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PATCGENICIDAD DEL ISARIOFSIS GRISEOLA SACC.
EN FRIJOIL (Phaseolus wvulgaris L.) (*)

Por Carmen Llanos M.

INTRODUCCION

En el estudio de las enfermedades paresitarias son bésicas las
pruebas de patogenicidad, bien s:a que se fraie de enfermedades de
etiologia conocida o de aguellas cuyo agentz causal se desconoce.
En las primeras, para establecer la relativa resistencia de las varie-
dades, las razas fisiclogicas del patogeno existeniss en la region, la
efectividad de los fungicidas en la represion de la enfermedad, ete.
en las segundas, para investigar la habilidad patogénica de los orga-
nismos aislados, su relativa virulencia, las condiciones epifitologicas
optimas para el desarrollo de la enfermedad, etc.

Dichas pruebas solo pueden asegurar éxito mediante el conoci-
miento previo de ciertas condiciones especiales, tales como la viabi-
lidad del inoeulo, la susceptibilidad de las variedades, el método pre-
ciso de inoculacion y las condiciones favorables para aszgurar infec-
cion.

Teniendo en cuenta que en nuestro medio atin existen algunos
puntos cscuros en el estudio de la “mancha angular” del frijol cau-
sada por el hongo Isariopsis griseola Sace., principalmente en cuanto
se ref*ere a pruebz=s de patogenicidad bajo condiciones que permitan
asegurar la infeccién, se pleanzaron algunos exper 'mentos tendien-
tes a dilucidar esla fase importante en €l estudio de la enfermedad.

El trabajo se justifica ademas si se considera la gran importan-
cia que ha adquirido en los dos ultimos anos esta epifitotia en el de-
partamento dzl Vaile del Cauca, especialmente en la zora de Palmi-
ra, dada la rapida diseminacion de ella v la severicad de su ataque
Ello puede ser atribuible en parte, al gran incremento de la varie-

(*) Tesis presentada como requisito parcial para optar zl titulo de Ingenicio
Agronomo bujo la presidencia del Dr. Alberto Sanchez a zuien Ia autora
expresa su gratitud.
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dad Algarrobo, especialmente susceptible a la enfermedad y al au-
mento constante del inéculo potencial ya existente.

Algunos de los objetivos del presente trabajo son:

1.— Determinar la viabilidad de las esporas de cultivos puros
del hongo, mediante pruebas de germinacion.

2.— Verificar el poder infeccioso (virulencia) de las esporas me-
diante pruebas de patogenicidad.

3.— Comprobar si las plantas una vez inoculadas, deben perma-
necer bajo condiciones de camara humeda por un periodo de tiempo
determinado, para lograr un 6ptimo desarrollo del patégeno en el
suscepfivo, asegurandose asi la infeccion.

4.— Establecer una escala convencional de calificacion de la in-
tensidad de ataque que permita valorar la patogenicidad del hongo
y la susceptibilidad de las variedades.

5.— Compilar la informacién disponible sobre las diferentes fa-
ses en el estudio de la enfermedad, mediante la revision bibliogra-
fica Ge las referencias pertinentes.

DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

La “mancha angular” del frijol causada por el hongo Isariopsis
griseola Sacc. es una enfermedad que recientemente ha alcanzado
caracteres de gravedad en el Valle del Cauca, afectando el cultivo en
forma notoria por su répida diseminacion, especialmente en la zona
de Palmira. Como consecuencia de ellas, las hojas se secan y la plan-
ta sufre una defoliacion parcial que afecta notablemente la produc-
cién al disminuirse la superficie fotosintética.

Susceptivos.— El patogeno ataca las variedades de Phaseolus
vulgaris L. v Phaseolus multiflorus (Brock, 2). Son pocos los datos
especificos que se tienen en cuanto a la mayor o menor resistencia
de las variedades cultivadas, al ataque del hongo.

Brock (2), determind los distintos grados de resistencia de 164
lineas de frijol. Las variedades Alabama N¢ 1, Café, California Small
White, Casa Knife o Erecta (variedad del Phaseoluvs multiflorus), E-
picure, México Black, McCaslan, Navy Bean, Negro Costa Rica, Scotia
y Rojo Chico se clasificaron como altamente resistentes. Las ocho
variedades del grupo Lima Beans, no nombradas en el resumen, que-
daron incluidas dentro del grupo susceptibles 0 muv susceotibles. Al-
gunas variedades resistentes lo fueron también al “halo bligh*” cau-
sado por Pseudomonas (medicaginis f. sn.) phaseoliccla y a la “an-
tracnosis” originada por Colletotrichum lindemuthianum.

Srinivasan (17) en la India, inoculé artificialmente las varieda-
des Francesa, Black Valentine y Beautiful Yellow las cuales mos-
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traron iguales caracteristicas de susceptibilidad a la enfermedad.
Deigton (6), la registro en Sierra Leona, en la variedad Black Sine-
bone introducida recientemente de la Guayana Inglesa, presentan-
dose en aquella con bastante frecuencia.

Skiles et al . (15), anctaron las variedades Panameno, Higueri-
llo, Estrada Rosado y Algarrobo como susceptibles igualmente a la
enfermedad, segun experimentos realizados en Medellin sobre pér-
didas ocasionadas por “antracnosis”, “roya” y “mancha angular”. D
acuerdo con los registrcs de calificacion por observacion visual, lle-
vados por las secciones de Fitopatologia y Geneética de la Estacion A-
gricola de Palmira, la variedad Liborino se anot6 como resistente
mientras que las variedades Algarrobo y Panamefd se portaron c«
mo susceptibles.

