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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. El objetivo fue evaluar temperaturas de incubacidon y post-
incubacion, concentraciones de indculo y efecto del acido maleico para obtener un
método eficiente y reproducible para inocular U. viciae-fabae en genotipos de haba.

Materiales y métodos. Los factores evaluados fueron: concentracion de indculo,
temperatura de incubacidon y post-incubacion, concentracion de acido maleico y la
validacion del método de inoculacion. Las variables evaluadas fueron: tipo de infeccion,
numero de pustulas, porcentaje de severidad, tamafio de pustulas y periodo de latencia.
Se realiz6 analisis de varianza y comparacion de medias con la prueba de Tukey (p <
0.05).

Resultados. Las temperaturas de incubacion de 7 y 18 °C no mostraron diferencias
significativas. La concentracién de urediniosporas de 3 x 10° mostré diferencias
significativas en el numero de pustulas y severidad. Para el ambiente no controlado de 24
°C en promedio no se observaron sintomas. U. viciae-fabae fue capaz de desarrollarse en
temperaturas controladas de 18, 22 °C y en temperaturas no controladas donde el
promedio de temperatura fue 20 °C.

Conclusiones. Una inoculacion eficiente se pudo obtener con una concentracion de 3 x
10° urediniosporas por mL™" a una temperatura de incubacién y post-incubacion de 18 °C.

Palabras clave: Vicia faba, Condiciones 6ptimas, Esporulacion, Tipo de infeccion

INTRODUCCION

En el desarrollo de la enfermedad es necesario identificar factores y condiciones
optimas, como la temperatura Optima para la inoculacion, método de inoculacion,
concentracion de indculo, humedad relativa, viabilidad de las esporas o propagulos,
condiciones de luz, entre otros. Estos factores son importantes en hongos bidtrofos
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(Lorrain et al., 2019), con la finalidad de realizar cualquier estudio sobre la interaccion
planta-patdgeno (Porras et al., 2023; Dixit et al., 2023; Lahlali ef al., 2024).

Caso particular del fitopatdogeno Uromyces viciae-fabae causante de la roya del haba,
es de gran importancia a nivel mundial. Se caracteriza por formar urediniosporas durante
el cultivo y teliosporas en invierno o en la senescencia de la planta. En México no se ha
reportado estructuras sexuales del patogeno.

Para la inoculacion y replicacion de la enfermedad se han adaptado protocolos
reportados de otros patosistemas como roya del trigo (Puccinia graminis), avena
(Puccinia coronata f. sp. avenae) y cebada (Puccinia hordei) (Ijaz et al., 2021).
Desafortunadamente, se desconocen las condiciones optimas de desarrollo de U. viciae-
fabae principalmente: temperaturas de incubacion y post-incubacion, concentracion de
indculo, métodos de inoculacion, diluyentes y dispersantes; informacion de gran utilidad
para cualquier estudio de interaccion haba-U. viciae-fabae.

Para reproducir la roya del haba diversos investigadores reportan diferentes
condiciones. Joseph y Hering (1997) mencionan que las urediniosporas de U. viciae-
fabae germinan en un rango entre 5 y 26 °C. Por su parte, Ijaz ef al. (2021) indican que
la temperatura de desarrollo de la enfermedad es de 22 = 2 °C. Emeran et al. (2005)
mostraron que se pueden inocular plantas de haba con una concentracion de 0.5 mg de
urediniosporas.

El 4cido maleico se emplea para inhibir el crecimiento vegetal en diversos cultivos.
En los programas de cereales lo emplean para regular el crecimiento de las plantulas
utilizadas para el incremento de indculo y desarrollo de monoptstulares; en trigo se usan
0.8 g L' de 4cido maleico (Rodriguez-Garcia et al., 2010). Esto permite tener muchos
aislamientos de roya en camaras pequefas y no tener contaminacion cruzada.

El objetivo de este trabajo fue evaluar temperaturas de incubacion y post-incubacion,
concentraciones de indculo, efecto del acido maleico para obtener un método eficiente y
reproducible para inocular en genotipos de haba con U. viciae-fabae.

