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ABSTRACT

Biotic stress (wilt) caused by Fusarium oxysporium is the
most devastating soil born stress in lentil (Lens culinaris
Medik) and breeding for host resistance is the best method
to control wilt. Three distinct sets comprising of eight
variable populations (segregating generations, their parents
and standard varieties) of lentil (Lens culinaris Medik) were
evaluated to observe their responses against Fusarium wilt of
lentil in a nested design. This study was carried out at the
Nuclear Institute for Agriculture and Biology (NIAB), at
Faisalabad, Pakistan. The results revealed that the parents,
standard varieties and plant progenies in segregating
populations were developed through selection of single
plants and showed resistance against Fusarium wilt disease.
Among all sets, the populations of Set-2 and Set-3 were a
good source of variation for resistance against Fusarium wilt
disease, which may be evaluated and utilized for the selection
of disease resistant plants. The mutated populations (Ay;,
By and AB)) showed more resistance in comparison with
recombinant populations thus implying that using induced
mutation is effective for developing resistance in lentil. Such
type of resistant breeding material can minimize the impact
of this disease on lentil production and would be an aid to
the lentil breeders in developing high yielding and disease

resistant varieties.
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scale, segregating generations.
INTRODUCTION
ome major hazards in the production

of lentil (Lens culinaris Medik) include
susceptibility to various fungal diseases such
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RESUMEN

El estrés bidtico (marchitez) causado por Fusarium es el es-
trés producido en el suelo més devastador de la lenteja (Lens
culinaris Medik) y el mejoramiento para la resistencia del hués-
ped es el mejor método para controlar la marchitez. Tres con-
juntos diferenciados, cada uno de ocho poblaciones variables
(generaciones segregantes, sus progenitores y variedades estin-
dar) de lenteja (Lens culinaris Medik), se evaluaron para obser-
var sus respuestas contra la marchitez por Fusarium de la lente-
ja en un disefio anidado. Este estudio se realizé en el Instituto
Nuclear para la Agricultura y la Biologia (NIAB), en Faisala-
bad, Pakistin. Los resultados revelaron que los progenitores, las
variedades estindar y las progenies de plantas en poblaciones
segregantes fueron desarrolladas por medio de la seleccién de
plantas individuales, y mostraron resistencia contra la enferme-
dad de marchitez por Fusarium. Entre todos los conjuntos, las
poblaciones del Conjunto-2 y el Conjunto-3 fueron una buena
fuente de variacién para la resistencia contra la enfermedad de
marchitez por Fusarium, lo cual se puede evaluar y usar para la
seleccion de plantas resistentes a enfermedades. Las poblaciones
mutadas (Ay, By y AByp) mostraron mayor resistencia en com-
paracién con las poblaciones recombinantes, lo cual implica
que el uso de la mutacién inducida es efectiva para desarrollar
resistencia en la lenteja. Este tipo de material con mejoramiento
a resistencia puede minimizar el impacto de esta enfermedad en
la produccién de lentejas y seria una ayuda para que los mejora-
dores de lentejas desarrollen variedades con rendimiento alto y

resistentes a las enfermedades.

Palabras clave: Fusarium oxysporium, Lens culinaris Medik, esca-

la de enfermedad, generaciones segregantes.
INTRODUCCION
lgunos de los riesgos mayores en la produc-

cion de lentejas (Lens culinaris Medik) inclu-
yen la susceptibilidad a varias enfermedades
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as Ascochyta blight, rust, wilt, collar rot, botrytis
and stem rot which affect the production of lentil
in Pakistan (Chaudhry er a/., 2008). Vascular
wilt caused by Fusarium oxysporium is the most
important disease of lentil in many lentil growing
areas of Pakistan and worldwide. This wilt
pathogen survives unfavorable conditions in the
soil either as a dormant form (chlamydospores)
or saprophytically that can remain viable for
several years without a suitable host (Bayaa er
al., 1997; Erskine et al., 2011; Pouralibaba ez a/.,
2015a). Wilt may cause 5-10 % yield losses but,
sometimes, severe damage may cause a whole crop
failure under favorable conditions for the disease
development (Chaudhary and Amarjit, 2002;
Sarwar et al., 2014), especially in a warm spring
and a dry and hot summer (Agarwal ez a/., 1993;
Sarwar er al., 2014). The damage also depends
upon the crop stage being affected and the severity
of the pathogen strain (Taylor ez al., 2007). The
disease occurs both at seedling and flowering
stages. In early sown crops wilting may occur in
November but the disease ceases during the cool
months of December and January. In February,
it starts to reappear and the maximum incidence
of the disease occurs in March (Bashir and Malik,
1988). Under favorable conditions susceptible
genotypes showed 100 % yield losses in Pakistan
(Chaudhry ez al., 2008).

