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RESUMEN Y ABSTRACT

Resumen

Ascochyta, es una enfermedad causada por el hongo Phoma exigua var. diversispora
que ataca los cultivos locales de judia comun (Phaseolus vulgaris L). En este trabajo
se investigd la reaccion de 200 entradas de judia incluidas en Coleccion Nuclear
Espafiola y 10 lineas de judia utilizadas como referencia para las evaluaciones frente a
este patdgeno. Las inoculaciones se realizaron bajo condiciones controladas y los
sintomas se evaluaron con una escala de severidad de 1-9. El andlisis de varianza
mostré diferencias significativas para las dos variables principales (genotipos y test)
asi como para la interaccion entre genotipos y tests. Sin embargo, se detect6 una
correlacion significativa en las respuestas entre tests. Un total de 14 de las entradas
mostraron altos niveles de resistencia frente a este aislamiento. Se llevaran a cabo
pruebas de resistencias adicionales y el desarrollo de lineas a partir de estas entradas,

con el fin de verificar estos resultados.

Abstract

Ascochyta blight, caused by the fungus Phoma exigua var. diversispora is a common
disease in the local crops of common bean (Phaseolus vulgaris L). In this work we
investigated the reaction of 200 bean accessions included in a core collection and 10
well-known beans against a local isolate of this pathogen using a resistance test in
controlled conditions. A 1-9 severity scale was used to score the reactions. Analysis of
variance revealed a significant variation due to the main variables (genotypes and
tests). However, a significant correlation was detected in the response among tests. A
total of 14 accession exhibited high level of resistance to this isolate. Additional
resistance tests and the development of lines from these accessions would be carried

out in order to verify these results.
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1. Introduccién

1.1. Lajudia comun

La judia comun (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa anual herbacea
perteneciente a la familia Leguminosae - Papilionoideae (Freytag y Debouck 2002).
Esta especie presenta una germinacién epigea. Las hojas de la planta adulta son
compuestas, alternas y trifoliadas. El tallo es delgado y esta formado por nudos y
entrenudos en numero y longitud variables. Las flores son papilionaceas y estan
organizadas en racimos axilares o terminales. Cada flor esta compuesta por una quilla
espiral formada por dos pétalos fusionados, dos pétalos laterales denominados alas y
un quinto pétalo, llamado estandarte, orientado hacia el exterior. Las alas y el
estandarte presentan una amplia variacién en el color y en la distribucién del color
siendo los tipos principales el blanco, lila y violeta. La quilla envuelve el gineceo y el
androceo favoreciendo el contacto de las anteras y el estigma. Cada flor tiene diez
estambres y un Unico ovario que contiene varios 6vulos o primordios seminales
(Freytag y Debouck 2002). La fecundacion es generalmente de tipo autdgama, es
decir, las flores se autopolinizan. En las condiciones de cultivo de Asturias la tasa de
alogamia se ha estimado en menos del 0,74% (Ferreira et al 2000). Tras la
fecundacion, el ovario crece formando una vaina que contiene un ndimero variable de
semillas. Las semillas son exalbuminosas y la cubierta o testa es de origen materno
(Debouck e Hidalgo 1985).

La judia comun permite varios tipos de aprovechamiento para la alimentacién humana
y dependiendo de la variedad/genotipo se consumen las semillas o las vainas. Las
semillas secas se consumen cocidas después de una rehidratacion (judia seca) o
tostadas (nufias). En ocasiones, las semillas también pueden aprovecharse antes de
su deshidratacion en la vaina (semillas inmaduras o pochas). Las vainas se pueden
consumir antes de que comiencen a desarrollarse las semillas, es decir, en vaina
inmadura (judia verde o fréjoles). Existen diversos modos de comercializacion de las
semillas, como son en forma de semillas secas envasadas, precocinadas, congeladas
o0 en platos elaborados. Las vainas también pueden comercializarse frescas,

precocinadas o congeladas.