MATERIALES Y METODOS

Material biologico. Se utilizo la linea 5 ICAMEX de haba, la cual es una F¢ que se
caracteriza por pertenecer a la subespecie mayor, de crecimiento indeterminado
desarrollada en el Programa de Mejoramiento Genético de Haba del Instituto de
Investigacion y Capacitacion Agropecuaria, Acuicola y Forestal del Estado de México
(ICAMEX). El aislado del hongo fue el genotipo CP21 colectado en 2021 en el Campo
Experimental Montecillo del Colegio de Postgraduados ubicado a 19° 27' 38” LN y 98°
54' 117 LO a una altitud de 2250 msnm. La purificacion se realizo en 2023, y se obtuvo
mediante tres generaciones de cultivos monopustulares en la linea 5 ICAMEX, se
conservo en tubos de ensaye de 5 mL a —20 °C. Para reactivar las urediniosporas se aplicd
un choque térmico, se inocularon en plantas de haba y se colectaron urediniosporas con
las cuales se inocularon los experimentos. Los experimentos se realizaron en el
Laboratorio Nacional de Royas y Otras Enfermedades de Cereales (LANAREC) del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo
Experimental Valle de México (CEVAMEX), ubicado a 19° 29” 88” LN y 98° 54’ 22”
LO y una altitud de 2260 msnm en 2023. La cepa CP21 se ha evaluado en campo en
estudios previos y se comporté con mayor virulencia en comparacion a otras cepas.
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Temperaturas de incubacion. Sembraron 40 semillas en vasos de unicel con capacidad
de 295 mL en invernadero a 18 + 2 °C. Las plantas de haba fueron regadas con agua
potable durante todo el experimento. Las plantulas se fertilizaron a partir del estadio 10
(son visibles el primer par de hojas) con el fertilizante Haifa® Poly-Feed a una
concentracién de 10 g L. Un total de 20 plantulas de haba en estado de desarrollo 13
(tres hojas abiertas), se inocularon mediante aspersion (Lopez-Rodriguez, 2014). La
concentracion de indculo fue de 1 x 10° urediniosporas mL™' diluidas en 5 mL de aceite
mineral Sotrol® 170 determinada por conteos con una cdmara de Neubauer. La
inoculacion se hizo con un aspersor adaptado a una bomba de vacio de la marca FELISA®
modelo 1500 a una presion de 98066.5 Pa. Una vez inoculadas, 10 de las plantulas se
transfirieron a una camara bioclimatica con temperatura de 7 &+ 2 °C y las otras 10 plantas
a una camara bioclimatica con temperatura de 18 + 2 °C. Todas las plantulas estuvieron
bajo luz continua y 100 % de humedad relativa durante 24 horas. Transcurrido el tiempo
de incubacion, todas las plantulas se trasladaron a un invernadero con temperatura de 18
+2°C.

Concentracion de urediniosporas. En este experimento se utiliz6 el mismo material
bioldgico del hospedante y patdgeno, descritos previamente; asi como el riego y
fertilizacion. 20 plantulas de haba se inocularon mediante aspersion de 10 dias después
de la germinacion con dos suspensiones de esporas diluidas en aceite mineral Sotrol 170%.
La mitad de las plantulas se inoculd con una suspension de 1 x 10° urediniosporas mL™"y
la otra mitad con una suspension de 3 x 10° urediniosporas mL™"'. La técnica para
inoculacion se realizd como se describio anteriormente en el experimento temperaturas
de incubacion. Una vez inoculadas, todas las plantulas fueron colocadas dentro de una
camara bioclimatica con temperatura de 18 = 2 °C, luz continua y 100 % de humedad
relativa durante 24 h, la cual fue determinada previamente en el experimento de
temperaturas de incubacion. Posteriormente, las plantulas se trasladaron a un invernadero
con temperatura de 18 =2 °C.

Temperatura post-incubacion. En este ensayo los componentes bioldgicos tanto del
hospedante como del hongo y el manejo fueron los mismos a los descritos con
anterioridad. Se inocularon mediante aspersion, 40 plantulas de haba de 10 dias después
de la germinacion con una suspension de 3 x 10° urediniosporas mL™"' diluidas en 5 mL
aceite mineral Sotrol 170".

Una vez inoculadas, las plantulas se transfirieron a una camara bioclimdtica con
temperatura de 18 £ 2 °C, luz continua y 100 % de humedad relativa durante 24 h.
Concluido el periodo de incubacion de 24 h, las plantulas se dividieron en cuatro grupos
de 10 plantulas. Dos grupos se colocaron en dos invernaderos con temperatura controlada;
un grupo a 18 °C £2 °C y el otro grupo a 22 °C £ 2 °C. Los dos grupos restantes estuvieron
en dos invernaderos con temperaturas no controladas; uno estuvo a una temperatura
promedio de 20 °C, una minima de 10 °C y maxima de 35 °C, el otro grupo estuvo a una
temperatura promedio de 24 °C, con minima de 10 °C y maxima de 42 °C.

