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RESUMEN

El fréjol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa de grano
comestible mas importante en Ecuador. El Ministerio de Agricultura,
Ganaderia, Acuacultura y Pesca de este pais estimé que en el 2012 se
cultivaron 71,600 hectareas, de las cuales el 53% del area sembrada se
destind a cosecha en grano seco y el restante 47% se coseché en grano
tierno. El fréjol constituye una fuente importante de ingresos econémicos
para los agricultores, y de alimento para miles de familias ecuatorianas. El
rendimiento y la calidad del cultivo es afectado por enfermedades como la
mancha angular causada por Pseudocercospora griseola (Sacc.) Ferraris.
La mejor alternativa de control de esta enfermedad es el uso de variedades
resistentes. Sin embargo, la durabilidad de la resistencia dependera
del conocimiento de la variabilidad del patégeno causante de la mancha
angular. En Ecuador no se han realizado estudios en forma detallada y
sistematica relacionados con la mancha angular. Por tal razén, se estudio
la variabilidad patogénica de 21 aislamientos de Pseudocercospora
griseola, colectados en las provincias de Carchi e Imbabura de los Andes
ecuatorianos. Se identificaron trece diferentes patotipos, cinco de ellos
compatibles unicamente con el grupo de diferenciales andinos y los
ocho restantes compatibles con los dos grupos de diferenciales (andinos
y mesoamericanos). La raza 63:0 fue la mas frecuente y la raza 31:63
fue la mas virulenta. Ninguno de los aislamientos fue compatible con el
diferencial Cornell 49-242. Por lo tanto, futuras lineas de fréjol en Ecuador
se beneficiarian al introducir el gen de resistencia Phg-2 presente en el
diferencial Cornell 49-242.

Palabras clave: mancha angular, variabilidad patogénica, Phaseolus
vulgaris, enfermedades de plantas, hongo

ABSTRACT

Pathogenic variability of Pseudocercospora griseola isolates from two
provinces of Ecuador

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most important edible
grain legume in Ecuador. The Ministry of Agriculture, Cattle Raising,
Aquaculture and Fisheries of this country estimated that 71,600 hectares
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Ecuador.
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were cultivated in 2012; of the sown area, 53% was dedicated to dry grain
and the remaining 47% to fresh grain. Beans are an important source
of income for farmers and food for thousands of Ecuadorian families.
Crop performance and yield are affected by diseases such as angular
leaf spot caused by Pseudocercospora griseola (Sacc.) Ferraris. The
best alternative for disease control is to use resistant varieties. However,
durability of field resistance will depend on the knowledge of angular
leaf spot variability. In Ecuador, detailed and systematic studies on the
variability of the angular leaf spot pathogen have not been conducted. For
this reason, the pathogenic variability of 21 isolates of angular leaf spot,
collected from the provinces of Carchi and Imbabura in the Ecuadorian
Andes, was studied. Thirteen different pathotypes were identified, five of
them showed compatibility with only the group of Andean differentials and
the remaining eight showed compatibility with two groups of differentials
(Andean and Mesoamerican). Race 63:0 was the most frequent and race
31:63 was the most virulent. None of the isolates were compatible with
differential Cornell 49-242. Therefore, bean breeding lines in Ecuador
would benefit by incorporating the Phg-2 resistance gene present in
differential Cornell 49-242 .

Key words: angular leaf spot, pathogenic variability, Phaseolus vulgaris,
plant disease, fungi

INTRODUCCION

El fréjol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa alimenti-
cia de consumo directo mas importante en el Ecuador, pues constituye
una fuente significativa de ingresos para los agricultores y alimento
para miles de familias ecuatorianas (Peralta et al., 2016; Murillo et
al., 1998; Tacan et al., 2010). Este constituye un valioso componente
en la seguridad y soberania alimentaria del pais (Peralta et al., 2007).
Actualmente se cultivan dos tipos de fréjol, los de tipo voluble o trepa-
dor (asociado principalmente con maiz) (Peralta et al., 2007) y de tipo
arbustivo que se siembra en los valles semicalidos de la Sierra entre
los 1000 y 2500 m de altitud (Murillo et al., 2000). Este dltimo es afec-
tado por varias enfermedades de importancia econémica, siendo una de
ellas la mancha angular.