Nombres, Histcria y Distribucién.— En Colombia la enfermedad
se conoce con los nombres de “mancha angular” o *“Isariopsis”. En
los paises de habla inglesa se le designa como “angular leaf spot”.

Segin Harter (10). Saccardo la registréo por primera vez en Ita-
lia y sur de Austria en 1877. En Africa se encontro en 1949 en la re-
gion de Sierra Leona. (Deighton, 7). Burnicourt (3), dio cuenta en
1951 de la existencia de la enfermedad en Nueva Cale ‘onia, siendo
considerada como la de mayor importancia en esa recicn. Se regis-
tro ademas en Queensland (Sinmonds, 16), Tanganvika (Wallace,
19), India (Srinivasan, 17), Bélgiea, Polonia, Argentina Per, Guate-
mala y Puerto Rico (Miles, 11; Vargas, 18, Guatemala, 9; Cook, 5).
En los Estados Unidos se encontro en varios estados, entre ellos New
Jersey, Maryland, West Virginia, Conneticut y otros situados en el
oriente y sur (Zaumeyer, 20; Miles, 11).

Importancia eccnomica— Segun Wallace (19), en el territorio
de Tanganyika, la enfermedad es considerada como la mas importan-
te del frijol, especialmente cuando se presenta en épocas de lluvias
prolongadas e intensas ocasicnando en estas condiciones defoliacion
prematura de las plantaciones. En India y Australia (Queensland,
New South, Wales y Victoria) la enfermedad es la mas prevalente y
la que causa mayvores pérdidas, ya que ataca casi todas las variedades
cultivadas comercialmente en esos paises (Brock, 2; Svinivasan, 17).

En Colombia esta enfermedad que hace dos afos carscia de im-
portancia, constituye hoy un problema serio para les productores de
frijol, especialmente en las regiones de Medellin y Palmira. en donde
las condiciones ambientales parecen ser optimas para su desarrollo.

Cardenosa (4), en el Valle del Cauca en plantaciones cercanas
al Cerrito, encontré que la enfermedad hizo bajar la produccién de
500 a 185 cargas, que equivalen a 62.500 y 23.125 kilos resp=ctivamen-
te v lo cual constituye un descenso del 63% del total de la cosecha
(véase Figura 1).

Asimismo en los trabajos de investigacion de caracter no fitopa-
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olégico, esta enfermedad ha afectado con mucha intensidad las par-
elas, ocasionando notables bajas en la produccion, por lo cual han
racasado muchos experimentos relativos a Geneética, Riegos, Insec-
icidas y Abonos llevados a cabo en la Estaciéon Experimental y en
a Facultad de Agronomia de Palmira.

Sintomatologia.— Las lesiones tipicas estan limitadas casi exclu-
ivamente a las hojas, pero en ataques severos pueden interesar los
allos y las vainas. Sin embargo, Benlloch (1) afirma que los tallos
on inmunes al ataque. Las hojas presentan en un principio lesiones
le color gris, tornadndose después pardas con bordes no coloreados
‘Harter, 10). En las inoculaciones efectuadas por la autora, las le-
iones se presentaron a los seis dias después de la inoculacion en forma
le puntos necréticos rodeados de un halo clorético, de bordes no de-
inidos; al cabo de los 9 dias, las lesiones se definieron parfectamente
nostrandose tipicamente angulares, debido a que quedan limitadas

“igura 1.— Plantacién de frijol de dos meses de edad completamente de-
foliada por el ataque de la “mancha angula:”.

Foto: T. Rengifo.
or las nervaduras primarias y secundarias. La forma de las lesio-

es y la ausencia de bordes definidos la diferencian de la enferme-
ad causada por Cercospora cruenta, en la cual las manchas tien-
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den a ser mas o menos circulares y de bordes cafés rojizos (Miles, 11;
Harter, 10).

En los experimentos efectuados en el curso de la presente inves-
tigacion, se observo tanto en las hojas embrionarias como en las tri-
foliadas la misma forma de iniciacion de las lesiones; en las prime-
ras la mancha en un principio mostré angulosidad pero después se
torné marcadamente circular, alcanzando un tamano aproximada-
mente dos veces mayor que en las trifoliadas. El color de la lesion
fue el mismo en los des tipos de hojas (véase Figura 2).

A medida que la infvccion avanza las manchas se vuelven coales-
centes, hasta el punto de producir necrosis parcial y amarillamiento
total de las hojas. La enfermedad causa posteriormente defoliacion
total o parcial de la planta de acuerdo con la intensidad del atague.

En las vainas, las manchas son superficiales, muy definidas, con
bordes de color negro y centro rojizo o pardo. El tamano varia entre
pequenas puntuaciones hasta lesiones que pueden abarcar todo el
ancho de la vaina..En algunos cascs varias manchas pequenas se ha-
cen coalescentes, sin que se distinga, en este caso, la mancha cantral

Figura 2.— Sintomas caracteristicos de la “mancha angular” del frijol. Iz-
quierda: huja cotiledonar. Derecha: hoja trifoliada.

Foto: M. T. Paredes.
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rojiza. Las vainas invadidas se debilitan hasta secarse por completo.
(Vargas, 18; Benlloch, 1; Harter, 10). Vargas (18), afirma que los ta-
'los también son susceptibles pero no describe la forma y tamano
de las lesiones en este o6rgano de la planta. En los experimentos efec-
tuados por la autora, sdlo se observaron las lesiones en el follaje.

