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Resumen. El mejoramiento genético para la obtencion de
variedades de frijol (Phaseolus vulgaris) resistentes a la
pudriciéon carbonosa (Macrophomina phaseolina), debe
contar con metodologias para evaluar los dafios de manera
econdmica, confiable y rapida, y también conservar el material
segregante de interés. En este trabajo se evalud la expresion
de la infeccién por M. phaseolina en dos variedades (BAT
477 y Pinto Ul-114) de frijol con reaccién contrastante al
hongo, utilizando tres métodos de inoculacién de “hoja
desprendida” in vitro: discos de hoja de 1 cm de diametro,
hojas simples o cotiledonales y foliolos de hojas trifoliadas.
Los métodos se compararon con datos de infeccion derivados
de dos métodos “convencionales”: inoculacion de plantulas
en invernadero con semilla de arroz infestada y cultivo de
semillas in vitro en PDA colonizado por el hongo. Los tres
métodos de hoja desprendida provocaron los sintomas de la
enfermedad y discriminaron entre reacciones de resistencia y
de susceptibilidad a M. phaseolina. Debido a su sencillez,
rapidez y confiabilidad, se recomienda el uso de hojas
cotiledonales en pruebas de reaccion a M. phaseolina en
frijol.

Palabras clave adicionales: Hoja desprendida, inoculacion in
vitro, pudricion carbonosa.

Abstract. Genetic improvement to obtain common bean
(Phaseolus vulgaris) resistant cultivars to charcoal rot
(Macrophomina phaseolina) must have methodologies
which allow to evaluate disease damage in a cheap, reliable,
and fast way. In this work, the expression of infection by M.
phaseolina was evaluated in two common bean cultivars (BAT
477 and Pinto Ul-114) with contrasting reactions to the
fungus, using three “detached leaf” in vitro inoculation
methods: one cm diameter leaf discs, simple or cotyledonal

leaves, and folioles from trifoliated leaves. Methods were
compared with infection data derived from two
“conventional” methods: seedling inoculation with infested
rice seeds in greenhouse and in vitro seed culture in PDA
colonized with the fungus. The three methods of detached
leaf produced disease symptoms and discriminated between
resistance and susceptibility reactions to M. phaseolina. The
use of cotyledonal leaves is recommended to assess the
reaction to M. phaseolina in beans, because the method is
simple, fast, and reliable.

Additional keywords: Detached leaf, in vitro inoculation,
charcoal rot.

El desarrollo de germoplasma de frijol comun (Phaseolus
vulgaris L.) con resistencia durable a enfermedades es una
alternativa eficaz para estabilizar los rendimientos en areas
de secano o temporal con problemas de pudricion carbonosa
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. en México (Mayek-
Pérez et al., 2001b). Una limitante para la obtencion de
germoplasma resistente a la pudriciéon carbonosa son los
pocos estudios relativos al andlisis de la herencia de la
resistencia genética a dicho fitopatdgeno. Esto ha sido dificil
debido a que los procedimientos tradicionales de inoculacién
utilizados y el efecto de diversos factores ambientales durante
el desarrollo de la enfermedad en el hospedante enmascaran
la respuesta de la planta al patdgeno; situacion que conduce
a errores en la caracterizacion del germoplasma segregante
(Olaya et al., 1996). Otra limitante consiste en que
generalmente las evaluaciones de la respuesta del frijol a la
pudricion carbonosa implican la destruccion de plantas para
la medicion de los dafios, de modo que en el caso de
poblaciones segregantes debe eliminarse parte de la
poblacion que podria ser util dentro del programa de seleccion
y mejoramiento. Esta limitante es mayor cuando se piensa en
la ejecucidn de estudios de mapeo genético de genes o
caracteres de loci cuantitativos asociados o ligados con la
resistencia a la pudricion carbonosa. Por ello, el proceso de
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evaluacion de la reaccion de germoplasma segregante a M.
phaseolina debe considerar métodos no destructivos de
evaluacion de la severidad que permitan conservar integra la
poblacion evaluada y que ofrezcan resultados rapidos,
confiables y consistentes. En frijol comin se utiliza con
resultados confiables la técnica de la “hoja desprendida” para
medir los dafios por hongos como Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. y Magn.) Lams.-Scrib. (Mendoza et
al., 2001; Tu, 1986); Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferr.
(Ragagnin et al., 2005); Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary (Steadman et al., 1997); Uromyces appendiculatus var.
appendiculatus (Pers.:Pers.) Unger (Rios ef al., 2001);
Rhizoctonia solani Kithn (Beaver et al., 2002; Muyolo et al.,
1993;) y por bacterias como Xanthomonas axonopodiss pv.
phaseoli (Smith) Vauterin, Hoste, Kersters and Swings
(Mohamed et al., 1992). El objetivo de este trabajo fue evaluar
tres métodos de inoculacion de hojas desprendidas de frijol
in vitro con M. phaseolina respecto a su capacidad para
reproducir los sintomas de la pudricion carbonosa y
discriminar claramente entre reacciones de resistencia y de
susceptibilidad a la enfermedad y compararlos con dos
métodos de inoculacion “convencionales” (inoculacion de
plantulas y cultivo de semillas en medio de cultivo
colonizado).