La mancha angular causada por el hongo Pseudocercospora griseola
(anteriormente identificado como Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferra-
ris) (Crous et al., 2006) es una enfermedad de gran importancia en las
zonas tropicales y subtropicales, causando pérdidas de rendimiento de
hasta el 80% en variedades susceptibles (Schwartz et al., 1981; Rava et
al., 1985; Saettler, 1991; Guzman et al., 1995). Debido a la variabilidad
del patégeno, la biisqueda de variedades resistentes debe ser constante,
constituyendo este método la mejor alternativa de control por las venta-
jas econémicas y ambientales que presenta. Sin embargo, la eficiencia de
la resistencia dependera del conocimiento de la variabilidad del agente
patégeno causal y su distribucién geografica (Sartorato, 2002b).
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La diversidad genética de P. griseola se ha determinado por la
reaccion de un grupo de variedades diferenciales estandar que contie-
nen genotipos de los dos acervos genéticos de fréjol: andinos y mesoa-
mericanos (Sartorato, 2002b). La reaccién de estos diferenciales luego
de ser inoculados con un aislado del patégeno, proporciona informa-
cién importante con la que se puede identificar genes de resistencia
y asi lograr desarrollar resistencia perdurable de variedades desti-
nadas a la produccién en determinada regiéon (Mahuku et al., 2002).
Por tal razon, la evaluacién constante de la variabilidad patogénica
y la identificacién de nuevos genes de resistencia en la planta son de
fundamental importancia para la generacién de cultivares de fréjol
resistentes a esta enfermedad (Damasceno et al., 2008).

Estudios previos han revelado gran variabilidad en la virulencia de
P, griseola, por ejemplo Orozco y Araya (2005) identificaron 21 patoti-
pos diferentes a partir de 61 aislamientos en Costa Rica, y Sartorato
(2002a) caracterizé 51 aislamientos en cinco Estados de Brasil, identi-
ficando siete patotipos diferentes, incluyendo la raza 63:63. Asi mismo,
otros investigadores han informado alta variabilidad en la virulencia
de P. griseola en diferentes lugares del mundo (Pastor- Corrales et al.,
1998; Mahuku et al., 2002; Pastor-Corrales et al., 2004; Stenglein y
Balatti, 2006; Damasceno et al., 2008).

Las condiciones que favorecen el desarrollo de la enfermedad son:
temperatura moderada (15° C a 25° C), lluvias frecuentes durante un
intervalo de 48 horas o mas, alternadas con periodos de baja hume-
dad y viento, que favorecen la esporulacién y dispersion de esporas.
Los sintomas producidos como resultado de la infeccién son comunes
en las hojas y se presentan generalmente como lesiones angulares
delimitadas por las nervaduras. Generalmente, el patégeno puede
producir estructuras reproductivas como sinemas en el envés de la
hoja sobre la lesion. En el tallo, las ramas y los peciolos las lesiones
son de color café-rojizo de borde mas oscuro y de forma alargada. Las
lesiones en las vainas son manchas ovales o circulares de centro rojo-
marrén, en algunos casos estas presentan bordes oscuros (Schwartz
et al., 1982).

En Ecuador poco se conoce de la variabilidad patogénica de la man-
cha angular, ya que no se han realizado estudios relacionados a la ca-
racterizacion de aislamientos de P. griseola que representen a las zonas
productoras de fréjol. El objetivo de este estudio fue caracterizar 21
aislamientos de mancha angular provenientes de las principales zo-
nas productoras de fréjol del norte del pais (Carchi e Imbabura). Esta
caracterizaciéon permitira conocer la variabilidad patogénica de P. gri-
seola, su distribucion geografica y genes de resistencia eficaces en dife-
renciales de fréjol.
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MATERIALES Y METODOS

Siembra de las lineas diferenciales de fréjol e inoculacion

Para la caracterizacién de los patotipos de P. griseola, se inoculé un
conjunto de doce cultivares diferenciales (Cuadro 1) (Pastor-Corrales
y Jara, 1995), incluyendo la variedad INIAP 430-Portilla (testigo sus-
ceptible). Cuatro semillas de las variedades diferenciales previamente
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1% se sembraron en bandejas
plasticas conteniendo sustrato estéril (5% cascarilla de arroz, 5% po-
mina, 60% tierra negra, 20% humus y 10% turba). Se realizaron dos
repeticiones.