Concentracion de acido maleico. Sesenta semillas de haba de la linea 5 ICAMEX, se
sembraron en vasos de unicel con capacidad de 295 mL bajo condiciones de invernadero.
El sustrato utilizado fue turba marca Promix®. Un dia después de la germinacion estadio
06 (emergencia, el brote traspasa la superficie del suelo) (Lopez-Rodriguez, 2014), se les

Pérez-Carcamo et al., 2025. Vol. 43(3): 80 3



Revista Mexicana de Fitopatologia. Articulo Cientifico. Acceso abierto

aplicd 50 mL de 4cido maleico marca Sigma-Aldrich® M0375 diluido en agua destilada,
a 20 plantulas a una concentracion de 0.3 g L. A otras 20 se les aplico la misma cantidad
de solucion, a una concentracion de 0.9 g L™ Las 20 plantulas restantes sirvieron como
testigo, las cuales so6lo fueron asperjadas con agua destilada. En total se tuvieron tres
tratamientos incluyendo el testigo. Los siguientes riegos hasta la evaluacioén fueron con
agua potable. Las plantulas fueron inoculadas, y sometidas a una temperatura de
incubaciéon y post-incubacion de 18 °C, temperatura determinada en el experimento
anterior.

Variables evaluadas. Transcurridos 15 dias desde la inoculacion, en cada experimento
se realizo la evaluacion de tipo de infeccion (TI) usando la escala de Stakman et al. (1962)
adaptada a haba por Sillero et al. (2000), nimero de pustulas, porcentaje de severidad
(Fragoso-Benhumea et al. 2022) y tamaiio de pustulas en tres hojas de la parte central de
la planta. El periodo de latencia (PL), se monitore6 desde los 10 dias después de la
inoculacion y; evaluo el PLi, PLsoy PLigo, refiriéndose a cuando errumpio6 la primera
pustula, el 50 % de pustulas errumpentes y el 100 % de pustulas errumpentes,
respectivamente. El PL 5o se estim6 mediante la formula propuesta por Niks et al. (2014).

LPsp=a+ (b/c) *d

a = Tiempo desde la inoculacion hasta el ultimo conteo antes de que el 50 % de las
pustulas maduraran.

b = Tiempo entre conteos antes y después de que el 50 % de las pustulas maduraran.

¢ = Incremento en el nimero de pustulas durante el periodo b.

d = Conteo al 50 % menos el nimero de pustulas al comienzo del periodo b.

Soélo para el experimento de concentracion de cido maleico, adicionalmente se midio
la altura de planta a los siete y 28 dias después de la aplicacion. Cada factor se evalud de
forma independiente bajo un disefio completamente al azar con 10 repeticiones, donde
una plantula fue la unidad experimental. Todos los experimentos se repitieron dos veces.
Se realiz6 un analisis de varianza y la comparacion de medias con la prueba de Tukey (p
<0.05) utilizando el programa estadistico SAS 9.4.

Inoculacién de Uromyces viciae-fabae en invernadero. Para determinar un método
optimo estable, confiable y replicable se tomaron las mejores condiciones previamente
determinadas y se comprob¢6 al evaluar el nivel de resistencia a U. viciae-fabae en 13
genotipos de haba procedentes de los programas de Mejoramiento Genético de ICAMEX
y Colegio de Postgraduados. El método fue realizado de la siguiente forma: Las semillas
de cada genotipo se sembraron en vasos de unicel con capacidad de 295 mL. El sustrato
utilizado fue turba marca Promix®. El experimento se realizo bajo un disefio
completamente al azar con 10 repeticiones. Se utilizd una planta como unidad
experimental. El experimento se repitié dos veces sin aplicar dcido maleico.

A los ocho dias después de la siembra se inocularon con urediniosporas frescas del
aislado CP21 de U. viciae-fabae a una concentracion de 3 x 10° urediniosporas mL™'. Se
utilizo 5 mL aceite mineral (Sotrol® 170) como vehiculo diluyente. La inoculacién se hizo
con un aspersor adaptado a una bomba de vacio de la marca FELISA® modelo 1500. Las
plantulas inoculadas se transfirieron a una camara bioclimatica con temperatura de 18 +
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2 °C, luz continua y 100 % de humedad relativa durante 24 h. Después de las 24 h, las
plantulas se trasladaron a un invernadero con temperatura de 18 + 2 °C.

A los 20 dias después de la inoculacion se evalud las variables: tipo de infeccion (TI)
utilizando la escala propuesta por Stakman et al. (1962) adaptada a haba por Sillero et al.
(2000), (Cuadro 1) nimero de pustulas, porcentaje de severidad (Fragoso-Benhumea et
al., 2022), tamafio de pustulas en tres hojas de la parte central de la planta. El tamafio de
pustulas se midié con un vernier de la marca RexQualis. El periodo de latencia (PL) se
monitore6 desde los 10 dias después de la inoculacion, considerando PL;, PLsoy PLjoo.
El PLso se estimé mediante la formula descrita por Niks et al. (2014). Se realiz6 un analisis
de varianza y la comparacion de medias con la prueba de Tukey (p <0.05) utilizando el
programa estadistico SAS 9.4, con el procedimiento PROC SORT para generar una sola
salida del analisis de varianza y comparacion de medias de los dos experimentos.