Breeding for host resistance is the most effective,
efficient and environment friendly method (Sarwar
et al., 2014). Most of the commercial varieties in the
field are susceptible to Fusarium wilt in Pakistan
and work is in progress to screen resistant/tolerant
genotypes (Chaudhry ez al., 2008). Therefore, the
objective of this study was to evaluate the responses
of different lentil populations to biotic stress
(Fusarium wilt disease) in a wilt sick plot.

MATERIALS AND METHODS

Three distinct sets comprising eight variable populations
(segregating generations, their parents and standard varieties)
were evaluated at the Nuclear Institute for Agriculture and
Biology (NIAB), Faisalabad, in a wilt sick plot developed
with locally available £ oxysporum f. sp. lentis isolate. Each set
comprised eight populations, viz. four segregating generations
(recombinant, mutant and recombinant mutant), their two

parents and two standard varieties (Table 1).
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fungicas como plagas de Ascochyta roya, marchitez,
pudricién de collar, botrytis y pudricién de tallo,
las cuales afectan la produccién de lentejas en Pakis-
tan (Chaudhry ez /., 2008). La marchitez vascular,
causada por Fusarium oxysporium, es la enfermedad
de lenteja mds importante en muchas dreas produc-
toras de Pakistdn y del mundo. Este patégeno de la
marchitez sobrevive condiciones poco favorables en
el suelo, ya sea de forma latente (clamidosporas) o
saprofitica, que pueden permanecer viables por va-
rios afos sin un huésped apropiado (Bayaa ez al.,
1997; Erskine et al., 2011; Pouralibaba ez a/., 2015a).
La marchitez puede causar pérdidas de 5 a 10 %,
pero a veces un dafio severo puede causar la pérdi-
da de toda una cosecha bajo condiciones favorables
para el desarrollo de la enfermedad (Chaudhary y
Amarjit, 2002; Sarwar ez al., 2014), en particular en
una primavera cdlida y en un verano seco y caluroso
(Agarwal er al., 1993; Sarwar et al., 2014). El dafio
también depende de la etapa del cultivo que sea
afectada, y de la severidad de la cepa del patdgeno
(Taylor et al., 2007). La enfermedad ocurre en las
etapas de pldntula y de floracién. En cultivos tem-
pranos puede presentarse marchitez en noviembre,
aunque la enfermedad cede en los meses frescos de
diciembre y enero. En febrero, empieza a reapare-
cer y la mayor incidencia de la enfermedad ocurre
en marzo (Bashir y Malik, 1988). Bajo condiciones
favorables, genotipos susceptibles presentaron pér-
didas en rendimiento de 100 % en Pakistdn (Chau-
dhry ez al., 2008).

El mejoramiento es el método mds efectivo, efi-
ciente y amable con el ambiente (Sarwar ez al., 2014).
La mayoria de las variedades comerciales en el cam-
po son susceptibles a la marchitez por Fusarium en
Pakistdn y hay trabajos en progreso para seleccionar
genotipos resistentes/tolerantes (Chaudhry ez al,
2008). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar las respuestas de diferentes poblaciones al es-
trés bidtico (enfermedad de marchitez por Fusarium)
en una parcela enferma con marchitez.