Manejo del patégeno e inoculacion

Se colectaron hojas de fréjol infectadas naturalmente con P. griseo-
la en campos ubicados en las principales zonas productoras del norte
del Ecuador (provincias de Imbabura y Carchi). En total se colectaron
21 muestras, doce en Imbabura y nueve en Carchi (Figura 1). Poste-
riormente estas muestras se trasladaron al laboratorio del Programa
Nacional de Leguminosas y Granos Andinos (PRONALEG-GA) del Ins-
tituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) en la Esta-
cion Experimental Santa Catalina, en donde se colocaron en cdmara
htimeda. Luego de 24 horas los conidiéforos (sinemas), se transfirieron
a medio de cultivo V8 (200 ml V-8 juice, 3 g CaCO,, 18 g Bacto agar y
800 ml agua destilada estéril) (Schwartz et al., 1982) vy se incubaron a
24 = 1° C por 24 horas. Se prepararon cultivos monospéricos a partir
de una conidia germinada utilizando un microscopio estereoscopio en
medio V8. Las cajas petri se incubaron a 24 + 1° C. Para incrementar

Cuapro 1.—Lineas diferenciales para la caracterizacion patogénica de Pseudocercospora

griseola.
Numero Lineas diferenciales Valor binario Centro de origen
1 Don Timoteo 1 Andinas
2 G11796 2
3 Bolén Bayo 4
4 Montcalm 8
5 Amendoin 16
6 G5686 32
7 PAN 72 1 Mesoamericanas
8 G2858 2
9 Flor de Mayo 4
10 MEX 54 8
11 BAT 332 16
12 Cornell 49242 32
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Ficura 1. Ubicacién de los lotes de cultivo de fréjol en las provincias de Imbabura
y Carchi en las que se realizé la recoleccién de los 21 aislamientos de mancha angular.

el in6culo, a los 10 dias se colocaron 10 gotas de agua destilada estéril
sobre el micelio, se raspé su superficie para desprender las conidias y
la solucién obtenida se transfirié a nuevas cajas petri con medio V8.
Transcurridos 12 dias, el inéculo se prepard a partir de una suspen-
sién de esporas, la cual se filtré a través de una doble capa de gasa
para extraer la masa del micelio y restos de medio de cultivo. La con-
centracién de indculo se ajusté a 2 x 10* conidias por mililitro con un
hemacitémetro (Marienfeld) (Schwartz et al., 1982, Castellanos et al.,
2011). Se aniadié 1 ml/L de tween 20 a la suspensién de conidias. Para
la inoculacién de P. griseola, se empled el método de aspersion en el
haz y el envés de la primera hoja trifoliada (etapa de desarrollo V3) de
cada diferencial. Las plantas inoculadas se incubaron en una camara
hiumeda con >95% de humedad relativa, durante 96 horas con un foto-
periodo de 12 h y un rango de temperatura de 18 a 22 °C, y luego se
transfirieron a un invernadero hasta su evaluacién (Schwartz et al.,
1982; Castellanos et al., 2011) .

Evaluacién de la enfermedad

La reaccién de cada diferencial a P. griseola se registré alos 15y 25
dias después de la inoculacién de acuerdo con la escala descriptiva 1 a
9 (Sartorato, 2002b), donde 1 = las plantas no presentan sintomas; 3 =
plantas con 5 a 10% de la superficie de 1a hoja con lesiones; 5 = plantas
con 20% del area de la hoja con lesiones y la esporulacién; 7 = plantas
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con hasta 60% de la superficie de la hoja con lesiones y esporulacion,
asociados con clorosis y tejidos necréticos; 9 = el 90% del area de la
hoja con lesiones, frecuentemente asociada con la pérdida temprana de
las hojas y muerte de la planta. Plantas con valores de 1 a 3 se consi-
deraron resistentes (reaccién incompatible), mientras que las plantas
con puntajes 4 a 9 se consideraron susceptibles (reaccién compatible)
(Sartorato, 2002b).