Cuadro 1. Escala de tipo de infeccion propuesta por Stakman et al. (1962) adaptada a haba por Sillero
et al. (2000).

Tipo de infeccion Sintomas

0 Sin sintomas
Motas necrdticas
Pustulas diminutas
Pustulas con halos necréticos
Pustulas con halo clorético

AW — -

Pustulas sin clorosis y/o necrosis

RESULTADOS Y DISCUSION

Temperaturas de incubacion. La comparacion del efecto de dos temperaturas de
incubacion permitid conocer el comportamiento en la infeccion en términos de tipo de
infeccién (TI), nimero y tamafio de pustulas, porcentaje de severidad y periodo de
latencia (PL) (Zadoks y Schein, 1979).

Los resultados mostraron que ninguna de estas variables (TI, nimero y tamafio de
pustulas, porcentaje de severidad y PL) fue afectada significativamente por las dos
temperaturas de incubacidon (Figura 1A). En este sentido Joseph y Hering (1997)
mencionan que las urediniosporas de U. viciae-fabae germinan en un rango entre 5 y 26
°C, siendo 20 °C la temperatura dptima de germinacion. Esto coincidié con los resultados
obtenidos, pues el aislado evaluado desarroll6 la enfermedad a temperaturas de 7y 18 °C.
Por su parte Sillero y Rubiales (2002) también lograron el desarrollo de la enfermedad
inoculando plantas e incubando a 20 °C en completa oscuridad y 100 % de humedad
relativa durante 24 h. En el genotipo de haba VF-176 present6 un tipo de infeccion 4
segun la escala de Stakman et al. (1962) adaptada a haba por Sillero et al. (2000). Ademas,
detectaron variacion en el nivel de resistencia entre genotipos debido a que en el genotipo
V-300 se observo un tipo de infeccion 2. También encontraron que el PLigo (periodo de
latencia), cuando todas las pustulas esporularon, fue a los 10 dias después de la
inoculacion, siendo notablemente que los periodos de latencia son mas cortos que los
obtenidos en el presente estudio; esto pudiera deberse a una interaccion genética entre los
genotipos tanto del patdgeno como del hospedante que son distintos con los nuestros. El
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numero de pustulas obtenidas a los 7 °C fueron 3.6 mientras que a los 18 °C se obtuvieron
3.8.

En virtud de que en ambas temperaturas de incubacion se desarrolla U. vicia-fabae, es
factible utilizar una temperatura de 18 °C puesto que para lograr temperaturas de 7 °C se
requiere de sistemas frigorificos que elevan los costos.

Figura 1. Hojas de haba de la linea 5 ICAMEX con esporulacion de Uromyces viciae-fabae aislado CP21
a los 28 dias después de la inoculacién. A) Hojas inoculadas a una concentracion de 1 x 10°y
expuestas a dos temperaturas de post-inoculacion, B) Hojas inoculadas con dos concentraciones
de indculo y expuestas a 18 °C en post-incubacion.

Concentracién de urediniosporas. La concentracién de urediniosporas de 3 x 10°
mostré diferencias significativas (p <0.0001) en las variables de nimero de pustulas y
severidad, con respecto a la concentracion 1 x 10° pero sin afectar los periodos de
latencia, el PL, fue de 12 dias (d), PLso 13 d y PLigo 13.6 d. Tampoco afecto6 tipo de
infeccion y tamafio de la infeccion (Figura 1B). Emeran et al. (2005) mencionaron que
plantas de haba de los genotipos Amcor y Baraca inoculadas con una concentracion de
0.5 mg de esporas por planta mostraron un TI 4 en ambos genotipos, con severidad de 25
y 30 %, respectivamente. [jaz et al. (2021) indicaron que la concentracion de indculo no
afecta el tipo de infeccion, pero si puede influir en el numero de pustulas y por ende en el
porcentaje de severidad. Resultado similar se obtuvo en esta investigacion y se ilustra en
la Figura 1B.