En Espafia, la judia se cultiva, principalmente, para producir semilla o vaina verde. En
la campafia de 2011, este cultivo ocupd una superficies de 6.989 y 8.939 ha,
respectivamente (datos Avance Anuario de Estadistica 2012

http://www.magrama.gob.es/es/estadistica/).



http://www.magrama.gob.es/es/estadistica/

La produccion de judia seca en Espafa se centra en el noroeste de la Peninsula
Ibérica (Castilla y Ledn, Galicia), mientras que la produccion de judia verde,
tradicionalmente considerada como un cultivo horticola intensivo, se centra en la zona
mediterrdnea. En lo que respecta a judia seca, se considera un cultivo tradicional que
representa para muchas regiones un importante recurso socioeconémico. Este es el
caso del cultivo del tipo Fabada o Faba granja Asturiana en Asturias que, ademas
dispone de la marca de calidad Indicaciébn Geografica Protegida 'Faba Asturiana'
(Ferreira et al 2005). En lo que respecta al aprovechamiento en vaina verde, la judia
es una de las hortalizas més importantes cultivadas en Espafia. Este cultivo supuso
hace unas décadas el 5% de la superficie total dedicada a hortalizas en Espafia
(Lépez y Rodriguez 1976). Actualmente, se cultiva fundamentalmente en regadios y al
aire libre pero también en determinadas zonas, se cultiva en secano o bajo plastico. A
fecha de diciembre de 2012, se habian registrado 8.939 hectareas con una produccién
de 152.507 toneladas, mostrando un aumento oscilante en la produccién en estos
ultimos afios. La zona de mayor produccion es Andalucia Oriental, que ocupa casi la
totalidad de su produccién, seguido por Levante y por Catalufia (Avance Anuario de

Estadistica 2012 http://www.magrama.gob.es/es/estadistica/).

1.2. Diversidad genética de la especie

Diferentes estudios han puesto de manifiesto, tanto en el material domesticado como
en el material silvestre, dos grupos principales de germoplasma o acervos genéticos
dentro de Phaseolus wvulgaris L.: germoplasma andino y el germoplasma
mesoamericano. Estos dos grupos de germoplasma estan asociados con dos areas
geogréaficas del continente americano donde probablemente tuvieron lugar dos eventos
paralelos de domesticacion; Colombia, Pert y Ecuador en la region andina y México

en la regibn mesoamericana (Singh et al 1991).

La judia comun una especie extraordinariamente polimorfica y se han descrito
numerosas variedades considerando los fenotipos de semilla, vaina, flor o habito de

crecimiento de la planta (Voysest 2000; Ferreira et al 2005; Pérez-Vega 2009).

1.3 Coleccion nuclear de judias

El Centro de Recursos Fitogenéticos (CRF-INIA, Madrid; http://www.inia.es/crf), dentro
de la red esparfiola de colecciones de semilla, es el responsable de mantener el
inventario nacional y de conservar las colecciones base (conservacion a largo plazo)
de las especies con semillas ortodoxas. Este Centro mantiene también, colecciones

activas (conservacion a medio plazo) de algunos grupos de cultivos, entre los que se



incluye la judia comun. Ademas, la mayor parte de las entradas conservadas en la red
de bancos de germoplasma espafioles también estan conservadas en el Centro de
Recursos Fitogenéticos-INIA (CRF-INIA). Actualmente el CRF-INIA dispone de 3.328
entradas de la especie Phaseolus vulgaris L. de ellas, 2.947 se han recolectado en
Espafia (http://www.inia.es/crf). Ademas de esta coleccion central, en Espafia existen
otras colecciones de germoplasma de judia, entre las que cabe destacar la coleccion
activa mantenida en el SERIDA (Villaviciosa, Asturias), constituida por 381 entradas
(procedentes principalmente de la Cornisa Cantébrica) que incluye dos especies del
genero Phaseolus spp: Phaseolus vulgaris L., 370 entradas, y Phaseolus coccineus L.,
11 entradas (Ferreira et al 2005).

El manejo de amplias colecciones de germoplasma plantea serias dificultades a la
hora de gestionar y utilizar los recursos fitogenéticos y para solventar estos problemas
se establecen las colecciones nucleares. Una coleccién nuclear es un juego de
entradas con un minimo de repeticiones, constituido para representar la diversidad
reunida dentro de una coleccién de germoplasma (Frankel 1984; Brown 1995). La
utilidad de una coleccién nuclear es amplia y representa el juego de entradas que son

preferentemente utilizadas en los trabajos de evaluacién (van Hintum et al 2000).

En el afio 2000, (De la Rosa et al 2000) proponen una coleccion nuclear de 211
entradas para la coleccion de P. vulgaris L. (ver Figura 1) reunida en aquel momento
en el CRF-INIA (2287 entradas). Esta coleccion se establecié a partir del analisis de
los datos de pasaporte (provincia, localidad y altura sobre el nivel del mar del lugar de
recoleccién) y de fenotipo de semilla (color, forma y tamafio). En el afio 2003, un
duplicado de esta coleccion nuclear se transfiri6 al SERIDA con el objeto de
profundizar en su conocimiento y utilizacion desde diferentes puntos de vista. Hasta el
momento los trabajos llevados a cabo en el SERIDA en esta coleccién han sido:

- Caracterizacion morfolégica de todas las entradas en el mismo ambiente, en base a

31 descriptores cualitativos (Pérez Vega et al 2006; Pérez-Vega et al 2009).