Al momento de la evaluacién, las hojas con lesiones no esporuladas
se colocaron en una camara himeda por 24 horas. Se consideraron re-
sistentes aquellas plantas cuyas hojas no esporularon después de este
periodo. Los patotipos se clasificaron de acuerdo a la metodologia pro-
puesta por el I Taller Internacional sobre la Mancha Angular del Frijol
realizado en el CIAT en 1995 (Sartorato, 2002b).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los aislamientos de P. griseola fueron diferentes en su virulencia
luego de ser inoculados en las 12 variedades diferenciales. Se identifi-
caron 13 razas a partir de 21 aislamientos de P. griseola caracterizados.
De estos, cinco presentaron compatibilidad solamente con el grupo de
diferenciales andinos y los ocho restantes presentaron compatibilidad
con los dos grupos de diferenciales (andinos y mesoamericanos) (Cua-
dro 2).

Ningtn aislamiento present6é compatibilidad con el diferencial Cor-
nell 49-242 (Figura 2) que posee el gen Phg-2 de resistencia a mancha
angular (Nietsche et al., 2000; Tryphone et al., 2013). Todos los aisla-
mientos indujeron reacciones de susceptibilidad en las variedades di-
ferenciales de origen andino, a excepcién de Don Timoteo y G5686 que
presentaron, respectivamente, resistencia a siete y ocho aislamientos
diferentes (Figura 2). Los aislamientos compatibles con las variedades
diferenciales de origen mesoamericano no produjeron reacciones supe-
riores al nivel 6 en la escala utilizada (Figura 3).

De los diferentes patotipos identificados, la raza 63:0 fue la mas
frecuente seguida por las razas 62:0 y 30:0 situadas en las dos pro-
vincias (Imbabura y Carchi) (Figura 3). La raza mas virulenta fue la
63:31 seguida por la raza 63:29 colectadas en las provincias de Carchi
e Imbabura, respectivamente. La raza 14:0 colectada en la provincia de
Imbabura fue la menos virulenta (Cuadro 2).

Se identificaron 13 patotipos basado en las reacciones producidas
por los 21 aislamientos en el grupo de variedades diferenciales de fréjol
utilizadas, confirmando la gran variabilidad de P. griseola en estas dos
provincias productoras de fréjol arbustivo en Ecuador. Estos resultados
coinciden con estudios realizados en paises como Brasil y Costa Rica,
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CUADRO 2.—Reacciones de compatibilidad e incompatibilidad, raza y origen de los 21 aisla-
mientos caracterizados.

Variedades diferenciales
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Linea y (Valor binario) A © AA <0 AU RAMO
Andinos Mesoamericanos (;rlgen
e los
# Raza 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 aislamientos
1 14:0 — ey - - - - — Imbabura
3 30:0 —+ + + + - - — — — — — Imbabura y Carchi
1 31:0 + + + + + - — — — — — — Carchi
1 312 + + + + + — — + — — — — Carchi
1 317 + + + + + — + + + — — — Imbabura
1 31:15 + + + + + — + + + + — — Carchi
3 62:0 — + + + + + = — — — — — Imbabura y Carchi
5 63:0 + + + + + + — — — — — — Imbabura y Carchi
1 633 + + + + + + + + — — — —Imbabura
1 637 + + + + + + + + + — — —Imbabura
1 63:16 + + + + + + — — — — + — Carchi
1 6329 + + + + + + + — + + + — Imbabura
1 6331 + + + + + + + + + + + — Carchi

#Ntamero de aislamientos identificados con el respectivo patotipo
“Reaccién incompatible (-)
PReaccién compatible (+)

entre otros, donde también informan gran variabilidad de este patoge-
no (Guzman et al., 1995; Pastor-Corrales et al., 1998; Mahuku et al.,
2002; Sartorato, 2002b; Pastor-Corrales et al., 2004; Orozco y Araya,
2005; Damasceno et al., 2008).

Segun Orozco y Araya (2005) las variedades diferenciales de P. gri-
seola contienen genotipos de origen andino y de origen mesoamerica-
no, y por sus reacciones evidencian la especificidad de los patotipos
y coevolucion del patosistema. En estas dos provincias, en las que se
siembran principalmente variedades de origen andino, se esperaria
que los aislamientos de mancha angular estudiados no produzcan
reacciones de compatibilidad en las variedades diferenciales de origen
mesoamericano.