Temperatura post-incubacion. En el Cuadro 2 y Figura 2 se muestra el efecto de la
temperatura de la post-incubacion. Para el ambiente no controlado de 24 °C en promedio
no se observaron sintomas; esto pudo deberse a que, en determinadas horas del dia, la
temperatura maxima alcanzo6 los 42 °C afectando el desarrollo del patogeno. U. viciae-
fabae fue capaz de desarrollarse en temperaturas controladas de 18, 22 °C y en
temperaturas no controladas donde el promedio de temperatura fue 20 °C con minima de
10 °C y méxima de 35 ° C. Es notable que, a temperatura de 18 °C los PLs 1, 50 y 100,
se prolongan respecto a las otras dos temperaturas evaluadas, las cuales entre ellas
tuvieron un comportamiento similar. Se observo un PL de 14 a 16 d desde la inoculacion
hasta la esporulacion en temperaturas controladas de 18 y 22 °C, asi como en temperatura
no controlada de 20 °C promedio.
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Cuadro 2. Medias de siete variables del monociclo de la infeccion y valores de p obtenidos de plantulas de haba de la linea 5
ICAMEX inoculadas con 3 x 10° urediniosporas frescas mL™! de Uromyces viciae-fabae y colocadas bajo cuatro
temperaturas de post-incubacion de dos experimentos.

Variables Temperaturas de post-incubacién
Min=10°C Min=10°C
18+2°C Prom=20 °C 22+2°C Prom=24°C Pr>F
Max = 35°C Max=42°c DMS

Resultados de la repeticion uno del experimento

Tipo de infeccion * 3 3 3 SE

Numero pustulas ¥ 9.4 7.5 7.4 SE 1.94 0.1509
Severidad (%) 11.5a 6.9b 6.1b SE 2.38 0.0011
Tamafio de pustulas * 1.1 1.1 1.0 SE 0.04 0.1340
PL1¥ 11.7a 11.2b 11.b SE 0.42 0.0116
PL50 ¥ 12.9a 12.2b 12.1b SE 0.36 0.0008
PL100 ™ 15.7a 14.3b 14.3b SE 0.57 <0.0001

Resultados de la repeticion dos del experimento

Tipo de infeccion ~ 3 3 3 SE

Numero pustulas ¥ 9.03 7.3 7.1 SE 2.0 0.2479
Severidad (%) 11.5a 6.7b 5.8b SE 2.7 0.0003
Tamaiio de puastulas * 1.16a 1.15a 1.10b SE 0.03 0.0109
PL1Y 12.0a 11.1b 11.0b SE 0.16 <0.0001
PL50 13.0a 12.0b 12.0b SE 0.42 <0.0001
PL100 ¥ 16.0a 14b 14b SE 0.60 <0.0001

SE: sin esporulacion. Las condiciones de incubacion fueron temperatura 18 + 2 °C, luz continua y 100 % de humedad relativa
durante 12 h. ?Escala cualitativa de Stakman et al. (1962) adaptada a haba por Sillero et al. (2000), Y Promedio de tres hojas de
la parte central de la planta, * Didmetro en milimetros, ¥ Periodo de latencia; PL1, PL50 y PL100. Valores con la misma letra
dentro de filas son significativamente iguales (Tukey, p <0.05).

3

£
|
:

s

{

!

j

13

13°C 24 °C

Figura 2. Hojas de haba de la linea 5 ICAMEX mostrando inicio de esporulacion a los 13 dias después de
ser inoculadas con 3 x 10° urediniosporas mL™! del aislado CP21 de Uromyces viciae-fabae y
mantenidas bajo invernadero bajo cuatro temperaturas de post-incubacion.
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La temperatura post-incubacion juega un papel importante en el desarrollo de la
enfermedad. En haba se ha reportado que las temperaturas de desarrollo de U. viciae fabae
son 22 £2 °C (Ijaz et al., 2021) y 20 °C (Ijaz et al., 2020) denotando que los periodos de
latencia variaron de acuerdo con el aislado del patogeno y el hospedante utilizado. Por
otro lado, Ijaz ef al. (2020) inocularon dos aislados denominados 4 y 8, procedentes de
Australia sobre el cultivar susceptible Fiord y sobre el cultivar resistente Ac1655, en el
primero ambos aislamientos mostraron un TI 3+ mientras que el segundo, que posee el
gen mayor Uvf-3 de resistencia incompleta tuvo un TI 12C segtn la escala de [jaz et al.
(2018) que va de 0 a 4, lo que significa una menor compatibilidad entre genotipos del
patégeno y hospedante, dando evidencia del efecto del gen mayor para resistencia
incompleta. Los datos de este estudio muestran que, en temperaturas de 18 °C, el nimero
de pustulas y la severidad son altos, pero cuando la temperatura se incrementa el nimero
de pustulas y severidad tienden a reducirse hasta cero (Figura 2). Este comportamiento
indica que la severidad es influenciada por la temperatura, ya que la severidad s6lo puede
calcularse con base en el nimero de pustulas. Las temperaturas de 20 y 22 °C tienen un
comportamiento similar, pero con diferencias con las obtenidas a 18 °C en la mayoria de
las variables.