Signos.— En el envés de las hojas atacadas y en la zona corres-
pondiente a cada mancha necrética, se presentan pequefios puntos
negros que corresponden a los coremios del organismo causal. En el
apice de los conidioforos agrupados se originan las conidias del hon-
go, las cuales le dan un aspecto grisaceo a la lesion cuando se obser-
va por el envés. (Miles, 11); Benlloch, 1; Harter, 10; Zaumeyer, 20.
Vargas, 18).

En las pruebas de patogenicidad efectuadas, el primer indicio de
los signos caracteristicos fue la aparicién de pequeiios puntos negros
>n el envés de las hojas atacadas, diez dias después de la inoculacion;
dichcs puntos correspondian a la iniciacion de los coremios, los cua-
les no se desarrollaron completamente debido a las condiciones de
baja humedad atmosférica en que se colocaron las plantas después
de los tratamientos; sin embargo, las fructificaciones se formaron
completamente al colocar las hojas enfermas en camara humeda, du-
rante veinticuatro horas, tal como se observa en ja Figura 3.

Figura 3.— Signos caracteristicos de la “mancha angular” del frijol.
Foto: A. Sanchez,
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Etiologia.— La enfermedad es causada por el Isariopsis griseola
Sacc. El primero en estudiarla fue Saccardo a quien se debe la des-
cripeion y clasificaciéon del organismo causal, el cual esta incluido
en la clase Deuteromicetos u Hongos Imperfectos, orden Moniliales,
Familia Stilbaceae. Taxonomicamente tiens los siguientes sinénimos
(Harter, 10):

Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Fer.
Graphium laxum EIllL

Isariopsis laxa (Ell.) Sacc.

Los cuerpos fructiferos del hongo estan constituidos por coremios
o sinemas visibles por el envés de las hojas afectadas. Observadas al
microscopio, dichas estructuras aparecen como un manojo de hifas
erectas mas o menos compactadas, de color oscuro en la base, {ornan-
dose hialina gradualmente hacia el apice, tal como se observa en la
Figura 4.

Saccardo (14), describe los coremios como “fasciculas hipofilas
en forma de estipe, densamente gregarios, algo oscuros, constituidos
por hifas filiformes septadas como muchisimos estipes de &pice gris.
Las conidias nacidas de los apices de las hifas son densamente con-
globadas, cilindro fuscideas y curvas”. De acuerdo con Srinivasan
(17), los coremios miden de 128 a 680 micras de longitud y 28 a 69
micras de ancho.

Segun Harter (10) y Miles (11), las conidias son de color gris cla-
ro, cilindricas, en forma de huso ligeramente curvadas y no constre-
nidas.

Los mismos autores sostienen que el numero de septas es de una
a tres, raramente cuatro y que el tamafo varia entre 50 y 60 micras
de largo por 7 a 8 de ancho. Benlloch (1), encontrd conidias de una
a cinco septas, siendo las de tres las mas abundantes, observandose
bastante de cuatro v algunas de cinco; las dimensiones pueden variar
entre 26 v 80 micras de largo por 5,6 a 84 de ancho. Los datos ante-
riores concuerdan mas o menos con las observaciones de la autora:
conidias de 24 a 80 micras de largo por 3,4 a 6,8 micras de ancho;
muy a menudo se observaron conidias de tres v cuatro septas, menos
frecuentes que las anteriores fueron las de una v cinco septas y muy
dificiles de encontrar las no septadas.

Patogenicidad.— Brock (2), inocult 164 lineas de frijol en ex-
perimentos en potes, atomizando el primer par de hojas trifoliadas
con esporas de cultives puros en suspension acuosa, e incubando en
camara himeda durante tres dias; determiné lcs distintos grados de
resistencia de las plantas anotando el nimero de lesiones, €l porcen-
taje de necrosis y la cantidad de defoliacion. Las variedades que de
acuerdo con estas pruebas se mostraron resistentes, se scmetieron a
una nueva inoculacién de la tercera hoja trifoliada, con una suspen-
sion hecha a partir de trece cultivos del hongo.
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Srinivasan (17), inoculé plantas de frijol con una suspension
conidial, colocidndolas después bajo campanas de vidrio doce dias v
los coremios se observaron a los catorce dias. Los testigos permane-
cieron libres de la enfermedad.

Figura 4.— Coremio de Isariopsis griseola Sacc. (290 aumentos).

Foto: A. Sanchez.

Considerando que existen pocas referencias sobre la habilidad
patogénica del Isariopsis griseola Sacc. organismo causal de la en-
fermedad en estudio, que pueda servir de material basico para futu-
ras investigaciones a realizar bajo condiciones del Valle del Cauca,
se estudiaron a fondo tres de los principales aspectos de la enfer-
medad: 1) Obtencién de los cultivos puros del hongo; 2) Pruebas de
germinacion de las conidias; 3) Métodos de inoculacion artificial.

1) Obtencién de cultivos puros.— Los aislamientos del hongo se
hicieron a partir de hojas enfermas que presentan los sintomas ca-
racteristicos de la enfermedad, provenientes de lotes experimentales
de la Estacion Agricola de Palmira.
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Como medios de cultivos se emplearon papa-dextrosa-agar (PDA)
y “corn-meal-agar” (CMA). Se utilizaron dos métodos para el aisla-
miento: a) Siembra de trocitos de hojas correspondientes al borde
de cada lesion, sumergidos durante un minuto en solucién de biclo-
ruro de mercurio al uno por mil v lavados luego en dos banos de agua
destilada esterilizada; b) Siembra de las esporas provenientes de los
sinemas, fransladadas por medio de una aguja estéril a una gota de
agua destilada-esterilizada colocada en el fondo de una caja de Pe-
tri, agregando después el medio de cultivo a 45°C. de temperatura.