Semillas de las variedades de frijol BAT 477 (resistente a M.
phaseolina) y Pinto UlI-114 (susceptible) se sembraron en
condiciones de invernadero en Aguascalientes, México. De
un grupo de plantas de cada variedad se obtuvieron a los 10
dias después de la siembra, hojas cotiledonales
completamente expandidas y sin dafios aparentes por plagas
y/o enfermedades; de otro grupo de plantas de cada variedad
se obtuvieron a los 20 dias después de la siembra, foliolos de
hojas trifoliadas completamente expandidos y también
aparentemente sanos. Durante su traslado al laboratorio, que
duré menos de 30 min, las hojas se mantuvieron en
condiciones de alta humedad relativa en cajas Petri con papel
secante estéril humedecido con agua destilada estéril. En la
campana de flujo laminar, las hojas se desinfestaron con
hipoclorito de sodio 2% durante 2 min, se enjuagaron dos
veces en agua destilada estéril y se secaron en papel secante
esterilizado. En este trabajo se utiliz6 una cepa de M.
phaseolina originaria de Los Mochis, Sinaloa, México,
altamente patogénica tanto en semillas (Reyes-Franco et al.,
2006) como en plantulas de frijol cultivadas en invernadero
(Mayek-Pérez et al.,2001a).

Tratamientos de inoculacion. Se evaluaron tres técnicas de
hoja desprendida in vitro para la determinacion de la infeccion
de M. phaseolina en frijol: 1) hojas cotiledonales o simples;
2) foliolos de hojas trifoliadas; y 3) discos foliares de 1 cm de
diametro obtenidos de hojas cotiledonales. Como testigos se
incluyeron los métodos convencionales de inoculacion con
semilla de arroz (Oryza sativa L.) colonizada en plantulas en
invernadero (Abawi y Pastor-Corrales, 1990), y el cultivo de
semillas en cajas Petri colonizadas con el hongo (Manici et
al., 1995), ambos métodos efectivos en frijol como ya se

indic6 anteriormente. Todos los tratamientos (variedad de
frijol x técnica de inoculacion) consistieron de diez
repeticiones que se incubaron en oscuridad a 30°C.

Hojas cotiledonales. Las hojas completas desinfectadas como
ya se indico se colocaron individualmente y con el envés
hacia arriba en cajas de Petri de 10 cm de diametro que
contenian un disco de papel secante estéril humedecido con
agua destilada estéril. En el envés de cada hoja se colocaron
dos discos de PDA de 0.5 cm de diametro con crecimiento de
la cepa respectiva de M. phaseolina y en ambos extremos de
lahoja a partir de la nervadura central. La unidad experimental
fue una hoja cotiledonal en una caja Petri.

Foliolos de hojas trifoliadas. El tratamiento del material fue
similar a lo descrito para el caso de hojas cotiledonales, salvo
que de cadauna de diez hojas trifoliadas se obtuvo un foliolo
que se coloco en una caja Petri de plastico de 10 cm de
diametro. La unidad experimental fue un foliolo en una caja
Petri.

Discos de hoja. Cinco discos de 1 cm de didmetro se
obtuvieron de una hoja cotiledonal completamente expandida
de 10 dias de edad con un sacabocados estéril. Los discos se
sometieron al mismo tratamiento de desinfeccion ya descrito
y se colocaron en una caja Petri con el haz en contacto con
medio de cultivo agar-agua. Luego se colocé un disco de 1
cm de didmetro de crecimiento fungoso de la cepa respectiva
de M. phaseolina cubriendo aproximadamente una quinta
parte de la superficie de cada disco foliar (Pederson et al.,
2000). La unidad experimental fueron cinco discos foliares en
una caja Petri.

Inoculacion de plantulas con semilla de arroz colonizada. Las
semillas de frijol se sembraron en charolas de plastico con
sustrato tipo peat-moss. El sustrato se inoculo a la siembra al
5% peso/peso con semilla de arroz colonizada con M.
phaseolina 'y preparada de acuerdo con el protocolo de Abawi
y Pastor-Corrales (1990). La unidad experimental fueron cinco
semillas o plantulas.