Todos los aislamientos caracterizados en este estudio presentaron
compatibilidad con el grupo de diferenciales de origen andino, tal como
se esperaba. Sin embargo, ocho presentaron también compatibilidad
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Ficura 2. Numero de aislamientos de P. griseola (de los 21 aislamientos estudiados)
compatibles con cada una de las 12 variedades diferenciales.

con cinco de las seis variedades diferenciales mesoamericanas; con-
firmando de esta manera la falta de especificidad de los aislamientos
respecto al origen de los cultivares diferenciales. A pesar de la com-
patibilidad observada entre aislamientos y variedades diferenciales
mesoamericanas, las reacciones observadas no fueron de completa sus-
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FicuraA 3. Frecuencia de las 18 razas identificadas en 21 aislamientos colectados de
las provincias de Carchi e Imbabura.
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ceptibilidad (el nivel mas alto de reaccién fue de 6), a diferencia de las
reacciones observadas en las diferenciales de origen andino, las cuales
alcanzan los niveles mas altos de la escala (Cuadro 3).

Algunos investigadores han documentado la especificidad y no es-
pecificidad entre aislamientos y los grupos de diferenciales de origen
andino y mesoamericano. Por gjemplo, Mahuku et al. (2002) mencio-
nan que aislamientos colectados en Centro América y el Caribe infec-
taron ambos grupos de diferenciales, mientras que, aislamientos co-

CuUADRO 3.—Reacciones inducidas por los 21 aislamientos caracterizados en las 12 varie-
dades diferenciales utilizando la escala descriptiva 1 a 9.

Variedades diferenciales

«
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Raza Andinos Mesoamericanos
14:0 3 8 7 6 1 1 1 2 1 1 1 1
30:0 1 5 5 6 5 2 1 1 1 1 1 1
30:0 2 7 8 8 7 3 2 1 1 2 1 1
30:0 i 8 8 7 6 1 1 1 1 1 1 1
31:0 3 8 8 7 4 2 2 2 3 2 2 2
31:2 4 7 74 6 6 1 5 4 3 1 3 1
31:7 5 8 8 9 4 2 5 4 4 3 3 2
31:15 6 8 8 8 8 3 4 4 6 5 3 2
62:0 i 5 5 4 4 4 1 1 1 2 1 1
62:0 il 7 6 4 7 4 1 1 1 1 1 1
62:0 i 6 8 7 4 7 1 1 1 1 1 1
63:0 4 7 7 8 7 4 1 1 1 1 1 1
63:0 4 9 8 8 74 5 3 2 3 1 1 1
63:0 4 7 8 7 6 6 1 1 3 1 2 1
63:0 4 T 8 8 6 4 1 1 1 i 1 1
63:0 6 7 8 7 7 7 1 2 1 3 3 1
63:3 7 7 7 6 6 6 6 5 2 2 3 2
63:7 5 7 7 7 7 7 4 4 4 2 3 1
63:16 6 7 7 7 6 5 3 2 3 1 5 2
63:290 6 8 8 6 7 7 4 3 5 5 5 3
63:31 6 7 7 7 7 6 5 4 5 5 5 3

11 = las plantas no presentan sintomas; 3 = plantas con 5 a 10% de la superficie de la hoja con
lesiones; 5 = plantas con 20% del area de la hoja con lesiones y la esporulacién; 7 = plantas con hasta
60% de la superficie de la hoja con lesiones y esporulacién, asociados con clorosis y tejidos necréticos;
9 = el 90% del area de la hoja con lesiones, frecuentemente asociada con la pérdida temprana de las
hojas y muerte de la planta.
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lectados en la Regién Andina indujeron reacciones de susceptibilidad
Unicamente sobre las diferenciales del grupo andino. Por el contrario,
Guzman (1995) indicé que aislamientos recuperados de materiales del
acervo genético mesoamericano fueron méas patogénicos sobre genoti-
pos mesoamericanos. Lo mismo sucedié con aislamientos recuperados
de materiales del acervo genético andino.