Concentracion de acido maleico. Las dos concentraciones de acido maleico afectaron
el crecimiento de las plantulas de haba. La concentracion de 0.3 g L™ afecté la altura
promedio a los 7 y 28 dias, con respecto al testigo en 3 y 40 c¢m, respectivamente. El
efecto fue mayor en la concentracion de 0.9 g L' pues el crecimiento obtenido a los 7 y
28 dias fue 7 y 48 cm menor, respectivamente comparadas con el testigo (Figura 3 y
Cuadro 3).

)
}
. f"

od _adt
! >
.

1 Testigo

Figura 3. Diferencias en crecimiento de plantas de haba de la linea 5 ICAMEX tratadas con dos
concentraciones de acido maleico.
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Cuadro 3. Efecto de la aplicacion de acido maleico sobre la altura de plantas de haba de la linea 5 ICAMEX y seis variables
del monociclo de la infeccion de Uromyces viciae-fabae en dos experimentos.

Variables Concentracion de acido maleico

Testigo 0.3gL! 09gL! DMS Pr>F

Resultados de la repeticion uno del experimento
Altura de planta 17 15.6a 12.7b 9.6¢c 2.1 <0.0001
Altura de planta 2 * 58.9a 18.7b 11.3c 4.2 <0.0001
Tipo de infeccion ¥ 3 3 3
Numero pustulas * 8.0a 7.6b 4.0c 2.3 0.0136
Tamailo de pastulas % 1.3 1.3 1.1 0.19 0.3806
PL1Y 11.0b 11.0b 14.8a 1.01 <0.0001
PL50 Y 12.0b 11.8b 16.8a 0.7 <0.0001
PL100" 13.0b 12.6b 17.a 0.7 <0.0001
Resultados de la repeticion dos del experimento

Altura de planta 17 16.85a 13.35b 8.5¢ 2.06 <0.0001
Altura de planta 27 58.95a 16.9b 10.3¢c 2.05 <0.0001
Tipo de infeccion ¥ 3 3 3
Numero pustulas * 11.9a 8.1b 43c 2.80 < 0.0001
Tamafio de pustulas ¥ 1.56a 1.41a 0.9b 0.15 < 0.0001
PL1Y 11b 11.2b 15.16a 0.88 <0.0001
PL50 Y 11.9b 12.3b 16.8a 0.86 <0.0001
PL100" 12.8b 12.88b 17.66a 1.28 <0.0001

“Lectura en centimetros a los 7 y 28 dias, después de la aplicacion de acido maleico, ¥ Escala cualitativa de Stakman, ef al.
(1962) adaptada a haba por Sillero et al. (2000), * promedio de las tres hojas de la parte central de la planta, ¥ didmetro en
milimetros, ¥ Periodo de latencia, PL1, PL50 y PL100. Valores con la misma letra dentro de filas son significativamente iguales
(Tukey, p <0.05).

Los resultados obtenidos muestran que a mayor concentracion de acido maleico la
altura de la plantula sera menor. Un efecto observado fue que el acido maleico ademas de
afectar la altura de la planta también afectd el desarrollo de la enfermedad puesto que sélo
el 50 % de las plantulas tratadas con una concentracion de 0.9 g L™ presentaron
esporulacion; ademas, permitid un niimero y tamafio de pustulas menor comparado con
el testigo y con las plantas tratadas con una concentracion de 0.3 g L. La concentraciéon
de 0.9 g L' de acido maleico afecto los periodos de latencia 1, 50 y 100 al prolongar hasta
4 dias la esporulacion de las pustulas comparadas con el testigo y con la concentracion de
0.3 g L. Esta observacion puede ser ttil en caso de que se requiera una esporulacion
tardia.

Aunque hay pocos estudios de como actua el acido maleico en los tejidos y células de
la planta una posible explicacion de los resultados anteriores es debido a que el acido
maleico actia como inhibidor de la auxina (Zhu et al., 2021). Zhu et al. (2021) aplicaron
acido maleico a Spirodela polyrrhiza'y encontraron que afecta negativamente la
expresion de 14 genes relacionados con la auxina, la cual es encarga de promover el
crecimiento vegetativo de las plantas.

El acido maleico se ha estudiado para el control de hongos. Fei et al. (2023) lo
evaluaron como agente de control in vitro y en hojas desprendidas de Brassica napus,
encontraron una reduccion en la severidad de Sclerotinia sclerotiorum. Debido a que la
secrecion de acido oxalico (asociado con la colonizacion de los hongos), se reduce por
efecto del &cido maleico. Causando una baja expresion de genes relacionados con la
virulencia del hongo (SS-Bil y SS-Ggtl).
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Esto también pudieran estar sucediendo en la concentracion 0.9 g L™ de 4cido maleico
aplicado en plantas de haba, pero se requiere de estudios que permitan comprender los
modos de accion del 4cido maleico.