- Caracterizacién asistida por proteinas de semilla incluyendo la faseolina, marcador

de gran interés evolutivo en esta especie; (Pérez-Vega et al 2009).

- Evaluacion de la respuesta frente a las razas de Colletotrichum lindemuthianum 3, 6,

38, 19y 102 (agente causal de la antracnosis; Pérez-Vega et al 2006).

- Evaluacion de la respuesta frente a un aislamiento local de Sclerotinia sclerotiorum

(agente causal del moho blanco; Pascual et al 2010).



- Andlisis de la diversidad genética reunida en esta coleccion utilizando 11 marcadores

moleculares (Pérez-Vega et al 2009).

Todos los resultados han confirmado la existencia de una amplia variacién dentro del
juego de entradas que integran la coleccion nuclear tanto a nivel morfolégico como

molecular.

Figura 1. Diversidad de los fenotipos
de semilla presentes en la coleccién
nuclear de judias del CRF. Cada
semilla representa una entrada de

esta coleccion.

1.4 Phomopsis o 'Ascochyta’

El hongo Phoma exigua causa dafios en un amplio rango de plantas como el tomate,
el pimiento o la lechuga. En judia comun, la forma especializada Phoma exigua var.
diversispora (Bubak) es la causante una enfermedad conocida como phomopsis, en
inglés 'ascochyta blight' (Boerema et al 1981; Schwartz et al 2005). El hongo tiene una
amplia distribucion mundial, destacando su presencia en aquellas regiones donde se
dan las condiciones adecuadas para su desarrollo: temperatura moderadas (entre
15°C y 20°C) y elevada humedad ambiental (entre 80% y 100%). En Europa se ha
constatado su presencia en el cultivo de judia en Alemania y Holanda (Boerema et al
1981). En Asturias, en las Ultimas campafas de cultivo se han incrementado los
sintomas de esta enfermedad causando pérdidas en la produccion y afectando

particularmente, al cultivo de 'Faba Granja Asturiana'.

Los sintomas caracteristicos de este patdégeno (ver Figura 2) aparecen en cualquier
parte aérea siendo particularmente visibles en las hojas, nudos de los tallos y vainas.

Las lesiones caracteristicas son chancros circulares de color marrén formados por



circulos concéntricos. En estados avanzados de la enfermedad, se pueden observar
en el interior de los chancros, pequefios puntos negros que son los picnidios que
produce el hongo. En ataques severos de la enfermad puede provocar una defoliacion
prematura o muerte de la planta, especialmente cuando los ataques tienen lugar sobre
los dos primeros nudos de las plantas. En este caso, los ataques conducen a la
muerte de la planta antes de la finalizacion del periodo de floracién. El hongo puede
transmitirse por semilla (Boerema et al 1981; Schwartz et al 2005).

Figura 2. Sintomas caracteristicos causados por Phoma exigua en tallo, hojas y

vainas de judia, tipo faba granja asturiana.

Los métodos para el control de la enfermedad pueden ser de dos tipos: métodos
convencionales que incluyen diferentes técnicas de manejo del cultivo o la utilizacién
de variedades resistentes. Las practicas culturales recomendadas para el control de P.
exigua son: la rotacion de cultivos, la retirada de restos de cultivos (donde puede
sobrevivir el hongo), la desinfeccién de las semillas ya que puede transmitirse a través
de ellas y la aplicacién de fungicidas autorizados (Schwartz et al 2005). Hay que tener
en cuenta que la aplicacién de tratamientos fitosanitarios supone un aumento de los
costes finales del cultivo y es un factor negativo si se pretende realizar un cultivo
sostenible. Ademas, desde la administracion europea se fomenta cada vez mas, el
desarrollo de cultivos saludables y respetuosos con el medio ambiente por lo el

nimero de materias activas autorizadas es mas limitado. En el caso concreto de P.



exigua, que es un patdégeno emergente en Espafia, no se contempla desde el
Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente ninguna materia activa para
su control. La utilizacion de variedades resistentes supone por tanto, una solucién
practica y sencilla para el agricultor ademas de favorecer un cultivo saludable y
medioambientalmente sostenible. Sin embargo, no se han dedicado muchos esfuerzos
al estudio de la interaccion entre este patdgeno y la judia comudn por lo que hay una
significativa carencia de informacién para plantear un posible programa de mejora

genética.

