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CARACTERIZACION DE AISLAMIENTOS DE Colletotrichum
lindemuthianum DE ECUADOR Y GUATEMALA PARA IDENTIFICAR
GENES DE RESISTENCIA!

Halima Awale?, Esteban Falconi-Castillo®, Julio Cesar Villatoro-Mérida®, James Kelly?

RESUMEN

Caracterizacion de aislamientos de Colletotrichum
lindemuthianum de Ecuador y Guatemala para identifi-
car genes de resistencia. El objetivo de esta investigacion
fue determinar la variabilidad patogénica de C. lindemuthi-
anum en zonas productoras de frijol comuin en Ecuador y
Guatemala para identificar las combinaciones de genes de
resistencia mds efectivas para las condiciones locales. Ais-
lamientos de antracnosis recolectados fueron caracterizados
para la identificacion de las razas presentes en estos paises
empleando el juego estdndar de 12 cultivares diferenciales.
De acuerdo a la evaluacion, solamente dos razas (5, 9)
mostraron estar presentes en los dos paises. En Guatemala
se registré una mayor diversidad patogénica (mayor nimero
de razas) que en Ecuador. Basados en esta informacién y en
otros datos de estudios realizados anteriormente, sugerimos
como la combinacidn genética mds efectiva la piramidacién
de los genes Co-1° y Co-4°. Esta combinacién conferiria
resistencia completa a casi todas las razas de C. lindemuthi-
anum identificadas hasta el momento en los dos paises.

Palabras clave: Acervo genético, antracnosis, cultiva-
res diferenciales, razas, piramidacion de genes.

INTRODUCCION

La antracnosis ocasionada por Colletotrichum
lindemuthianum es una de las enfermedades de frijol
comun mds importantes a nivel mundial. Las pérdidas

' Recibido: 2 de mayo, 2007. Aceptado: 18 de enero, 2008.

ABSTRACT

Characterization of isolates of Colletotrichum
lindemuthianum from Ecuador and Guatemala to
identify resistance genes. The objective of this study was to
determine the pathogenic variability of C. lindemuthianum
in the bean production zones of Ecuador and Guatemala in
order to identify the most effective combination of resistance
genes for local conditions. Isolates of anthracnose were
characterized for race structure based on 12 differential
cultivars. Only two races (5, 9) were common between
countries and greater pathogenic variability (larger number
of races) was observed in Guatemala than in Ecuador.
Based on this information and data from previous collection
studies, we suggest that pyramiding the Co-1? and Co-4°
genes from different gene pools is the most effective gene
combination. This combination would provide complete
resistance to all currently known races of anthracnose
present in both countries.

Key words: Gene pool, anthracnose, differential
cultivars, races, gene pyramiding.

en rendimiento pueden alcanzar hasta un 90% cuando
variedades susceptibles de frijol son cultivadas en
presencia del patégeno, bajo condiciones ambientales
favorables para el desarrollo del mismo (Pastor-Corrales
et al. 1994). La diseminacién del patégeno entre las
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zonas de produccion es causada principalmente por
la siembra y trasiego de semillas infectadas (Pastor-
Corrales et al. 1995). La resistencia genética de la
mayoria de cultivares comerciales ha sido ineficiente y
poco durable debido al gran nimero de razas existentes
y a las que continuamente se desarrollan dentro de la
especie del patégeno (Balardin er al. 1997, Kelly et
al. 1994, Kelly y Vallejo 2004). Una estrategia para
incrementar la durabilidad y eficiencia de la resistencia
a C. lindemuthianum es la piramidacion de varios Co-
genes en los cultivares de frijol, una vez que, el espectro
de virulencia de las distintas razas del hongo en la regién
sea conocido, para asi recomendar la combinacién de
genes de resistencia mds adecuada (Young et al. 1998).
El objetivo de esta investigacion fue determinar la
variabilidad presente en el patégeno C. lindemuthianum
en zonas productoras frijoleras de Ecuador y Guatemala
para definir las combinaciones de genes de resistencia
mads efectivas para las condiciones locales.