MATERIALES Y METODOS

Tres conjuntos distintos de ocho poblaciones variables (ge-
neraciones segregantes generantes, sus progenitores y variedades
estandar) se evaluaron en el Instituto Nuclear para la Agricultu-
ra y la Biologia (NIAB), Faisalabad, en una parcela enferma de

marchitez desarrollada con aislamientos disponibles localmente
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Table 1. Lentil populations (each one identified along with some details of the genetic nature of
their parents), their segregating generations and standard varieties in each one of eight-
population sets used in a plot infected by Fusarium in Faisalabad, Pakistan.

Cuadro 1. Poblaciones de lenteja (cada una identificada junto con algunos detalles de la naturale-

za genética de sus progenitores), sus generaciones segregantes y variedades estindar en
cada uno de los conjuntos de poblacién de ocho usados en una parcela infectada con

Fusarium in Faisalabad, Pakistdn.

Set No. Population name Symbols Parental genetic nature
1 P, A SNL 03381
P, B NL 96475B
Fy ABy NL 03381 XNL 96475B
M,(P,) Ay NL 03381/100 Gy*
M,(P,) By NL 96475B/100 Gy
FsM, ABym NL 03381 XNL 96475B/100 Gy
SV, C Punjab Masoor 2009
SV, D Markaz 2009
2 P, A NL 03381
P, B NL 66184
Fy ABy NL 03381 XNL 66184
M,(P,) Ay NL 03381/100 Gy
M;(P,) By NL 66184/100 Gy
FsM, ABym NL 03381 XNL 66184/100 Gy
N C Punjab Masoor 2009
SV, D Markaz 2009
3 P, A NL 96475B
P, B NL 66184
F, ABy NL 96475BXNL 66184
M;(P)) Am NL 96475B /100 Gy
M;(P,) By NL 66184/100 Gy
F,M, ABjyyg NL 96475BXNL 66184/100 Gy
SV, Punjab Masoor 2009
SV, Markaz 2009

Py: Parent-1; P,: Parent-2; Fj: Recombinant segregating generation; M3(P1): Mutant segregating
generation of P;; M3(P,): Mutant segregating generation of P»; F3M,: Recombinant mutant segregating
generation; SV;: Standard variety-1; SV,: Standard variety-2 < P;: Progenitor-1; P,: Progenitor-2; Fj:
Generacién segregante recombinante; M3(P)): Generacidn segregante mutante de Pj; M;(P,): Gene-
racion segregante mutante de P,; F;M,: Generacién recombinante segregante mutante; SV;: Variedad

estdndar-1; SV,: Variedad estdndar-2.

The experimental design was nested (hierarchical) and it
was same for all sets (Akhtar ez a/., 2015), in each population
of true breeding genotypes (parents and standard varieties)
and, similarly, in each population of segregating generations
(recombinant, mutant and recombinant mutants), two rows of
each genotype were taken as progenies and twenty plants of each
progeny were sown in field. These plants were equally divided
into two rows to obtain two observations (replicates) of a trait
in ten plants of a progeny. These progenies were considered as
treatments in the experiment. Each experimental unit was 1 m
long keeping plant-to-plant and row-to-row distances of 10 and

30 cm, respectively. Sowing was done by dibbling two seeds per

de E oxysporum £. sp. lentis. Cada conjunto estaba compuesto por
ocho poblaciones: cuatro generaciones segregantes (recombinan-
tes, mutantes y mutantes recombinantes), sus dos progenitores y
dos variedades estdndar (Cuadro 1).

El disefio experimental fue anidado (jerdrquico) y fue el
mismo para todos los conjuntos (Akhtar ez al., 2015). En cada
poblacién de genotipos de mejoramiento (progenitores y varie-
dades estdndar) y, de forma semejante, en cada poblacién de
generaciones segregantes (recombinantes, mutantes y mutantes
recombinantes), se tomaron dos hileras de cada genotipo como
progenies y 20 plantas de cada progenie fueron sembradas en la

parcela. Estas plantas a su vez, se dividieron en dos hileras para
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hill at uniform depth. All other agronomic practices were kept
uniform.