1.5 Objetivos

En los dltimos afios se ha constatado un incremento de ataques severos de P. exigua
en los cultivos locales de ‘Faba Granja Asturiana’ que estdn provocado una
disminucién del rendimiento del cultivo. Antes de plantear un posible programa de
mejora genética orientado a incrementar la resistencia frente a este patégeno en 'Faba
Granja Asturiana’, es necesario disponer de un test para evaluar la respuesta de P.
vulgaris al ataque por el patégeno P. exigua. En este contexto, los objetivos

especificos de este trabajo han sido:

- Evaluar la consistencia del test de resistencia y la escala de evaluacién de dafios.
- Conocer la respuesta del germoplasma local espafiol incluido dentro de la coleccion
nuclear de judia del CRF frente a un aislamiento local de P. exigua para identificar

potenciales factores de resistencia.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales vegetales

2.1.1. Coleccién nuclear de judia del CRF

En este trabajo se evalla la respuesta de las entradas que constituyen la coleccién
nuclear de judias CRF-INIA. Esta coleccion nuclear la integran 211 entradas locales
recolectadas en Espafia aunque para este trabajo sélo estaban disponibles 200
entradas (Pérez-Vega et al 2009). Todas las entradas fueron multiplicadas en las

instalaciones del SERIDA Villaviciosa.

2.1.2. Genotipos de referencia

En cada evaluacion se incluyeron diez lineas de judia reconocidas internacionalmente
utilizadas como referencia para la caracterizacion de la agresividad del aislamiento:
Xana, Cornell 49242, AB136, MDRK, Widusa, ICTA Hunapu, BRB130, JALO EEP 558,
P1-207262 y Redlands Green Leaf C. Entre todas ellas ICTA Hunapu se considera un



genotipo con moderada resistencia a P. exigua en Guatemala (S. Beebe, CIAT, Cali,

Colombia com. per.).

2.2 Tests de resistencia

2.2.1. Aislamiento del patégeno.

Se utilizé un aislamiento monoesporico (derivado de una conidia) denominado
aislamiento Ph02 que se conserva en el Laboratorio de Genética Vegetal del SERIDA.
Este aislamiento, se obtuvo a partir de tejido recolectado en una finca de Faba Granja
Asturiana en la localidad de Arbén (Concejo de Navia, Asturias) de plantas que
mostraban sintomas evidentes de la enfermedad. Se conserva en forma de conidias

fijadas sobre papel de filtro a -20°C segun describe (Castellanos et al 2011).

2.2.2. Procedimiento de inoculacion

El hongo se multiplic6 en placas petri que contenian medio Potato Agar Dextrose
(PDA, DIFCO) en oscuridad a 22 °C durante 8-10 dias. A partir de este cultivo se
tomaron las conidias con la ayuda de una espatula y se diluyeron en agua. La
inoculacién de las plantas se llevé a cabo mediante pulverizacién con una solucién de
conidias. La concentracién de esporas se ajusté con ayuda de un hematocitometro, a

0.5 x 10° conidias por mililitro.

Figura 3. Crecimiento del aislamiento
PhO02 de Phoma exigua sobre medio
PDA.

u“‘\l\n

Para llevar a cabo los test de resistencia, se sembraron ocho semillas de cada material
en dos macetas de 1,5 | que contenian como sustrato turba y perlita en una proporcion
70:30. Aproximadamente diez dias después de la siembra, cuando las plantulas
mostraban las hojas primarias totalmente expendidas y se iniciaba el desarrollo del
tallo, las plantulas se pulverizaron con la solucion de conidias anteriormente indicada.

Tras la inoculacion, las plantas se mantuvieron durante 10-12 dias en una cabina



instalada dentro de un invernadero con una humedad relativa entorno al 100% y una

temperatura entre 18 y 22°C.

2.2.3 Valoracion de sintomas

Para la valoracion de los sintomas o dafios se utiliz6 una escala de severidad 1-9 (ver
Figura 4) adaptada de la descrita por Pande et al (2011) para la evaluacion de esta
enfermedad en garbanzo. En la Tabla 1 se describen los grados de severidad en la
escala utilizada para valorar los sintomas considerando la presencia de lesiones en el
tallo y en la hoja primaria. La Figura 4 muestra alguno de estos grados de severidad
en plantas

Tabla 1. Escala de grados de severidad para evaluar la respuesta de las entradas

frente al patégeno.