MATERIALES Y METODOS

Diecinueve aislamientos de C. lindemuthianum fue-
ron caracterizados empleando el sistema binario estan-
darizado basado en la reaccion del grupo de 12 cultivares
diferenciales (Pastor-Corrales 1991; Cuadro 1). Siete de

estos aislamientos provinieron de Ecuador y doce de
Guatemala (Cuadro 2). Las muestras de tejido infectado
correspondieron a tallos o vainas que mostraron sinto-
mas de antracnosis. Cada muestra fue cortada en trozos
pequeiios, cuyas superficies fueron esterilizadas (Cloro
1%, Etanol 70% en agua destilada). Los trozos de tejido
fueron secados y colocados en platos Petri conteniendo
medio de cultivo Mathur o Papa-Dextrosa-Agar (Balar-
din et al. 1997).

Los aislamientos fueron incubados a 22 °C hasta
que presentaron esporulacion. Posteriormente fue-
ron replicados en varios Petri conteniendo medio de
Mathur para su eventual almacenamiento y uso en el
futuro. El indculo fue preparado mediante la adicién
de agua destilada a cada plato Petri, seguido por el ras-
pado mediante una varilla de metal. La suspension de
esporas fue filtrada empleando gasa quirudrgica y cuan-
tificada en un hemocitometro. La concentracion final
fue ajustada a 1,2x10° esporas/ml. Seis semillas de
cada cultivar diferencial fueron sembradas en bandejas
y, aproximadamente diez dfas después de la siembra,
las pldntulas fueron inoculadas. Los aislamientos
fueron inoculados individualmente e, inmediatamente
después, las plantulas fueron ubicadas en una cdmara
himeda durante 48 horas. Las pldntulas fueron evalua-
das diez dfas después de la inoculacion utilizando una

Cuadro 1. Cddigo binario, genes de resistencia y acervo genético de origen de los cultivares diferenciales empleados
en la caracterizacion de razas de Colletotrichum lindemuthianum. Ecuador y Guatemala. 2005.

Cultivares diferenciales Letra codigo

Valor binario

Gen de resistencia  Acervo genético®

Michelite A

Michigan Dark Red Kidney
Perry Marrow
Cornell 49-242
Widusa
Kaboon
Mexico 222

PI 207262

TO

TU

AB 136
G2333

CA=—=IZQmmYIAOw

1 Co-11 MA
2 Co-1 A
4 Co-1I’ A
8 Co-2 MA
16 Co-I° A
32 Co-I? A
64 Co-3 MA
128 Co-4° Co-9 MA
256 Co-4 MA
512 Co-5 MA
1024 Co-6 MA
2048 Co-4°> Co-5° Co-7 MA

a MA= Mesoamericano; A= Andino
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Cuadro 2. Aislamientos, razas, origen y cultivar hospedero de
Colletotrichum lindemuthianum de Ecuador y Gua-
temala. 2005.

Aisla- . Cultivar Acervo
. Raza Origen L
miento hospedero genético*
Tumbaco,
EC1 1031 Ecuador CAP-9 MA
Poblado entre
EC2 4 Ibarra y San Paragachi A
Gabriel, Ecuador
Crater Pululahua, Voluble
EC3 4 A
Ecuador local
EC4 13 San Miguel de Canario A
Pisquer, Ecuador Local
EC5 7 Tambo, Ecuador ACE-1 A
Mira Angel, Descono-
EC6 5 . A
Ecuador cido
Descono-
EC7 12 Asquér, Ecuador . A
cido
Patzicia, ICTA Al-
GU 1 520 MA
Guatemala tense
Chimaltenango, Descono-
GU 2 1024 . MA
Guatemala cido
himal D -
GU 3 1024 Chimaltenango, es'cono MA
Guatemala cido
Chimaltenango, Descono-
GU 4 1097 . MA
Guatemala cido
GUS 9 Chimaltenango, Des.cono- MA
Guatemala cido
GUS6 1004 Chimaltenango, Des.cono— MA
Guatemala cido
Chimalt R -
GU7 1024 imaltenango, - Descono MA
Guatemala cido
GU 8 1545 Patzicia, ICTA Al- MA
Guatemala tense
Patzicia, Descono-
GU9 21 Guatemala cido MA
GUlo sp0  Chimalenango, o ive  MA
Guatemala
GU 11 1544 Parramos, Vqluble MA
Guatemala (agricultor)
GU 12 648 Chimaltenango, Vqluble MA
Guatemala (agricultor)

2 Acervo genético del hospedero: MA= Mesoamericano; A=
Andino

escala de 1-9, en la cual 1-3= resistente /incompatible
y 4-9= susceptible/compatible (Balardin et al. 1997).