Este es uno de los pocos estudios de la variabilidad patogénica de
P, griseola realizados en Ecuador. Mahuku et al. (2002) analizaron un
numero limitado de muestras de Ecuador en una investigacién donde
de seis muestras caracterizadas se identificaron cinco patotipos (13:0,
14:0, 29:0, 30:0 y 31:0) diferentes de P. griseola. Todos estos compati-
bles unicamente con diferenciales de origen andino, a excepcién del
cultivar G 5686. Al comparar nuestros resultados con dicho estudio,
se identificaron aislamientos compatibles con el diferencial andino
(5686, siendo las razas 63:0 y 62:0 las mas frecuentes; ademas, se
identificaron aislamientos compatibles con algunas de las diferenciales
de origen mesoamericano.

El INIAP de Ecuador ha generado variedades de fréjol con resis-
tencia a antracnosis y roya. Sin embargo, a partir del 2005 uno de
los objetivos fue iniciar un programa de mejoramiento para resistencia
a mancha angular (INIAP, 2006). Luego de evaluar fuentes de resis-
tencia a esta enfermedad se desarrollaron y liberaron dos variedades
con resistencia genética: INIAP-483 Intag e INIAP-484 Centenario
(Murillo et al., 2011, 2012). En condiciones de campo, esta dltima se
ha mantenido resistente. Al examinar los resultados de este estudio,
concluimos que es necesario caracterizar aislamientos de otras zonas
productoras de fréjol que integran el centro y sur del pais. También es
critico continuar con la evaluacién de la resistencia en las dos varieda-
des liberadas y en todos los materiales considerados como resistentes
a esta enfermedad. Es indispensable considerar nuevas fuentes de re-
sistencia para tener alternativas que puedan optimizar el proceso de
mejoramiento genético.

Con respecto a las razas identificadas, se observé especificidad con
su lugar de origen, ya que de las 13 razas identificadas, tres (0:63,
0:62 y 0:30) se encontraron en varias localidades, siendo estas las mas
frecuentes (Figura 3). No se identificé la raza 63:63 como en el caso de
Kenya (Wagara et al., 2005), Brasil (Sartorato, 2002a; Damasceno et
al., 2008), Honduras y Nicaragua en donde es una de las razas mas
frecuentes (Mahuku et al., 2002). Sin embargo, si se identificaron las
razas 63:29 y 63:31 que presentaron compatibilidad respectivamente
con 10 y 11 de las 12 variedades diferenciales. Afortunadamente, estas
dos razas se localizan tinicamente en su lugar de origen, es decir, en las
dos localidades en las que estos aislados fueron recolectados (Cuadro
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2). Sin embargo, es necesario recordar que la mancha angular es una
enfermedad que se transmite por semilla, por lo que no se descarta que
en algin momento estas razas puedan dispersarse y generalizarse en
diferentes regiones productoras del pais.

CONCLUSIONES

Ninguno de los aislamientos estudiados fue compatible con la dife-
rencial Cornell 49-242, que posee el gen Phg-2 (Nietsche et al., 2000;
Tryphone et al., 2013), para el cual se han determinado dos marca-
dores RAPD ligados: OPN02,, vy OPEO4, , (Nietsche et al., 2000;
Oblessuc et al., 2012). Este diferencial debe ser considerado como una
muy buena fuente de resistencia a la mancha angular. Es importante
mencionar también que las reacciones en las diferenciales de origen
mesoamericano no fueron de completa susceptibilidad (reacciones de 1
a6 enlaescala 1 a9 utilizada) y que cada cultivar diferencial presen-
t6 compatibilidad con un reducido nimero de aislamientos (Figura 2).
Indicando que pueden ser considerados como fuentes de resistencia,
a través de un proceso de piramidacién de genes, combinando los dos
acervos genéticos: andino y mesoamericano.

Con este estudio se ha demostrado gran variabilidad patogénica
de P. griseola en las dos provincias productoras de fréjol arbustivo del
norte de Ecuador y la especificidad de las razas respecto al lugar de
recoleccion de las muestras. El monitoreo amplio y constante del pato-
geno incluyendo otras zonas importantes productoras del pais debe ser
continuo y la evaluacién de nuevas fuentes de resistencia debe ser per-
manente. Esto brindara informacién que permitira generar variedades
de fréjol mejoradas con resistencia estable y duradera a P. griseola.
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