Grado de
severidad Descripcidn de sintomas
1 Sin sintomas visibles en toda la planta
3 Minimas lesiones en hoja y/o tallos (< 3mm), ligera caida de apice del tallo

Lesiones visibles en hojas y tallos, caida del apice del tallo, nudos afectados e inicio
5 caida hojas primarias

Lesiones severas en hojas (> 5mm), tallo y nudos y/o caida de la ambas hoja
7 primarias. Lesiones severas en primer nudo que conduce a la muerte de la planta.

9 Planta colapsada o muerta




Figura 4. Principales tipos
de reaccion frente P.
exigua. A. Planta sin
sintomas. B. Ligera caida
del tallo apical. C.
Lesiones en el nudo del
tallo. D. Caida de las
hojas primarias. E. Muerte
de la planta.

2.2.4 Analisis de los resultados

Para investigar la respuesta de cada material, se realizaron tres diferentes tests de
resistencia. En cada test de resistencia habia dos macetas de cada material
distribuidos al azar. A partir de la respuesta de cada planta se estimé la respuesta
media por unidad experimental (maceta con 4 plantas). A partir de la respuesta media
de cada maceta en los tres tests se estimd la respuesta de cada material frente al

aislamiento.

Se realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA multivariante) con objeto de conocer la
significacion de las principales fuentes de variacion: genotipos, tests e interaccion
genotipo x tests. Asi mismo, se investigo la correlacion en la respuesta entre tests y
entre la respuesta a diferentes patdégenos para los que la coleccion nuclear ha sido
evaluada. El analisis estadistico se llevo a cabo con la ayuda del programa SPSS V13.



3. Resultados

3.1. Respuestas observadas

Transcurridos 10-12 dias, después de realizar la inoculacion, se observaron tres tipos
de lesiones en las plantas de judia con diferentes grados de intensidad y que pueden
afectar a la viabilidad de la planta en mayor o menor grado (ver Figura 5);

i) Lesiones necrdticas de color castafio oscuro en la yema terminal tallo que en casos
extremos conduce a la muerte de esta zona del tallo.

i) Lesiones de color castafio oscuro formando circulos concéntricos sobre las hojas
gue puede evolucionar hacia la ruptura del limbo en el area lesionada. Estas mismas
lesiones también fueron observadas en los entrenudos del tallo o pedunculo de la hoja.
iii) Lesiones necréticas de color castafio oscuro sobre los nudos del tallo (en la union
del pedicelo con el tallo) y en el nudo de la base de la hoja (en la unién de la hoja con
el pedicelo). Estas lesiones sobre los nudos conducen en caso extremos a la

defoliacion y muerte de la plantas, particularmente cuando afectan al primer nudo

(nudo de los cotiledones).

Figura 5. Lesiones observadas en
la planta de judia. A. Lesiones en
el 4pice del tallo. B. Chancros
marrones en hoja. C y D. Lesiones
en los nudos de la planta. E. Vista
general de una inoculacion.
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3.2 Variacion en larespuesta

En este trabajo se evaluaron 210 entradas o variedades de judias en tres ensayos
diferentes que incluyen cada uno dos repeticiones (macetas). Se observé variacion en
la respuesta de las entradas y variedades dentro de test y entre tests aunque
generalmente la respuesta de un material se mantenia dentro de un mismo rango de
severidad. El andlisis de varianza mostr6 diferencias significativas para las dos
variables principales (genotipos y test) asi como para la interaccion entre genotipos y
tests (Tabla 2). Por su parte, el analisis de correlaciones entre tests de resistencia
revel6 una correlacion significativa (r=0.199 y p<0.001).

Tabla 2. Resultados del andlisis de varianza para tres ensayos de resistencias en los
gque se evalla la respuesta de 210 genotipos frente a un aislamiento local de P. exigua
(Ph02).

Grados de Cuadrados

Fuente libertad medios F p
Genotipos 209 5,145 1,253 ,028
Tests 2 228,278 55,879 ,000
Genotipos x Tests 412 4,114 3,540 ,000