ISSN: 1021-7444

RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en la reaccion de los 12 cultivares di-
ferenciales, se identificaron las siguientes razas: 4, 5,
7,12, 13, 1031, 9, 520, 521, 648, 1024, 1097, 1544 y
1545 (Cuadro 3). Dentro de estas catorce razas, seis
corresponden a aislamientos provenientes de Ecuador
y ocho de Guatemala, siendo las razas 5 y 9 las unicas
razas en comtun entre los dos paises. La raza 5 vence la
resistencia de los genes Co-1*y Co-11, mientras que la
raza 9 infecta a los genotipos de frijol que poseen los
genes Co-2 'y Co-11. Las razas mencionadas son gené-
ticamente diferentes, pero tienen un gen de virulencia
en comun (Avr-Co-11). El alelo Co-13 es reconocido
como el alelo de resistencia mds débil de los alelos que
se encuentran en el locus andino Co-1, mientras que
el gen Co-2 se encuentra entre los mds ampliamente
empleados de los genes Co- para el mejoramiento de la
resistencia a antracnosis (Kelly y Vallejo 2004). Todos
los aislamientos ecuatorianos evaluados fueron viru-
lentos para el cultivar Perry Marrow y la raza 4 fue la
mds frecuente en este grupo de aislamientos. Las razas
ecuatorianas también fueron virulentas sobre los cul-
tivares diferenciales Michigan Dark Red Kidney (Co-
1), Cornell 49242 (Co-2) y AB136 (Co-6). Las razas
mas frecuentes, entre los aislamientos de Guatemala,
fueron las razas 520, 1024 y 1544. Las razas de Gua-
temala mostraron que poseen mds genes de virulencia
que las razas andinas y presentaron compatibilidad
con los genes mesoamericanos Co-2, Co-3, Co-4, Co-
5y Co-6. Ninguna de las razas guatemaltecas mostrd
compatibilidad con el acervo genético Andino, ubica-
dos en el locus Co-1.

Estos resultados sugieren que existio una relacion
entre el origen geogréfico y la variabilidad patogénica
de las razas de antracnosis. De los diecinueve aisla-
mientos evaluados, ninguno fue virulento sobre los
cultivares Widusa, Kaboon, TO o G2333. Por otro lado,
Cornell 49242 fue susceptible a diez razas, seguido por
AB 136 y Michelite, los cuales fueron susceptibles a
ocho razas. Michigan Dark Red Kidney fue susceptible
a dos razas de Ecuador, pero ninguna de las razas de
Guatemala logré infectarlo. Mexico 222 y PI 207262
fueron susceptibles a tan sélo una raza, mientras el
diferencial TU, el cual posee el gen Co-5, fue suscep-
tible a seis razas de Guatemala. En Ecuador, estudios
previos han identificado a las razas 3, 4, 256, 260 y
1346 (Falconf et al. 2003) y razas 0, 1,4, 5, 6, 9, 15,
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Cuadro 3. Reaccion de los cultivares diferenciales de frijol (A-L) a 19 aislamientos de Colletotrichum lindemuthianum de Ecua-

dor y Guatemala. 2005.