Utilizando el primer método se presenté en un principio una con-
taminacién bacterial muy abundante, haciéndose dificil el translado
del hongo a tubos; mediante el empleo de una gota de acido lactico
se logré subsanar este inconveniente, obteniéndose crecimiento mice-
lial muy escaso, pero suficiente como para obtener transplantes en
tubos.

Mediante el empleo del segundo método, a los cuatro dias se ob-
servaron las cajas de Petri con el microscopio monocular de alto au-
mento con el fin de constatar la germinacién de las esporas distri-
buidas en el medio; tanto en P D A como en C M A se observaron
esporas en germinacién; con la ayuda del mismo microscopio y por
medio de una aguja de siembra, las conidias germinadas se trans-
plantaron a tubos, obteniéndose asi cultivos monospoéricos para las
pruebas siguientes. La autora considera este método como el mas se-
guro y efectivo para el aislamiento del patdgeno. Se noté un mejor
crecimiento posterior en los tubos con PDA que en los C M A (véase
Figura 5).

La esporulacién del hongo ocurrié a los ocho dias después de los
aislamientos, bajo las condiciones de luz del laboratorio y a tempe-
ratura de 24°C. presentandose esporulacién muy escasa cuando los
cultivos permanecieron en oscuridad completa.

2) Pruebas de germinacion de esporas.— Con el fin de asegurar-
se de la viabilidad de las esporas que posteriormente habrian de em-
plearse en las inoculaciones, se procedio a efectuar algunas pruebas
sobre su germinacion en agua destilada esterilizada, medio en el
cual habria de efectuarse las inoculaciones,

Segun Llily y Barnet (12) y Gottlieb (8), los factores que influ-
ven en la germinacion de cualquier hongo son: 1) Temperatura, 2)
Humedad, 3) Oxigeno, 4) Concentracién de iones hidrégeno y 5) la
luz en algunos casos. Estos factores se tuvieron en consideracion en
los experimentos realizados sobre germinacion.

En las pruebas efectuadas se emplearon esporas de ocho dias de
edad, de las cuales unas no sufrieron ningin transplante después de
aislado el hongo y otras fueron resembradas cinco a seis veces con
posterioridad al aislamiento.

a) Primer Experimento.— Este primer experimento se llevo a
cabo con el fin de comparar la capacidad de germinacion de los dos
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Figura 5.— Cultivos puros de Isariopsis griseola Sacc. en papa-dexirosa-
agar {edad: 22 dias).
Foto: M. T. Paredes.

tipos de esporas, ya que se sospeché que las resiembras sucesivas po-
drian haber alterado su poder germinativo. Para ello s2 usé el méto-
do empleado por Loépez (13), consistente en gotas de la suspension
en agua destilada-esterilizada, suspendidas en cubre-objetos que se
sellaren con vaselina sobre viales de 5 cms. de altura por 2 cms. de
diametiro llenos de agua hasta sus tres cuartas partes (véase Figura
6). En todos los experimentcs sobre germinacion efectuados, la con-
centracion de las suspensiones fue de 10 a 20 esporas por campo mi-
croscopico de 10 x 10 aumentos. Se colocaron seis viales con cada
uno de los dos tipos de esporas, en las condiciones del laboratorio,
haciéndose, al cabo de ocho horas, dos cuentas por cada gota.

No se notoé ninguna diferencia en la germinacion entre las dos
clases de esporas; a las ocho horas se obtuvo casi un 100% de ger-
minacion.
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b) Segundo experimento.— Empleando el método anterior se lle-
v0 a cabo otro experimento en el cual se incluyé una mezcla de los
dos tipos de esporas, con el objeto de determinar el posible efecto
de la luz en el porcentaje de germinacion y por otra parte, el tiem-

Figura 6.— Viales y cajas de coloracion usadas en las pruebas de germina-
cion de esporas.
Foto: M. T. Paredes.

po de la misma. Las esporas se colocaroen bajo tres condiciones dis-
tintas: dentro de una camara himeda a 24,50°C. de temperatura, =
semi-oscuridad; dentro de una incubadora en completa oscuridad, a
24,50°C; y una mesa de laboratorio (condiciones ambientales) bajo
la luz difusa, a temperatura de 24°C. Se utilizaron dos viales para
cada condicién y tiempo y se okservaron en cada vial dos campos mi-
croscépicos con aumento de 10 por 10; las cuentas se hiceron a las
4, 6 v 8 horas.

Tal como se muestra en la Tabla I, la germinacion de las espo-
ras se inicid, en las tres condiciones del experimento, al cabo de las
cuatro horas, en forma de un hinchamiento, apical, presentando al-
gunas esporas tubos germinativos mas o menos definidos (véase Fi-
gura 7). Al cabo de seis horas el porcentaje de germinacion aumento
unicamente en aquellas que habian sido sometidas a condiciones am-
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—TABLA I—

Porcentaje de germinacién de conidias de Isariopsis griseola Sacc. bajo tres
condiciones diferentes. (Método de los wviales).

Tiempo de Ob- Camara Condiciones Incubadora
servacion himeda ambientales
% % %
4 horas 50,2 50,9 52,2
6 horas 94,2 91,5 91,3
8 horas 97,2 96,8 97,4

bientales (luz difusa) y las que se habian colocado dentro de la in-
cubadora (oscuridad). Al de las ocho horas, en todos los casos, el
tubo germinativo estaba perfectamente desarrollado y en muchos
casos, ramificado (véase Figura 6). El mayor porcentaje de germina-

Figura 7.— Germinacion de esporas de Isariopsis griseola Sacc. (1247 aumen-
tos).
Izguierda: cuatre horas.
Derecha: ocho horas.