3.3 Potenciales fuentes de resistencia

A partir de los resultados reunidos en los tres tests desarrollados se estimé la
respuesta media de cada entrada o variedad. La Figura 6 representa la distribucién de
la respuesta frente al aislamiento Ph02 de P. exigua en las 210 entradas o variedades
de judia (evaluadas con una escala 1-9). No se encontraron materiales totalmente
resistentes dentro de las entradas ni de las variedades testadas, es decir, genotipo sin
sintomas de la enfermedad (severidad 1). No obstante, un porcentaje pequefio de los
materiales (6,6%) mostraron altos niveles de resistencia con un indice de severidad
medio entre 3 y 4, esto es, con minimas lesiones en hoja y entrenudos (< 3 mm) y
ligera necrosis de apice del tallo. Estas catorce entradas de la coleccion nuclear
presentaron un indice de severidad en la respuesta a este aislamiento en al menos
dos de los tres ensayos realizados. Las principales caracteristicas de las catorce
entradas que mostraron estos mayores niveles de resistencia se indican en la Tabla 3.
La mayor parte de las 14 entradas con elevados niveles de resistencia mostraron
caracteristicas tipicas del grupo de germoplama andino: semillas grandes vy tipo de
faseolinas T 0 S. En este grupo de entradas se identificaron 9 diferentes clases

comerciales de semilla (Tabla 3).
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Figura 6. Distribucion de las 210 entradas o variedades de judias evaluadas para su

reaccion frente a un aislamiento de P. exigua.

Tabla 3. Principales caracteristicas de las entradas de la coleccion nuclear de judias

gque presentaron los mayores niveles de resistencia frente a un aislamiento local. Junto

con la respuesta media al aislamiento de P. exigua, se indican caracteres de interés de

las entradas como el tipo de faseolina, el habito de crecimiento y la clase comercial de

su semilla, asi como el peso y tamafio de las semillas, obtenido a partir de la base de

datos de la coleccion nuclear del CRF-INIA.

Grado de Peso de

severidad Habito de Tamaio 100 Tipo de
Accesion* medio Error Clase comercial** crecimiento  semilla  semillas (g) Faseolina
BGE003550 33 0,9 Canellini 3 Mediana 41,8 T
BGE011060 33 £0,8 Rounded caparron 3 Pequena 38,0 C
BGE003404 35 11 Marrow 3 Mediana 52,0 T
BGE002016 35 20,6 Rounded caparron 3 Grande 67,3 C
BGE011037 3,5 20,5 Marrow 3 Mediana 55,0 T
BGE011023 35 0,6 Negro brillante 4 Mediana 41,0 C
BGE002152 3,7 £0,5 Great nothern 3 Grande 61,8 T
BGE004453 3,7 £0,9 Small yellow 1 Pequefia 33,8 S
BGE003562 3,7 £1,0 Negro brillante 3 Mediana 50,8 C
BGE004435 37 £1,2 Small yellow 3 Mediana 52,8 S
BGE011021 39 £09 Black turtle 1 Pequefia 26,5 S
BGE003122 39 £0,5 Kidney caparron 3 Grande 55,5 Cc1
BGE008987 39 £0,7 Marrow 3 Mediana 50,3 T
BGE026163 4,0 04 White kidney 3 Mediana 45,3 T

* Entradas con un grado de severidad medio <4

** De acuerdo con la clasificacion propuesta por (Santalla et al 2001).
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La mayor parte de los materiales (42%) mostraron una respuesta intermedia con un
indice de severidad medio entre 5 y 6, esto es, las plantas exhibian lesiones visibles
en hojas y entrenudos asociados generalmente a caida del &pice del tallo o nudos
afectados con inicio de defoliacion. En lo que respecta a las variedades de referencia
evaluadas, la respuesta media se describe en la Tabla. 4. Con excepcion de la
variedad Cornell 49242, todas ellas mostraron una respuesta intermedia (Tabla 4).

Tabla 4. Respuesta media de las 10 variedades usadas como referencia en los test de

resistencias llevados a cabo.

Grado de

severidad
Variedad medio Error
Xana 5,4 0,58
Cornell 49242 7,1 0,65
AB136 4,5 0,53
MDRK 5,8 0,47
ICTA Hunapu 5,0 0,57
BRB130 4,7 0,98
JALO EEP 558 4,6 0,88
PI-207262 4,8 0,60
Redlands Green Leaf C 4,8 0,80
Widusa 54 0,50

3.4. Correlaciones entre larespuesta diversas enfermedades fuangicas

En trabajos previos, se evalud la respuesta de las entradas que constituyen la
coleccion nuclear de judia, frente a diferentes patégenos. La tabla 5 muestra las
correlaciones entre la respuesta al aislamiento Ph02 de P. exigua, cinco razas locales
de Colletotrichum lindemuthianum (razas 3, 6, 19, 38 y 102), un aislamiento de
Sclerotinia sclerotiorum y un aislamiento de Pythium ultimun. Se encontraron
correlaciones altamente significativas entre las cinco razas de antracnosis. Ademas,
este andlisis revelé una correlacion significativa entre la respuestas al aislamiento
Ph02 analizado en este trabajo y la respuesta frente a Pythium ultimun en germinacion
(r =0.24, p<0.001).
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Tabla 5. Andlisis de las correlaciones realizadas en la CN-CRF, entre cinco
aislamientos locales de antracnosis Colletotrichum lindemuthianum (razas 38, 102, 3, 6
y 19), un aislamiento de moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum), un aislamiento de

Pythium ultimun (vigor de las plantas y germinacion de las semillas) y P. exigua.

