD, se obtuvo un coeficiente de correlacion

de 0.86* lo que permite concluir que el orde-
namiento de los genotipos fue similar en las

dos etapas, solo hubo ligeros cambios en los

genotipos BAT 1297 y BAT 93 que invirtie-
ron posiciones. Al ubicar los genotipos en

cuadrantes de acuerdo con el promedio de se-
veridad en hojas etapa.3 y vainas, se obtuvie-
ron los siguientes resultados: Cuadrante | (al-
ta severidad en hojas y vainas): BAT 41,BAT
76 vy Porrillo sintético; Cuadrante Il ( baja
severidad en hojas y vainas): BAT 93 y XAN
112, y Cuadrante 1V (alta severidad en hojas

y baja en vainas) BAT 1297.

Estos resultados confirman lo planteado
por Coyne y Schuster (1971 y 1973) quienes
afirman que debido a la reaccién diferencial
de tejidos (hojas y vainas) se podfan presen-
tar genotipos resistentes en hojas y suscepti-
bles en vainas y viceversa, lo que sugiere que
genes diferentes controlarian la reaccion en
hojas y en vainas.

4. CONCLUSIONES

4.1. En casa de malla se presentaron correla-
ciones positivas y significativas para la
variable grado de severidad, para evalua-
ciones en igual estado de desarroilo de
las plantas y dias de evaluacin para los
dos ensayos.

4.2. En hojas el mayor grado de discrimina-
cién entre genotipos y la mayor preci-
sidn se encontrd a los 14 dfas después
de inoculacién (DDI1).

4.3. Cuando se inocularon hojas, se logré ma-
yor discriminacién entre genotipos en la
etapa de floracion y al evaluar 14 DDI.

4.4. Se obtuvieron mayores grados de severi-
dad en hojas que en vainas, por lo que
deben realizarse en vainas evaluaciones
posteriores a los 14 DDI, porque con el
desarrollo del érea afectada ningiin geno-
tipo fue calificado como susceptible.

"
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Cuadro 5

Promedios de la variable grado de severidad, en los genotipos por evaluacidn y calificacién de grado
de susceptibilidad en vainas alos 10,12y 14 DDI

10 DDI 12 DDI 14 DDI X
Calif. 1/ Calif. Calif. Geno-

Genotipo Media  Suscep. Media  Suscep. Media  Suscep. tipos  Suscep.
BAT - 76 35A R 4.3 A I 6.2 A 1 4.6 I
Porrillo sintético 3.2A R 4.0 A I 6.7 A I 4.6 I
BAT-41 2.6B R 358 R 6.2 A I 4.1 1
BAT-93 248 R 33B R 5.0B 1 3.5 R
BAT- 1297 20B R 29C R 44 B I 3.0 R
XAN - 112 1.1D R 20D R 2.1C R 1.7 R
X Eval. 24 3.3 5.1

1/ Calificacibn de grado de susceptibilidad asi: (R) = Resistente; 4

Cuadro 6

A nilisis de varianza en vainas para el valor medio de la variable grado de severidad a los 10, 12 y 14 dfas
después de la inoculacién en los seis genotipos

-6 (I) = Intermedio; 7 -9 (S) = Susceptible

Promedios con letras iguales lefdas vertical u horizontalmente no son significativamente diferentes.

10 DI V 12DDI 14 DDI

FV G.L. 2/ CM Fe. CM Fc CM Fc
Bloque 5 0.98 1.83 NS 1.05 2.52 NS 1.95 4.13%*
Genotipo 5 3.96 7.36 ** 3.61 8.63 ** 16.43 34.75 #*
Error 292 0.54 0.42 0.47
Total (c) 32

X 2.49 3.34 5.1
CV (0/o) 39.44 19.35 13.48

1/  Diasdespués de inoculacién
2/  Se perdieron tres unidades experimentales
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(**) P(a < 0.01)

NS = No significativas
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