Foto: A, Sanchez.
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cion (29,2%) se obtuvo en aquellas esporas que habian permanecido
dentro de la camara humeda (semi-oscuridad, a temperatura de
24,5°C) .

¢) Tercer experimeato.— Debido a que por el método anterior
las esporas tendian a agruparse en el centro de la gota, por lo cual
no se logré una distribucion uniforme de ellas en el medio, pudien-
do este factor alterar los resultados, se procedi6é a utilizar otro mé-
todo para a germinacion. En este método seguido por Lopez (13), se
usaron cajas de germinacion de 12,5 x 10,5 x 8,5 cms. en cuyo fondo
se coocaron tres porta-objetos sostenidos po rtubos de vidrio de 1,2
centimetros de diametro, colocandose en cada placa tres gotas de la
suspension conidial; la caja permanecio llena de agua hasta la altura
de Y2pulgada sellandose después con vaselina (véase Figura 6). Se
hizo una sola cuenta por gota y corta porta-objeto representé una
replicacion.

Tal como lo muestra ia Tabla II, la germinacion de las esporas
se inicio también al cabo de las cuatro horas, pero los porcentajes de
germinacion bajo las tres condiciones, después de las seis horas fue
comparativamente mayor. Al cabo de las 8 horas se obtuvo un por-
centaje de germinaciéon mucho mayor que al utilizar el método de
los viales. No se observé tampoco ningun efecto de la luz sobre la
germinacion de las esporas.

Los resultados de los anteriores experimentos permiten deducir
que:

"1) Las esporas provenientes de cultivos puros del hongo son
perfectamente viables y germinan satisfactoriamente a las ocho ho-
ras en agua destilada-esterilizada.

—TABLA II—

Porcentajes de germinacién de conidias de Isariopsis griseola Sacc. bajo
tres condiciones diferentes
(Método de las cajas de coloracion)

Tiempo de Camara Condiciones Incubadora
Observacion humeda ambientales
% % %
4 horas 50,2 50,9 522
6 horas 94,2 91,5 91,3

8 horas 97,2 96,8 97,4
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2) Las resiembras repetidas no alteran su poder germinativo.

3) La luz no tiene ninguna influencia sobre la germinaciéon de
las esporas.

3) Pruebas de patogemicidad.— Con el propésito de comprobar
y comparar el poder infeccioso de las dos clases de esporas mencio-
nadas (esporas sin transplantes previos y esporas con cinco a seis
transplantes), se inocularon plantas de frijol pertenecientes a la vz
riedad Algarrobo. Las inoculaciones se hicieron en el momento de la
aparicion de la tercera hoja trifoliada, asperjando con la suspensién
de esporas (45 a 50 esporas por campo micrserépico de 10 x 10)
todas las hojas, inclusive las embrionarias por medio de un atomi-
zador. Cada hoja se asperjo tanto por el haz como por el envés; los
testigos se atomizaron en la misma forma, con agua destilada-esteri-
lizada.

Con el fin de proporcionar al patégeno las condiciones ambienta-
les 6ptimas para su establecimiento y desarrollo en el susceptivo, se
colocaron las plantas dentro de una camara himeda a diferentes pe-
riodos de exposicion: dieciseis veinticuatro y cuarenta horas, bajo
condiciones de humedad relativa de 95 a 100% y temperatura de
24,60°C., tal como lo muestra la Figura 8.

Otro grupo de plantas se dejo bajo condiciones ambientales des-
pués de la inoculacién, sin colocarlas dentro de la camara humeda.
En cada tratamiento se emplearon 6§ materas con 3 plantas cada una,
inoculando asi 9 plantas en total, con cada uno de los tipos de espo-
ras. Se dejaron 4 testigos por periodo de exposicion dentro de la
camara humeda.

Con el fin de valorar la intensidad de ataque y calificar el tipo
de lesiones que se presentaran de acuerdo con el periodo de exposi-
cién, se elaboré una escala convencional de calificacion sobre las si-
guientes bases: 1) tamano de las lesiones y su cuolescencia, 2) niimero
de lesiones por foliolo y 3) secamiento parcial de las hojas por coa-
lescencia muy marcada de las lesiones amarillamiento de la planta.
La escala elaborada fue la siguiente:

0 —- Planta completamente sana.
1 — Infeccion leve.

2 — Infeccién moderada.
3 — Infeccién grave.
4 — Infeccion muy grave.
Las calificaciones se juzgaron en la forma siguiente:

Planta sana (0).— Ausencia total de lesiones.
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Infeccion leve (1).— Una a cinco lesiones por foliolo de 1 a 2 mm.
de longitud.

Infecciéon moderada (2).— Cinco a veinte lesiones por foliolo, de
1 a 2 mm. de largo.

Figura 8.— Camara humeda utilizada en las pruebas de patogenicidad.
Foto: M. T. Paredes.

Infeceion grave (3).— Veinte a cincuenta lesiones por foliolo; le-
siones coalescentes en algunos casos, de 2 a 3 mm.; amarillamiento
parcial.

Infeccién muy grave (4).— Amarillamiento y necrosis parcial de
los foliolos por coalescencia de varias lesiones; defoliacién parcial o
total.

En la Figura 9 se ilustran la escala de intensidad de ataque, de
acuerdo con los resultados obtenidos en pruebas de patogenicidad.