Aislamiento Raza® AP B C D E F G H I J K L

de Ecuador 1 ?2) 4 8) 16) (32) (64) (128) (256) (521) (1024) (2048)
EC1 1.031 + + + - - - - - - - + -
EC2 4ed - - + - - - - - - - - -
EC3 4ed - - + - - - - - - - - -
EC4 13 + - + + - - - - - - - -
EC5 7 + + + - - - - - - - - -
EC6 54 + - + - - - - - - - - -
EC7 12 - - + + - - - - - - - -
Aislamientode Raza® AP B C D E F G H I J K L
Guatemala a ?2) 4 8) 16) (32) (64 (128) (256) (521) (1024) (2048
GU 1 520 - - - + - - - R R + - .
GU 2 1024 - - - - - - - - - - + -
GU 3 1024 - - - - - - - - - - + -
GU 4 1097 + - - + - - + - R - + -
GU 5 94 + - - + - - - - - - - R
GU6 1024 - - - - - - - - - - + -
GU 7 1024 - - - - - - - - - - + -
GU 8 15454 + - - + - - - - - + + -
GU9 521 + - - + - - - - - + - -
GU 10 520 - - - + - - - - - + - R
GU 11 1544 - - - + - - - - - + + -
GU 12 648 - - - + - - - + - + - -

* Designacion de razas basada en el sistema de nomenclatura binaria. Sumatoria de nimeros binarios “+” = Ndmero de raza.
"Diferenciales de frijol comin empleados para la identificacién de razas de C. lindemuthianum seguidos por la letra y el valor binario

(') mostrado en el Cuadro 1.
¢ Previamente reportado por Falconi et al. (2003).
4 Previamente reportado por Muhuku et al. (2004).

¢ Previamente reportado por Muhuku mediante comunicacion personal (CIAT).

65, 128, 129, 133, 256, 261 y 1153 (Mahuku y Riascos
2004). En el presente estudio, solamente la raza 4 fue
identificada nuevamente. En Guatemala, estudios simi-
lares identificaron a las razas 9, 73, 1025, 1545, 1549,
1645 (Mahuku y Riascos 2004) en adicién a las razas
5, 585, 641, 1032, 1088, 1572, 1609, 1929 (Mahuku,
comunicacion personal) [Las razas en negrilla fueron
detectadas en el presente estudio, Cuadro 3].

Estrategias de mejoramiento para Ecuador y Gua-
temala

Muchas veces, el elevado nimero de razas de
antracnosis causa confusién a los mejoradores para
la seleccion de las mejores fuentes de resistencia,
y comunmente consideran que genes individuales

ISSN: 1021-7444

de resistencia son necesarios para controlar razas
individuales. Sin embargo, la estrategia mds efectiva es
seleccionar aquellos genes y/o alelos con el mds amplio
rango de resistencia. Cuando se estudia la variabilidad
genética de C. lindemuthianum, ilustrada por diferentes
razas del patégeno, es importante agrupar las razas por
los genes de virulencia similares/diferentes que ellas
poseen. Por ejemplo, las razas 521 y 1.545 parecen
muy distintas al basarse en su cédigo binario, ya que
el gene de virulencia, Avr-Co-6 vence la resistencia del
gene Co-6 en el diferencial AB-136 (1024). En este
sentido, tan solo un gen puede proveer resistencia a
las dos razas en mencion. En contraste, las razas 2047
y 2048 parecen cercanas, pero difieren en trece genes
de virulencia Avr-Co-1, 1***%, 2, 3, 4, 43, 5, 6, 9, 11
presentes en la raza 2047 y tres genes de virulencia Avr-
Co-4%, Co-5% Co-7 presentes en la raza 2048.

AGRONOMIA MESOAMERICANA 19(1): 01-06. 2008
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Es importante hacer esta distincién para selec-
cionar la mejor combinacién de genes de resistencia.
De acuerdo a este ejemplo, una combinacién de genes
diferentes serfa requerida para proveer resistencia a
cada raza.

Para facilitar la seleccion de la combinacién mds
efectiva en mejoramiento para la resistencia, hemos
agrupado las razas de acuerdo con la mayor presencia
de genes de virulencia (Avr-) que poseen para simpli-
ficar la eleccién de los mejores genes de resistencia
(Cuadro 4). Debido a que varios alelos existen en los
loci Co-1, Co-3, Co-4 'y Co-5, los mejoradores nece-
sitan escoger los alelos mds efectivos de cada locus.
En muchos casos la eleccion es facil; asi por ejemplo,
la seleccion de los alelos Co-1? y Co-4? para conferir
resistencia amplia a razas presentes en los dos acervos
genéticos de frijol (Balardin et al. 1997, Young et al.
1998). Los alelos en los loci Co-3/Co-9 y Co-5 son
menos claros y por ello la eleccion necesita ser especi-
fica a las razas presentes en la region (Kelly y Vallejo
2004, Mahuku y Riascos 2004, Rodriguez-Sudrez et
al. 2007). Adicionalmente, los mejoradores necesitan
considerar todos los estudios pasados y presentes
acerca de la variabilidad patogénica en sus regiones
de produccién. Como estd ilustrado en el presente
estudio, la ausencia de razas reportadas previamente
puede ser debido a una limitacién en el muestreo y no
necesariamente la ausencia de la raza en el drea de pro-