Pythiu Pythiu

Antracn Antracn m. m. Ascoc
osis osis Antracn Antracn Antracno Moho Germ. Vigor hyta
(Raza (Raza osis osis sis blanco (Aisl.  (Aisl.  (Aisl.
38) 102) (Raza3) (Raza6) (Raza19) (Aisl.02) Pu03) Pu03) Ph02)

Antracnosis

(Raza 38) 1

Antracnosis

(Raza 102) -0,21* 1

Antracnosis

(Raza 3) 0,31** 0,11ns 1

Antracnosis

(Raza 6) 0,32** 0,07ns 0,06ns 1

Antracnosis

(Raza 19) 0,20** 0,20** 0,79 ** 0,05ns 1

Moho blanco

(Aisl.02) -0,25*  0,31** -0,08ns -0,06ns -0,02ns 1

Pythium

(Aisl. Pu03) -0,06 ns -0,07ns 0,07ns -0,22** 0,04 ns -0,04ns 1

Pythium

(Aisl. Pu03) -0,13ns -0,05ns -0,01ns -0,03ns 0,00ns -0,07ns 0,53* 1

Ascochyta 0,07

(Aisl. Ph02) -,034 -,063 0,07ns -0,03ns 0,08 ns -0,06ns  0,24** ns 1

ns, no significativo (p > 0.05); * 0.01 > p < 0.05; p, ** p < 0.01

4. Discusioén.

Se evaluaron un total de 210 entradas o variedades de judia en tres tests o
evaluaciones diferentes. En las investigaciones previas a este trabajo no se
encontraron referencias en las que se llevasen a cabo test de resistencia en
condiciones controladas frente a este patdgeno en judia comun. Schwartz et al (1981),
Schmit y Boudoin (1992) y Hanson et al (1993) analizaron la resistencia en judia frente
a este patégeno en campo. En estos cultivos, las variables que afectan a la interaccion
planta-patdgeno son altamente variables y dificiles de controlar; fotoperiodo, humedad,
temperatura, nutricibn de la planta, estados fisiolégico de la planta, fuente del

patégeno.

El test de resistencia utilizado en este trabajo, se adapté del método que se aplica
frecuentemente para evaluar la respuesta frente a Colletotrichum lindermuthianum,
hongo responsable de la enfermedad conocida como antracnosis (Ferreira et al 2008).
Ambos patégenos se multiplican bien sobre medio PDA y producen abundantes

conidias. El test de resistencia bajo condiciones controladas permite un mayor control
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de las condiciones respecto a los test llevados a cabo en condiciones de campo. Asi,
por ejemplo, se puede controlar la fuente del patbgeno en cuanto a concentracion,
purezay origen. Ademas, este tipo de evaluaciones requiere menores medios y ofrece
la posibilidad de conocer la respuesta de los genotipos en fases tempranas, sin
requerir todo el desarrollo del cultivo.

La escala de severidad para calificar el nivel de dafios fue adaptada de la escala
descrita por Pande et al (2011) para garbanzo. Esta escala permite clasificar con
relativa objetividad el nivel de dafios observados en las plantas sin tener que recurrir a
mediadas mas complejas utilizada en otras especies como el nimero y tamafio de las

lesiones o porcentaje de superficie de la planta afectada (Avila et al 2004).