El acido maleico se ha empleado como regulador de crecimiento vegetal y como
herbicida. En diversas especies se ha utilizado como inhibidor de crecimiento como en
papa (Solanum tuberosum), en otras se ha probado que suprime el crecimiento en
caléndula (Calendula officinalis), trigo (Triticum aestivum), cebolla (Allium cepa), ajo
(Allium sativum), arboles forestales, frutales y ornamentales, asi como inhibir la
germinacion de plantas holoparasitas y malezas (Karki et al., 2021; Venezian et al.,
2017).

Con base en los resultados obtenidos, la aplicacion de una concentracion de 0.3 g L™,
puede ser recomendada para tener una plantula de aproximadamente 20 cm, facilitando
el incremento de indculo y la obtencion de cultivos monopustulares, pues una altura de
estas dimensiones o menor permite tener un manejo adecuado de la planta, una mayor
cantidad de indculo en espacios reducidos y evitar contaminacién cruzada de los
aislamientos de roya. Esto permite tener inoculo puro para diversos estudios, como la
evaluacion de la resistencia genética, diversidad del patégeno, en agresividad o
virulencia, evaluacion de la efectividad bioldgica de fungicidas, proceso de patogénesis.

En trigo, cebada y avena se emplea el acido maleico para incrementar el inoculo de
las diferentes royas que enferman a estos cultivos. Para el caso de roya amarilla (Puccinia
striiformis f. sp. tritici) del trigo, en México, se aplica una dosis de 0.8 g L™ de acido
maleico para regular su crecimiento (Rodriguez-Garcia et al., 2010). El acido maleico
suprime el crecimiento de las plantulas y la hoja primaria se desarrolla al maximo
(Samborski ef al., 1960), por lo que la produccion de esporas es muy abundante (Knott,
1989) lo que coincide con lo observado en la dosis 0.3 g L™ donde las plantas fueron de
menor tamafio que las obtenidas en el testigo, sin afectar el tamafio de pustula. Sin
embargo, la aplicacion de acido maleico no es recomendable en experimentos para
evaluacion de la resistencia.

Las evidencias encontradas fortalecen el proposito en programas de mejoramiento
genético para resistencia a royas, permite tener eficiencia y eficacia en los resultados por
la uniformidad genética de los monopustulares (Mclntosh ef al.,1995).

Inoculacién de Uromyces viciae-fabae en invernadero. La intencion fue conocer el
nivel de resistencia a U. viciae-fabae bajo condiciones controladas validando el método
de inoculacion que consiste en una concentracion de inéculo de 3 x 10° urediniosporas
por mL™" en aceite Soltrol®, una temperatura de incubaciéon de 18 °C, humedad relativa
de 100 % durante 24 h y una temperatura post-incubacion de 18 °C (Cuadro 4), estas
condiciones permitieron evaluar eficientemente los principales componentes del
monociclo como periodo de latencia, numero y tamafio de pustulas y porcentaje de
severidad. También permitié estimar el tipo de infeccion que nos indica el grado de
compatibilidad entre el hospedante y patdogeno, méximo signo del tipo de resistencia que
se estd manifestando (Ijaz et al., 2021).

Los resultados sugieren que el método es estable y reproducible, siendo una
herramienta til para hacer evaluaciones en plantulas para conocer las diferentes
interacciones que se dan en este patosistema, asi como detectar fuentes de resistencia,
diversidad del patdgeno y su hospedante, la variabilidad patogénica, la determinacion de
diferenciales para la identificacion de razas fisiologicas entre otros estudios, ya que la
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expresion fenotipica de la interaccion del hospedante y el patdogeno sera altamente
confiable.

Cuadro 4. Medias de siete variables del monociclo de la infeccion obtenidas en plantulas de 13 genotipos de haba inoculadas
con urediniosporas de Uromyces viciae-fabae para conocer su nivel resistencia.