Fusarium wilt of lentil may occur from the seedling
stage to the reproductive stage. However, seedling wilt can
cause more yield losses. Thus, visual observations of disease
symptoms were started after two weeks of seed germination
and total number of wilt infected plants was noted till crop
approached near physiological maturity in each plant progeny
row for each population to calculate disease incidence by using

the formula:

Number of plants wilted

Wilt incidence (%) = X100

Total number of plants

The level of resistance/susceptibility of each plant progeny
row was determined by using the rating scale of Baya ez al. (1997)
and Stoilova and Chavdarov (2006), with some modifications
(Table 2). Plants bearing damage due to Fusarium wilt in
all progeny rows were uprooted and sent to laboratory to be
analyzed, whereas the pathogens were isolated on gram meal
agar medium to confirm that the disease was caused by Fusarium

oxysporium £. sp. lentis.
REesurrs AND Discussion

The plants within all populations had the
capacity to withstand Fusarium wilt disease. No
plant in any population showed susceptibility to the
disease (Table 3), which showed that the parents,
standard varieties and plant progenies in segregating
populations were developed through selection of
single plants showing resistance against Fusarium
wilt disease. However, Stoilova and Chavdarov
(2006) reported different results after screening
32 genotypes of lentil, out of which three were
susceptible.

obtener dos observaciones (repeticiones) de una caracteristica
en diez plantas de una progenie. Estas progenies se considera-
ron tratamientos en el experimento. Cada unidad experimental
tuvo 1 m de largo, con una distancia entre plantas y entre hileras
de 10y 30 cm, respectivamente. La siembra se realizé plantando
dos semillas por monticulo a una profundidad uniforme. Las
demds pricticas agrondmicas se mantuvieron uniformes.

La marchitez de la lenteja por Fusarium puede ocurrir desde
la etapa de plintula hasta la etapa reproductiva. Sin embargo,
la marchitez de la pldntula puede causar mayores pérdidas de
rendimiento. Por ello, las observaciones visuales de estos sinto-
mas de la enfermedad se iniciaron después de dos semanas de la
germinacién de la semilla y se noté un nimero total de plantas
infectadas con marchitez hasta que el cultivo se aproximé a la
madurez fisiolégica en cada hilera progenie de planta para cada
poblacién para calcular la incidencia de la enfermedad usando

la férmula:

Incidenciade ~ Numero de plantas marchitas

: - X100
marchitez (%) Numero total de plantas

El nivel de resistencia/susceptibilidad de cada hilera de pro-
genie de planta se determiné con la escala de valores de Baya ez
al. (1997) y Stoilova y Chavdarov (20006), y algunas modificacio-
nes (Cuadro 2). Algunas plantas con dafios ocasionados por la
marchitez por Fusarium en todas las hileras de progenie se arran-
caron y enviaron al laboratorio para su andlisis, mientras que los
patdgenos se aislaron en un medio de agar para confirmar que la

enfermedad fue causada por Fusarium oxysporium f. sp. lentis.
REsuLTADOS Y DISCUSION

Las plantas de todas las poblaciones tenfan la ca-
pacidad de tolerar la enfermedad de marchitez por
Fusarium. Ninguna planta de ninguna poblacién
presentd susceptibilidad a la enfermedad (Cuadro 3),

Table 2. Disease scale for determining level of resistance/susceptibility of each plant,
progeny from every population, against Fusarium wilt.

Cuadro 2. Escala de la enfermedad para determinar el nivel de resistencia/susceptibi-

lidad de cada planta, progenie de cada poblacién, contra la marchitez por

Fusarium.

Serial number  Disease incidence (%)

Response

1 0.0
2 0.1-15.0
3 15.1-25.0
4 25.1-50.0
5 >50

Highly resistant (HR)

Resistant (R)

Moderately resistant (MR)/ Tolerant (T)
Susceptible (S)

Highly susceptible (HS)
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Table 3. Response of different lentil populations to Fusarium wilt disease and percent disease infection.
Cuadro 3. Respuesta de diferentes poblaciones de lentejas a la enfermedad de marchitez por Fusarium y porcentaje de

infeccién de la enfermedad.