Inoculacion de semillas in vitro. La semilla de cada genotipo
se desinfect6é con NaOCl 2% durante 2 min, se enjuago con
agua destilada estéril y se secd con papel secante estéril.
Posteriormente, se coloco en cajas de Petri con PDA
colonizado con M. phaseolina y con cinco dias de edad. Las
cajas Petri se sellaron y se incubaron por cinco dias a 30°C en
oscuridad. La unidad experimental fueron cinco semillas por
caja Petri.

Variables medidas. En el tratamiento con discos de hoja se
midio la severidad de la pudricion carbonosa a los siete dias
en incubacion con la escala descrita por Pratt ef al. (1998); en
las hojas cotiledonales y foliolos de hojas trifoliadas se midio
la longitud de la lesion (en cm) causada por el hongo a los
cinco dias en incubacion. La severidad de la pudricion
carbonosa en semilla se realizo al quinto dia en incubacion
con la escala de dafios de Manici et al. (1995), mientras que
en plantulas se registré la severidad de la pudricion carbonosa
a los 28 dias después de la siembra con base en la escala
descrita de Abawi y Pastor-Corrales (1990) (Cuadro 1).
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Analisis estadistico. Los datos registrados se sometieron a
la prueba de normalidad de Shapiro y Wilk (p <0.05) (Ramirez
y Lopez, 1993). Los datos de longitud de lesion causada por
M. phaseolina en las hojas cotiledonales y de foliolos de
hojas trifoliadas cumplieron el supuesto de normalidad, y por
tanto, se compararon con base en la prueba t de Student para
muestras independientes (p < 0.05). Los datos registrados en
las pruebas en semilla, plantula y discos de hoja no
cumplieron el supuesto de normalidad debido a que se
utilizaron escalas de intervalo, y por tanto, la comparacion
entre las dos variedades se realizd con la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney o prueba de Wilcoxon para
muestras independientes (p <0.05) (Ramirez y Lopez, 1993).
Ademas, se calcularon los coeficientes de correlacion simples
de Pearson (p <0.05) entre medias de tratamientos para cada
método de inoculacion. El analisis estadistico se realizé con
el programa de computo Statistica version 5 (Statsoft Inc.,
1997; Tulsa, EUA). El ensayo se repitio dos veces con
resultados similares.

Los tres métodos de inoculacion de hoja desprendida
reprodujeron los sintomas de la pudricion carbonosa en hojas
de frijol (Fig. 1) y discriminaron entre la reaccion de resistencia
en BAT 477 y la de susceptibilidad de Pinto UI-114 (Cuadro
2) como ya se habia reportado previamente en estudios de

campo, invernadero y laboratorio (Mayek-Pérez et al., 1997,
2001a,2001b; Reyes-Franco et al., 2006). Los foliolos de hojas
trifoliadas mostraron mayores valores de longitud de lesion
causada por M. phaseolina que las hojas simples. Lo anterior
concuerda con lo reportado por St. Amand y Wehner (1995)
quienes observaron que Didymella bryoniae (Auersw.) Rehm
ocasion6 mayores en hojas mas viejas tanto de plantas
cultivadas en invernadero como en hojas desprendidas de
pepino (Cucumis sativus L.). Aparentemente, la reaccion a
M. phaseolina esta influenciada en mayor medida por factores
tales como la humedad del filoplano o la nutricion de la hoja,
mas que por caracteristicas de la hoja misma que se inocula
con el hongo y que parecerian estar positivamente asociadas
con la mayor tasa de infeccion por M. phaseolina, como la
densidad de estomas, pues por ejemplo, BAT 477 muestra
mayores indice estomatico y densidad de células epidérmicas
en el envés de las hojas (Mayek-Pérez et al., 2002). El analisis
de correlacion de los valores de severidad de la pudricion
carbonosa en las dos variedades de frijol indico alta y
significativa asociacion entre las cinco técnicas de inoculacion
evaluadas, aunque los valores de correlacion menores o
iguales a 0.80 se observaron con la técnica que utiliza foliolos
de hojas trifoliadas (Cuadro 3). Al respecto, la utilizacion de
técnicas de inoculacidon de hongos en plantas ofrece

Cuadro 1. Escalas de medicion de dafios causados por Macrophomina phaseolina en frijol.

Escala Valores

Discos foliares (Pratt ef al., 1998)

0 = disco con cero necrosis, 1 al 7 = disco completamente necrotico al séptimo hasta el
primer dia en incubacion, respectivamente.

0 = semilla sana, 1 = decoloracion de la parte de la semilla en contacto con el micelio, 2 =
tegumentos de la semilla invadidos por micelio y esclerocios por semilla sana, 3 = tegumentos
de la semilla libre del hongo por plantula infectada, 4 = tegumento de la semillay plantula
infectada, 5 = semilla infectada y no germinada.