Se hicieron dos calificaciones: una a los once y otra a los catorce
dias despues de efectuada la inoculacion.

a) Resultados y discusion,— Después de los seis dias de efectua-
da la inoculacion, comenzaron a presentarse los sintomas de la en-
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fermedad en las plantas que habian permanecido durante veinticua-
tro y cuarenta horas en la camara hameda. Estos se observaron en
las hojas trifoliadas en forma de puntos necroticos pequefios, rodea-
dos por un halo cloratico. A los nueve dias, las lesiones se definieron
mas, tomando la forma angular y a los once dias, el ataque fue aan
mas caracteristico. Al cabo de este tiempo, las plantas que habian
permanecido diez y seis horas en la camara himeda también pre-
sentaron los sintomas de la enfermedad, aunque menos definidos.
En las Figuras 10 y 11 puede observarse la diferencia en el tipo de
infeccion de acuerdo con la exposicion de las plantas en camara ha-
meda, después de catorce dias de la inoculacion.

En las hojas embrionarias las lesiones se presentaron con ma-
yor intensidad que en aquellas plantas que habian permanecido du-
rante cuarenta horas en la cdmara humeda; en éstas se contaron hass
ta siete manchas por hoja y en cambio en las plantas que permane-
cieron dieciseis y veinticuatro horas, solo una o dos lesiones por ho-
ja embrionaria.

Tal como puede observarse en la Figura 12 no se presenté ningu-

Figura 9.— Tipos de infeccién de acuerdo con la escala de intensidad de a-
taque establecida para valorar las pruebas de patogenicidad.

Foto: M. T. Paredes.
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Figura 10.—Plantas de frijol sometidas a diferentes periodos de exposicion
dentro de la camara himeda (16, 24 y 40 horas) despuds de
caloce diss de la inoculaciéon, en comparacidén con el testigo.

Foto: M. T. Paredes.

na diferencia en cuanto a la virulencia de las esporas que no habian
sufrido transplantes previos y de aguellas que provenian de cultives
transplantados cinco a seis veces: ambos tipcs mostraron idéntica
patogenicidad.

¥n la Tabla II se presentan los resultados de la primera califica-
c:on de los tipos de infeccion cbservados en las plantas inoculadas
y en los testigos. En esta primera calificacion, que se efectué a los
once dias después de la inoculacién, puede observarse que la mayor
intensidad del ataque corresponde a aquellas plantas que habian per-
manecide durante cuarenta horas en la camara humeda. La mayoria
de ellas presentaban coalescencia de las lesiones (dos o tres) pero sin
observarse necrosis parcial considerable ni defoliacién. Todas las plan-
tas testigos presentaron ausencia total de lesiones (calificacion 0).

En la Tabla IV aparece la segunda calificacion de las lesiones, des-
pués de los catorce dias de la inoculacién. Nuevamente se nota aqui
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Figura 11.—Efecto del periodo de exposicion en la camara humeda (16, 24
y 40 horas) después de catorce dias de la inoculacién en la in-
tensidad de ataque del Isariopsis griseola Sacc.

Foto: M. T. Paredes.

que la mayor calificacion numérica de los tipos de infeccion observa-
dos, corresponde a las plantas que habian permanecido cuarenta ho-
horas dentro de la cdmara humedo. Estas presentaban lesiones coa-
lescentes que ocasionaban necrosis parcial de las hojas, lo mismo que
amarillamiento y defoliacion parcial.

Las plantas que habian permanecido durante veinticuatro horas
en camara humeda después de la inoculacion, alcanzaron también una
calificacién notable debido a la gravedad del ataque. Si se comparan
las calificaciones que estas plantas obtuvieron después de los once
dias de la inoculacién (véase Tabla III), con aquellas de la Tabla 1V,
podra observarse un aumento notable en la gravedad del ataque, en
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—TABLA III —

Calificacion de la intensidad del ataque de Isariopsis griseola Sacc. en frijol,
después de once dias de la ipoculacion.

Matera . Planta Periodos de exposicion en  Sin exposi- Testigo
Numero Numero camara himeda cion en ca-
mara hiime-
16 hs. 24 hs. 40 hs. da .

AM BN X B A B

1 1 0 1 3 3 0 0
1 2 1 1 1 1 3 2 0 0
3 1 2 — 2 3 3 0 0
1 1 2 3 3 1 0 0
2 2 1 2 2 2 0 0
3 2 2 2 1 3 3 1] 0
1 2 2 1 3 3 0 0
3 2 1 2 2 1 3 3 0 0
3 0 2 2 2 2 0 0

-

(*) Esporas provenientes de cultivos que no sufrieron ningur. transplante
después del aislamiento.

(**) Esporas provenientes de cultivos resembrados cinco a seis veces.

los tres dias de diferencia. Asi, las plantas de la matera N° 2 (Tabla
IIT) con infecciones leves o moderadas, alcanzaron en la segunda ob-
servacion una calificacion de 4 o infeccion muy grave (Tabla IV).
Esta observacion da una idea de la rapidez con que el patogeno, una
vez establecido en el susceptivo, invade los tejidos de éste hasta ocasio-
nar areas necréticas, amarillamiento de las hojas y defoliacion parcial
de las plantas.

Las plantas que habian permanecido durante dieciseis horas en la
camara humeda después de la inoculacion, presentaban infecciones
muy leves o moderadas después de los once dias (veéase Tabla III);
sin embargo, algunas de ellas alcanzaron calificaciones de 3 (atacue
moderado) pero ninguna de 4 (ataque grave), al cabo de catorce dias
(véase Tabla IV).