. Set-1 Set-2 Set-3
Population
name . . .
%DI* Disease response %DI Disease response %DI Disease response
*P; (A) 5.0 R 0.0 HR 5.0 R
P, (B) 5.0 R 0.0 HR 0.0 HR
F3(ABy) 25.0 T 0.0 HR 0.0 HR
M;(Ay) 0.0 HR 0.0 HR 0.0 HR
M;(Byp) 5.0 R 0.0 HR 0.0 HR
F3M,(ABy\p) 5.0 R 0.0 HR 0.0 HR
SV-1(C) 5.0 R 25.0 T 5.0 R
SV-2(D) 15.0 R 10.0 R 5.0 R

%DI: Percent of disease incidence % %DI: Porcentaje de incidencia de la enfermedad.

In Set-1, the mutant population of parent A i.e.
Mj (Ayp) was found highly resistant to Fusarium
wilt, since it showed least or even no effect of £
oxysporium. Parental populations P; (A) and P, (B),
segregating populations M3 (By,) and F;M, (ABy,)
and Standard varieties SV-1 (C) and SV-2 (D) showed
resistance against Fusarium wilt, that is, the disease
affected few plants. The plants within recombinant
population F3 (ABy) tolerated wilt disease, which
means that a high number of plants wilted in this
population (Table 3), as compared to the standard
varieties.

In Set-2, the parents ‘A’ and ‘B’ and all segregating
populations, ie. ABy, Ay, By and ABy, were
highly resistant with no wilted plant found in these
populations. Such populations may be used as a
reliable source of resistance against E oxysporium
in lentil. The standard variety ‘D’ showed resistant
behavior, whereas standard variety ‘C’ was tolerant
to wilt disease (Table 3). In Set-3, the parent ‘B’ and
all segregating populations (ABy, Ay, By and ABy)
were highly resistant, whereas Parent ‘A’ along with
both standard varieties had resistance to £ oxysporium
(Table 3).

Among all sets, the populations of Set-2 and Set-
3 were a good source of variation for lentil resistance
against Fusarium wilt disease (Table 4) as shown by
the number of plants which survived. This may be
evaluated and utilized for the selection of disease
resistant plants as reported by Baya ez al. (1997),
who found similar variability for resistance against
Fusarium wilt disease.

lo cual mostré que los progenitores, las variedades
estandar y progenies de plantas en poblaciones segre-
gantes fueron desarrolladas a través de la seleccién de
plantas individuales que muestran resistencia contra
la in enfermedad de marchitez por Fusarium. Sin em-
bargo, Stoilova y Chavdarov (2006) reportaron re-
sultados diferentes luego de evaluar 32 genotipos de
lenteja, de los cuales tres fueron susceptibles.

En el Conjunto-1, la poblacién mutante del
progenitor A i.e. M3 (Ay) tuvo resistencia alta a la
marchitez por Fusarium, ya que mostré efectos me-
nores o incluso nulos de £ oxysporium. Las pobla-
ciones progenitoras P1 (A) y P2 (B), las poblaciones
segregantes M3 (By) y F3M, (AByy) y las variedades
estandar SV-1 (C) y SV-2 (D) mostraron resistencia
contra la marchitez por Fusarium, es decir, la enfer-
medad afectd a pocas plantas. Las plantas dentro de
la poblacién recombinante F5 (ABy) toleraron la en-
fermedad de marchitez, esto es, un nimero alto de
plantas en esta poblacién se marchitaron (Cuadro 3),
en comparacién con las variedades estdndar.