Los resultados ponen de manifiesto la existencia de variacion en la respuesta tanto en
la variable genotipo como en la variable test, esta variacion es esperable dada la
diversidad de genotipos reunida en la coleccién nuclear. Diferentes factores que
pueden afectar a la respuesta en la interaccién planta-patégeno; pueden deberse al
patdgeno, a la planta, o al ambiente (triangulo de la enfermedad). La fuente de in6culo
utilizada fue un asilamiento local monospérico, esto es derivado de una conidia, por lo
que no se espera que la variacién en la respuesta sea debida al patégeno. En cuanto
a la planta, las accesiones de la coleccion nuclear derivan de muestras recogidas a los
agricultores y conservadas en la colecciones de semillas. Por lo tanto, una entrada
puede tener cierta heterogeneidad debida a la presencia de mezcla de varias lineas
gue pueden responder de un modo diferente frente al patdgeno. Finalmente en lo que
respecta al ambiente, debido al volumen de plantas manejadas (aproximadamente
1680 en cada test), los tests de resistencia se realizaron en cabinas instaladas dentro
de invernaderos donde el control de la temperatura y humedad presenta cierta
oscilacién. En cualquier caso, la variacion observada entre tests sugiere la necesidad
de llevar a cabo varias evaluaciones para disponer de una buena estimacion de la

respuesta de los materiales.

En lo que respecta a la respuesta de las entradas y variedades, los resultados
indicaron que se trata de una respuesta de naturaleza cuantitativa, esto es, una
respuesta continua en la que no se pueden establecer clases fenotipicas tales como
resistente (sin sintomas) y susceptible (plantas muy afectadas o muertas). Esto
sugiere que el control genético de la respuesta en los genotipos con mayores niveles
de resistencia puede estar contralado por QTL (quantitative trait loci), es decir, varios

genes con pequefio efecto sobre el fenotipos e influenciados por el ambiente (Collard
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et al 2005). Esta posibilidad encaja con el control genético descrito en otras especies

de leguminosas (Muehlbauer y Chen 2007).

El juego de entradas incluidas en la coleccion nuclear de judias también se habia
evaluado frente a cinco razas locales de Colletotrichum lindemuthianum (razas 3, 6,
19, 38 y 102; Pérez Vega et al 2006), un aislamiento de Sclerotinia sclerotiorum
(Pascual et al 2010) y un aislamiento de Pythium ultimun (Campa et 2010). El andlisis
de correlaciones entre la respuestas al aislamiento de Ph02 analizado en este trabajo
y la respuesta frente a otros patdgenos revel6 una correlacion significativa con la
respuesta Pythium ultimun (r=0.244 p<0.001). La existencia de correlacion significativa
podria indicar que las mismas regiones gendémicas estan implicadas en el control de
ambos caracteres, aunque esta hip6tesis deberia ser investigada mediante un analisis

de QTL en poblaciones segregantes.

Los resultados de este trabajo permitieron identificar 14 entradas de la coleccién
nuclear con elevados niveles de resistencia con un indice de severidad menor de 4 en
al menos dos de los tres tests llevados a cabo. Todas estas accesiones mostraban
minimas lesiones 10 dias después de la inoculacion. Este resultado es coherente con
los bajos niveles de resistencia frente a este patdégeno encontrados en P vulgaris
aunque el numero de genotipo evaluados fue reducido (Schwartz et al 1981; Hanson
et al 1993). Por contra, altos niveles de resistencia se encontraron en especies
proximas a P vulgaris como P. coccineus y P. dumosus (Schmit y Baudoin 1992). La
respuesta de estas accesiones deberia confirmarse en posteriores evaluaciones. Esta
verificacion podria incluir la realizacibn de nuevos tests de resistencia y/o el
establecimiento de lineas homocigotas y su posterior evaluacién. En todo caso, este
trabajo supone una primera aproximacion al estudio de la interaccion entre el hongo

responsable de la enfermedad y la judia coman.
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5. Conclusiones
Este trabajo supone un primer esfuerzo en el estudio de la interaccion Phoma exigua
var diversispora - Phaseolus vulgaris L. Las primeras conclusiones que se pueden

extraer son:

1. El test de resistencia permiti6é desarrollar la enfermedad en condiciones controladas.
Los tipos de sintomas se repitieron entre evaluaciones y afectaron especialmente a los
nudos.

2. La escala de evaluacion para clasificar las reacciones de la planta resultoé sencilla,
facil de utilizar y permitio identificar los diferentes niveles de respuesta.

3. Se detecté una variacién significativa entre tests lo que aconseja realizar varias
evaluaciones para obtener una buena estimacion de la respuesta o nivel de resistencia
de los genotipos.

4. Se detectd variacién significativa entre genotipos de judia (entradas o variedades).
Se identificaron 14 accesiones con elevados niveles de resistencia.

5. Los resultados indican una naturaleza cuantitativa de la repuesta frente a este
patdgeno. Dada esta naturaleza resulta conveniente verificar los niveles de resistencia
de estas 14 entradas mediante nuevos test de resistencia o el establecimiento de

lineas homozigotas para su posterior evaluacion.
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