Todas aquellas plantas que se dejaron bajo las condiciones am-
bientales (expuestas a la luz difusa, bajo techo) después de la inocu-
lacién, al igual que los testigos, no presentaron sintoma alguno de la
enfermedad (véase Tablas III y IV).
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Figura 12.—Virulencia de esporas de Isariopsis griseola Sacc. en plantas colo-
cadas en camara himeda durante 40 horas después de catorce
dias de la inoculacion.

1: inoculadas con esporas provenientes de cultivos que no habian
sufridz transplantes previos.

2: inoculadas con esporas provenientes de cultivos transplantados
cinco a seis veces.
: Foto: M. T. Paredes.

Con el objeto de observar si existia alguna diferencia en relacién
con la patogenicidad de esporas provenientes de infecciones naturales
(hojas enfermas ccolectadas en el campo) con aquellas de esporas pro-
venientes de cultivos del hongo, se efectué un experimento de inocu-
lacién, usando en él las mismas técnicas seguidas en los anteriores,
con excepcion del periodo de exposicion en camara hiimeda, el cual
se aumento a 48 horas.

Se inocularon, con cada uno de los dos tipos de esporas, cuatro
plantas, dejando dos de ellas como testigos. Al cabo de los catorce dias
después de la inoculacion, no se observé ninguna diferencia en rela-
cién con la patogenicidad de las esporas provenientes de infecciones
aturales, con aquella de cultivos puros del hongo: la calificacion de la
intensidad del ataque en ambos casos fué idéntica, variando entre 3
(infeccion grave) v 4 (infeccion muy grave).
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—TABLA IV —

Calificacién de la intensidad del ataque de Isariopsis griseola Sacec. en frijol,
después de catorce dias de la inoculacidn.

Matera Planta Periodos de exposicion en  Sin exposi- Testigo
Numero Nimero camara himeda cion en ca-

- mara hume-

16 hs. 24 hs. 40 hs. da.

ALY BN A B A B

1 1 1 2 2 4 3 0 0
1 2 1 3 1 4 4 3 0 0
3 1 3 — 3 4 3 0 0
1 1 4 3 3 2 0 0
2 3 1 4 3 4 3 0 0
3 2 3 4 4 4 4 0 0
1 2 3 3 4 3 3 0 0
3 2 p 2 3 3 3 4 0 0
3 1 3 3 3 3 3 0 0

(*) Esporas provenientes de cultivos que no sufrieron transplante después
del aislamiento.

(**) Esporas provenientes de cultivos resembrados cinco a seis veces.

Por altimo, se hicieron aislamientos a partir de hojas que habian
sido inoculadas artificialmente con cultives purcs del hongo, con el
objeto de recuperar el organismo patégeno, empleando las técnicas y
métodos descritos en la obtencién de cultivos puros. Todos los aisla-
mientos efectuados dieron resultados positivos: al cabo de los ocho
dias se obtuvo un crecimiento abundante del hongo.

De los anteriores experimentos se puede concluir que:

1.—Para lograr infeceidon con Isaricpsis griseola Sacc. en plantas de
frijol, es indispensable que éstas se expongan bajo condiciones de
alta humedad atmosférica (95 a 100% ), después de la inoculacion.

2.—El periodo de exposiciéon dentro de la camara hameda (horas), es-
ta en relacion directa con la gravedad del ataque: a mayor periodo
de exposicion, mayor grado de infeccién,.

3.—La infeccién mas intensa se obtuvo colocando las plantas en la
camara himeda, después de su inoculacion, durante cuarenta ho-
ras.
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4.--Las esporas de Isariopsis griseola Sacc. no disminuyen su virulen-
cia a pesar de los aislamientos y la conservan durante un tiempo
considerable, aunque hayan sufrido varios transplantes.

Epifitologia.— De acuerdo con los resultados obtenidos por la au-
tora, uno de los factores ambientales que mas favorece al desarrollo
es la humedad atmosférica alta. Wallace (19) y Srinivasan (17), hacen
énfasis en el hecho de que la enfermedad revisti6 caracteres de gran
importancia sé6lo cuando se presenté en periodos de lluvias prolonga-
das. Este hecho puede explicarse si se tiene en cuenta que en épocas
de mucha precipitacién pluvial, el alto porcentaje de humedad atmos-
férica y el agua que permanece adherida en las hojas, proporcionan
un excelente medio para la germinacion de las esporas del hongo.

En general, la enfermedad se presenta con mayor intensidad en
paises tropicales que en aquellos situados en zonas templadas. No se
encontraron en la bibliografia consultada, datos cuantitativos preci-
sos sobre las condiciones ambientales, optimas para el desarrollo de
la enfermedad. De acuerdo con los resultados de los experimentos rea-
lizados por la autora, la enfermedad se presenté con caracteres de bas-
tante intensidad a una temperatura de 24,50°C., cuando las plantas se
colocaron en un ambiente de casi completa saturacion de humedad
(95 al 100%).

Represion.— No esta aun completamente establecido que esta en-
fermedad puede transmitirse por medio de la semilla, pues en muy ra-
ras ocasiones y solo en caso de ataques muy severos las vainas pueden
ser afectadas; sin embargo, es factible que la semilla pueda albergar
el patogeno, contribuyendo a su distribucién de una region a otra. Se-
guramente basado en las anteriores consideraciones, Vargas (18), a-
conseja como medida exclusionaria, el tratamiento de la semilla antes
de la siembra con una solucion de bicloruro de mercurio al une por
mil. Especial cuidado debe tenerse cuando se trata de movilizar se-
milla y aun trabajadores de una region a otra, ya que mediante éllos
se puede distribuir la enfermedad.