duccion. La vigilancia continua es importante ya que
la composicion de razas puede cambiar de afio a afio.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran que Ecua-
dor y Guatemala contrastan en términos de la variabi-
lidad patogénica entre las razas detectadas. Las pricti-
cas de mejoramiento dependerdn de la disponibilidad
de genes titiles de resistencia dentro del germoplasma
local adaptado para cada pais. Un énfasis del mejo-
ramiento de frijol en Ecuador ha sido el expandir la
variabilidad genética de las lineas andinas de semilla
grande, las cuales poseen una estrecha base genética.
En este sentido, una estrategia de mejoramiento para
Ecuador deberia incluir la incorporacién de genes de
resistencia mesoamericanos en cultivares locales élite.
La mejor eleccién serfa combinar el alelo Andino
Co-1? con genes de resistencia del acervo genético
mesoamericano, exceptuando los genes Co-2 'y Co-6.
A pesar de las diferencias en variabilidad patogénica
entre paises, las elecciones en el mejoramiento para la
resistencia en Guatemala son similares a las recomen-
dadas para Ecuador.

Todas las razas de Guatemala identificadas
en este estudio fueron virulentas a diferenciales

Cuadro 4. Razas de Colletotrichum lindemuthianum agrupadas en base al mayor nimero de genes de virulencia (Avr) que poseen y
la combinacion de genes mds efectiva para conferir resistencia. Ecuador y Guatemala. 2005.

Razas presentes en Ecuador y

Combinacion de genes

Gen(es) opcionales de Genes Avr-mayores

Guatemala® para resistencia resistencia
1,3,4,5,6y7 Co-1? + Co-4° Co-2, Co-3, Co-5, Co-6'y Co-9 Co-1+Co-1I°
9,12,13y 15 Co-1? + Co-4* Co-3, Co-5, Co-6'y Co-9 Co-2
65y 73 Co-1° + Co-4* Co-5y Co-6 Co-3
128, 129, 133, 256, 260 y 261 Co-1° + Co-#* Co-2, Co-3, Co-5y Co-6 Co-4
520, 521, 585, 641 y 648 Co-1? + Co-4* Co-1, Co-4y Co-6 Co-5
1024, 1025, 1031, 1032, 1088,
1097, 1153 y 1346 Co-1? + Co-#* Co-5 Co-6
1544, 1545, 1549, 1609 y 1929 Co-1? + Co-4° Co-1, Co-3, Co-4y Co-9 Co-5+Co-6
1572 y 1645 Co-1 + Co-4? Co-I° Co-5+Co-6+Co-1I?

*Incluye razas previamente reportadas por Falconi et al. (2003) y Muhuku et al. (2004) y nuevas razas identificadas en el presente

estudio.
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mesoamericanos que poseen los genes Co-2, Co-5
and Co-6. La incorporacién de genes de resistencia
andinos serfa una estrategia ttil para proveer de una
resistencia efectiva a cultivares de Guatemala. La misma
combinacién de genes Co-1? 'y Co-4? provee resistencia
a la mayoria de razas de C. lindemuthianum presentes
en Guatemala, con excepcion de las razas 1572 y 1645.
Si los mejoradores necesitan elegir entre los diferentes
alelos presentes en el locus Co-1, la combinacion de
Co-1'y Co-4* provee resistencia a estas dos razas 1572
y 1645. Sin embargo, la combinacion de los genes Co-
I? y Co-4? ha sido identificada como la mds efectiva y
se encuentra disponible en lineas avanzadas de frijol
negro del programa de mejoramiento de la Universidad
Estatal de Michigan (MSU).
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