En el Conjunto-2, los progenitores ‘A" y ‘B’ y
todas las poblaciones segregantes, es decir, ABy,
Ay, By y AByy, presentaron alta resistencia y no
hubo plantas marchitas en estas poblaciones. Tales
poblaciones se pueden usar como una fuente con-
fiable de resistencia contra £ oxysporium en lentejas.
La variedad estdindar ‘D’ tuvo un comportamien-
to resistente, mientras que la variedad estidndar ‘C’
fue tolerante a la enfermedad de marchitez (Cua-
dro 3). En el Conjunto-3, el progenitor ‘B’ y todas
las poblaciones segregantes (AByy, Ayg, By y AByy)
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Our research revealed that in all sets, the parents,
standard varieties and plant progenies in segregating
populations showed capacity to withstand Fusarium
wilt disease. All mutated populations from all sets
(A, By and AByy) showed resistant behavior
as compared to recombinant population ABy
(Table 3). Moreover, Ay; population appeared to be
highly resistant to Fusarium wilt disease in all sets.
Such type of resistant breeding material can minimize
the impact of this disease on lentil production. The
results of our research also indicated the worth of
induced mutation in developing resistant genotypes.
This is similar to Taylor ez a/. (2007) and Pouralibaba
et al. (2015a), who suggested that the most effective,
economical and environment friendly method to
control the disease is using resistant cultivars. Besides,
Pouralibaba et al. (2015a, b) showed an interaction
between pathogen and host genotypes, which should
be considered for planning breeding and the pathotypes
should be studied before setting up a breeding

programs in order to select the resistant cultivars.
CONCLUSIONS

The breeding populations (parents, standard
varieties and segregating generations) within Set-

presentaron resistencia alta, mientras que el Proge-
nitor ‘A’, junto con ambas variedades estdndar resis-
tieron el £ oxysporium (Cuadro 3).

Entre todos los conjuntos, las poblaciones del
Conjunto-2 y el Conjunto-3 fueron una buena fuen-
te de variacién para la resistencia de lentejas a la en-
fermedad de marchitez por Fusarium (Cuadro 4),
segun lo observado por el nimero de plantas que
sobrevivieron. Esto puede ser evaluado y usado para
la seleccién de plantas resistentes a la enfermedad,
segun lo reportado por Baya er al. (1997), que en-
contraron una variabilidad similar para la resistencia
contra la enfermedad de marchitez por Fusarium.

Nuestra investigacién revelé que en todos los
conjuntos, las variedades estindar y progenies de
plantas en poblaciones segregantes presentaron una
capacidad de tolerar la enfermedad de marchitez por
Fusarium. Todas las poblaciones mutadas de todos
los conjuntos (Ayy, Bys y AByy) tuvieron un compor-
tamiento resistente en comparacién con la poblacién
recombinante ABy; (Cuadro 3). Ademis, la pobla-
cién Ay parecié altamente resistente a la enfermedad
de marchitez por Fusarium en todos los conjuntos.
Tal clase de material de mejoramiento resistente pue-
de minimizar el impacto de esta enfermedad en la
produccién de lentejas. Los resultados de nuestra

Table 4. Progeny wise response expressed as the frequency that lentil populations were scored into the disease rating scale for

Fusariwm wilt in all sets.

Cuadro 4. La respuesta de la progenie expresado como la frecuencia que las poblaciones de lentejas entraron en la escala de mar-

chitez por Fusarium en todos los conjuntos.

Progenies
Disease Response  Set No. Total
P, P, F3 M, M; FsM, SV-1 SV-2
(A) (B) (ABp) (App) (By)  (ABpyp) © (D)

Highly resistant 1 1 1 1 2 1 2 1 - 9
2 2 2 2 2 2 2 - - 12
3 1 2 2 2 2 2 1 1 13

Resistant 1 1 1 - - 1 - 1 2 6

2 - - - - - - 1 2 3

3 1 - - - - 1 1 3

Tolerant 1 - - 1 - - - - - 1

2 - - - - - - 1 1

3 - - - - - - - - -

Susceptible 1 - - - - - - - - -

2 - - - - - - - - -

3 - - - - - - - - -

Highly susceptible 1 - - - - - - - - -
2 _ _ - _ _ - _ _ _

3 - - - - - - - - -

Total 48
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2 and Set-3 might be used as sources of resistance
against Fusarium wilt of lentil in breeding programs.
The mutated populations (Ay;, By and ABy,)
showed more resistance, as compared to recombinant
populations, thus implying that the use of induced
mutation is effective for developing resistance in
lentil. Resistant plants of lentil may be the beginning
of an integrated disease management program in
lentil crop.
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investigacién también indicaron el valor de la muta-
cién inducida en el desarrollo de genotipos resisten-
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