La siembra de frijol en terrenos libres de la enfermedad o en a-
quellos en donde no se haya sembrado esa leguminosa durante un pe-
riodo de dos o mas anos, podria ser una medida muy recomendable
de represion.

Para la erradicacién de la enfermedad en areas pequeiias, Belloch
(1) recomienda la eliminacién por quema de las primeras plantas u
hojas atacadas con el fin de evitar las infecciones secundarias que pue-
dan sobrevenir. En el Valle del Cauca serian recomendables las ro-
taciones por semestre con otros cultivos tales como maiz y soya, o la
siembra alternada de un afo a otro de variedades resistentes, con las
susceptibles deseables por gran rendimiento y demanda. La quema de
los residuos d ela cosecha anterior es aconsejables, ya que ella contri-
buya a la eliminacién de las posibles fuentes de inéculo primario.

En cuanto al uso de fungicidas protectores, varios autores (Zau-
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meyer, 20; Harter, 10; Belloch, 1), estan de acuerdo en afirmar que las
aplicaciones con caldo Bordelés de formula 4-4-50, son inefectivas para
la prevencion de la enfermedad. Cook (5), sin embargo afirma que en
Puerto Rico las infecciones pertinaces pueden dominarse con Caldo
Bordelés, sin especificar su formula de empleo.

En lo que se refiere a fungicidas protectores modernos, de acuer-
do con los ensayos hechos por la seccion de Fitopatologia de la Esta-
cion Agricola de Palmira, los mas efectivos para la represion de esta
enfermedad fueron Parzate y Manzate (Cardenosa, 4). El factor limi-
tante para su uso en gran escala por parte de los agricultores es el alto
costo de los productos.

Segln experimentos realizados en Medellin por Skiles et al. (15),
tratamientos combinados de Fermate, Azufre y adherente, dieron los
mejores resultados para la represion de las tres principales enferme-
dades en esa region “antracnosis” “roya” y “mancha angular”, aplica-
dos en las variedades Estrada Rosado y Panameno; el tratamiento de
Fermate y adherente fue muy efectivo para la represion de las mismas
enfermedades en la variedad Higuerillo. La variedad Algarrobe fue
la que menos respondio al tratamiento con Fermate, adherente a DDT
del 50% (este Gltimo en forma de polvo mojable), aplicado con el
objeto de reprimir las mismas enfermedades, y siendo esta variedad
la de mas alto rendimiento potencial entre las nombradas.

No se conocen datos precisos scbre la relativa resistencia de las
variedades comerciales a la enfermedad. Skiles et al. (15) registran
como susceptibles a la enfermedad, en Medellin las variedades Alga-
rrobo, Estrada, Rosado y Panameno.

RESUMEN

La autora presenta un estudio sobre la mancha angular del frijol
causada por el hongo Isariopsis griseola Sacc., enfermedad que en los
ultimos dos anos ha adquirido gran importancia economica en el Valle
del Cauca, debido a la severidad del ataque y a las grandes pérdidas
que ocasiona en los cultivos,

Complementa la escasa bibliografia existente sobre la enfermedad
mediante sus observaciones ¥ experiencias personales.

Por medio de una serie de experimentos sobre la viabilidad de las
esporas del hongo, demuestra que la luz no ejerce influencia alguna
sobre su germinacion. Comprueba la efectividad de la técnica para
germinacion de esporas seguida por Loépez (13), coneluyendo que las
esporas no pierden su viabilidad a pesar de haber sufrido varios trans-
plantes (cinco a seis).

Medianfe experimentos tendientes a encontrar un método efecti-
vo para asegurar artificialmente la infeccion con esperas de Isariopsis
griseola Sacc. en frijol, demuestra que es indispensable someter las
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plantas inoculadas a condiciones de alta humedad atmosférica (95 a
1009 ). Cuanto mayor fué el periodo de exposicion dentro de la cama-
ra humeda (40 horas comparado con 24 v 16), mayor fue el grado de
infeccion observado. No encontré disminucion en la virulencia de las
esporas cuando éstas habian sufrido varios transplantes previos (cin-
co a seis), comparada con aquella de esporas provenientes de cultivos
recién aislados, ni tampoco diferencias en el poder infeccioso de espo-
vas provenientes de infecciones naturales y de esporas de cultivos pu-
ros del hongo.

PATHOGENECITY OF THE Isariopsis griseola Sacc. ON BEAN PLANTS
(Phaseolus vulgaris L.)

SUMMARY

The author presents a study on the anguler leaf spot of bean plants
caused by the fungus Isariopsis griseola Sacc., a disease which in the
fast two years has acquired a great economic importance in the Cauca
Valley, because of the severity of attacks and the great losses that
this disease have been caused in the crops.

A research of the available literature was complemented by the
author’s personal observations and experiences. By means of a series
of experiments on the viability of the spores, she demostrated that
light does not exercise any influence on their germination. She veri-
fied the efficacy of the germination technique followed by Lépez
(13) concluding that the spores does not losse their viability in spite
of have had several transplantations (five or six).

By means of experiments designed to find an effective method to
secure artificialy infection with Ksariopsis griseola Sace. spores in be
an plants, the author demostrated that it is essential to put the ino-
culated plants under high humidity atmospheric conditions (95% to
100%). The greater the exposition period under the moist cham-
ber (40 hours as compared with 24 and 16), the greater the degree
of infection observed. She did not find any decrease in the spores vi-
rulence which have had several provious transplantations (five to
six), as compared with the virulence of spores from cultures of recent
isolation, cither differences in the nifective hability of spores from
natural field infections, as compared with those from pure cultures
of the fungus.
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