Variables evaluadas

Genotipos” TIY PL1* PL50* PL100* No. de Severidad™ Tamaiio de
pustulas®™ % pustula (mm)"
Huahuaxtlal T 2 12a 16.0a 18.0a 5.8ed 3.5f 0.8d
Guarrama T 2.9 11b 14.1b 16.4b 5.8ed 8.2ef 1.1abc
Apizaco 4 T 3 11b 13.8bc 15.9¢ 4.8¢ 7.9def 1.2ab
Apizaco 3 T 3 11b 13.7bc 16.3bc 6.8ced 11.5bcd 13a
Apizaco 1 T 3 11b 13.8bc 15.9¢c 6.3ced 10.1cde 1.1abc
Apizaco 5 T 2.4 11b 14.0bc 16.3bc 7.5ced 12.0bced 1.2ab
Apizaco 2 T 2.6 11b 13.9bc 16.1bc 6.7ced 9.4cde 1.0
Negra CP M 3 11b 13.8bc 16.3bc 6.9ced 10.4bcde 1.2ab
Texcoco 1 M 2.9 11b 13.9bc 16.9bc 9.3bc 13.1bc 1.0bc
Nativitas 1 T 3 11b 14.0bc 16.0bc 8.4bcd 15.1b 12a
Zacatelco 1 T 3 11b 13.8bc 16.4b 204 a 29.8 a 1.0bc
Oaxaca 1 (0] 2.5 11b 14.0bc 16.3bc 11.5b 11.5bcde 1.0cd
SICAMEX M 3 11b 13.5¢ 16.0bc 8.2bcd 10.3cde 12a
0.8 0.5 0.43 3.35 4.71 0.17
Pr>F <0.0001  <0.0001  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

“Obtenidos de ICAMEX Y CP, Y Escala cualitativa de Stakman, et al. (1962) adaptada a haba por Sillero et al. (2000), * Periodo
de latencia, PL1, PL50 y PL100, ¥ Promedio de las tres hojas de la parte central de la planta, T: Tlaxcala, M: México, O:
Oaxaca. Valores con la misma letra dentro de filas son significativamente iguales (Tukey, p <0.05).

En los patosistemas mas estudiados que involucran una roya, como son diversos
cereales y leguminosas, se han caracterizado principalmente dos tipos de resistencia, la
resistencia de hipersensibilidad dada por pocos genes que indica poca o nula
compatibilidad entre el patégeno y el hospedante, los tipos de infecciéon bajos es
considerado como un fenotipo resistente, dependiendo de la escala utilizada, en haba se
tiene un comportamiento similar (Ijaz et al., 2018; Rubiales y Khazaei, 2022; Adhikari et
al., 2025). Los tipos de infeccion altos indican mayor compatibilidad entre hospedante y
patoégeno que se considera un fenotipo susceptible. Esta variable es la mas importante
cuando se trata de la evaluacion de la resistencia, pues nos indica que tipo de material que
se tiene en el programa de mejoramiento y el camino a seguir en el proceso (ljaz et al.,
2021). El otro tipo de resistencia es la horizontal o poligénica aunque es menos estudiada
que la antes mencionada, ha sido reportada por diversos autores (Sillero et al., 2000;
Rubiales y Khazaei, 2022).

En este estudio las condiciones de inoculacion, incubacion y post-incubacion,
previamente descritas (Cuadro 3 y Figura 4), permitieron realizar eficientemente la
evaluacion de la resistencia de los 13 genotipos utilizados, pues los TI fueron claros y
consistentes, indicando que el germoplasma evaluado tiende mas hacia susceptibilidad,
pues los valores de TI 3 indican mayor compatibilidad entre patogeno y hospedante.
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Figura 4. Dendograma de la resistencia y susceptibilidad de 13 genotipos de haba a U. viciae-fabae
en condiciones controlas realizado del analisis multivariado de todas las variables
evaluadas.

Debido a que no se contaba con un método claro para evaluar la resistencia a U. vicia-
fabae en México, se utilizo la linea 5 ICAMEX, la cual se ha reportado como susceptible,
pero ahora con datos contundentes y el analisis multivariado. Se puede recomendar
utilizar el genotipo Zacatelco 1, ya que es mayormente susceptible que 5 ICAMEX.
Huahuaxtla 1, segun el analisis multivariado es el de mayor nivel de resistencia. Estudios
mas detallados y con suficientes repeticiones seran necesarios para caracterizar con mayor
precision estos genotipos y darles el uso adecuado en los programas de mejoramiento, asi
como estudios de herencia de la resistencia.

CONCLUSIONES

El método de inoculacién para reproducir eficientemente a U. viciae-fabae bajo
condiciones controladas, consiste en asperjar una concentracion de esporas de 3 x 10°
urediniosporas mL™ de aceite Soltrol. La incubacion debe hacerse a 18 °C y humedad
relativa del 100 %. La temperatura de post-incubacion debe ser de 18 °C. La evaluacion
de la resistencia de los genotipos de haba a roya permitid validar el método de
inoculacion, siendo confiable, estable y reproducible. Una concentracion de &cido
maleico de 0.3 g L' permite tener plantulas pequefias para generaciéon de cultivos
monopustulares. El Método de inoculacion se puede utilizar para estudios del patdégeno
como del hospedante y la resistencia genética a U. viciae-fabae.
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