1 = sin sintomas visibles, 3 = méaximo de 10% de hipocdtilo y raices con lesiones, 5 =
aproximadamente 25% de hipocotilo y raices con lesiones y ligero decaimiento de la raiz, 7
= aproximadamente 50% de hipocoétilo y raices con lesiones y considerable decaimiento de
laraiz y estructuras visibles del hongo, 9 = 75% o mas del hipocétilo y raices con lesiones,
avanzado decaimiento de la raiz y crecimiento extenso del hongo.

Longitud de lesion (cm).

Longitud de lesion (cm).

Semillas (Manici et al., 1995)

Plantulas (Abawi y Pastor-Corrales, 1990)

Hojas cotiledonales
Foliolos de hojas trifoliadas

resultados contrastantes. Higuera (1991) no recomienda la
evaluacion de la resistencia a M. phaseolina en condiciones
controladas pues observa baja asociacion con los resultados
de campo, y algo similar reportan Muyolo et al. (1993) quienes
inocularon R. solani en frijol; en ambos trabajos se indica
que dichas discrepancias se deben principalmente al efecto
del ambiente, asi como al uso de volimenes reducidos de
suelo en macetas (Higuera, 1991), o a los patrones de infeccion
diferentes que ocurren con el cultivo de semillas en agar
colonizado o en raices e hipocdtilos en contacto con el indculo
mezclado en el sustrato del suelo (Muyolo ef al., 1993). Por

Fig. 1. Reaccion de hojas cotiledonales de dos variedades de
frijol (Phaseolus vulgaris) a Macrophomina phaseolina a
los cinco dias en incubacion a 30°C en oscuridad.

su parte, St. Amand y Wehner (1995) indicaron que las
pruebas con hojas desprendidas son convenientes para
evaluar la reaccion a hongos del pepino como D. bryoniae,
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Cuadro 2. Severidad de dafio por Macrophomina phaseolina en dos
variedades de frijol (Phaseolus vulgaris) con base en cinco métodos de

inoculacion.
Variedad

Método de inoculacion BAT 477 Pinto UI-114 P>
Semillas 41 5.0 ok
Plantulas 34 6.8 ok
Discos de hoja 24 35 H
Hojas cotiledonales 2.8 42 H
Foliolos de hojas trifoliadas 39 44 H

“Diferencias estadisticas significativas entre variedades (P <0.05) de acuerdo
con la prueba de Mann-Whitney (métodos de inoculacion con semillas,
plantulas y discos de hoja), y 1a prueba t de Student (hojas cotiledonales y

foliolos de hojas trifoliadas).

Cuadro 3. Coeficientes de correlacion (r) simple de Pearson entre valores de patogenicidad
de Macrophomina phaseolina en frijol (Phaseolus vulgaris) registrados con cinco técnicas

de inoculacion.

Técnica de Plantula Discos de Hojas Foliolos de hojas
inoculacion hoja cotiledonales trifoliadas
Semilla 0.92%* 0.91%* 0.92%* 0.80%*
Plantula 0.92%* 0.94** 0.77**
Discos de hoja 0.90** 0.79%*
Hojas cotiledonales 0.77**

*Significativo (p <0.05).

debido a que muestran menores coeficientes de variacion
que las pruebas en invernadero, aunque no muestran alta
correlacion con los resultados de las pruebas de campo. Lo
anterior se debe posiblemente a que en la técnica de la hoja
desprendida se lava la hoja y con ello se remueven tanto
organismos contaminantes como los exudados participantes
en el proceso infectivo. Los resultados de este trabajo indican
que todas las técnicas evaluadas son confiables para la
correcta discriminacion entre germoplasma resistente y
susceptible a M. phaseolina. Dado que la obtencion de los
discos de hoja implica mas trabajo y cuidados en el
procesamiento e inoculacion de la muestra, asi como mayor
cantidad de material de laboratorio (medio de cultivo,
sacabocados), y la técnica de foliolos de hojas trifoliadas
demora mas tiempo para su obtencion, se sugiere que la
utilizacion de hojas simples o cotiledonales de frijol comun
para la inoculacion in vitro es una estrategia sencilla,
econdmica y confiable para la medicion del dafio causado
por cepas o aislamientos del hongo M. phaseolina.

CONCLUSIONES

Los tres métodos de inoculacion de M. phaseolina de hoja
desprendida provocaron los sintomas de la enfermedad en
frijol comun y discriminaron entre reacciones de resistencia y
de susceptibilidad a M. phaseolina como se observa con el
uso de métodos de inoculacion convencionales en plantulas
y semillas. Debido a su sencillez, rapidez y confiabilidad, se

recomienda el uso de hojas cotiledonales en pruebas de
reaccion a M. phaseolina en frijol.
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