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RESUMEN

El rendimiento de habichuela seca (Phaseolus vulgaris L..) en el Caribe y
la produccion de habichuela tierna en el sur de la Florida se encuentran
amenazados por el virus del mosaico dorado de la habichuela (VMDH). Se
necesitan métodos efectivos para evaluar el virus para poder transferir re-
sistencia a los genotipos con grano rojo arrifionado, rojo moteado y habi-
chuela tierna. Se desarroll6 una metodologia de inoculaciéon del VMDH en el
invernadero usando moscas blancas (Bemisia tabaci Genn.) viruliferas. E)
uso de esta metodologia asegura que las plantas de habichuela sean inocu-
ladas en la misma etapa de desarrollo con una cantidad uniforme de ing-
culo. En el invernadero se pudo determinar la reaccion de un genctipo de
habichuela a VMDH 30 dias después de la siembra, mientras evaluacienes
confiables a nivel de campo requieren hasta 65 dias. Ademas, las reaccio-
nes de los genotipos inoculados en el invernadero fueron semejantes en di-
ferentes evaluaciones. Se observé que en la linea susceptible ‘PC50’, los
sintomas tipicos del VMDH comenzarcn a aparecer entre los cinco a ocho
dias después de la inocuiacion (DDI). En la linea resistente ‘DOR364’ la ex-
presion de sintomas tardé hasta 10 a 12 DDI y la severidad de los sintomas
fug menor que en genotipos susceptibles. El cultivar ‘Pompadour G’ y li-
neas derivadas se ron de cruces con ‘DOR303 mostraron enanismo cuando
se inocularon con el VMDH. Lineas resistentes a VIMDH derivadas de cruces
con ‘A429' no desarrcllaron sintomas despueés de la inoculacion con mos-
cas blancas viruliferas. Este método podria facilitar la combinacidn de dife-
rentes formas de resistencia a VMDH.

ABSTRACT
A greenhouse screening technigue for bean golden mosaic virus

Dry bean (Phaseolus vulgaris L.} yield in the Caribbean and snap bean
production in southern Florida are threatened by bean golden mosaic virus
(BGMV). Effective screening techniques are needed in order to transfer
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BGMV resistance into red kidney, red mottied and snap beans. A green-
house inoculation method for BGMV using viruliferous whiteflies (Bemisia
tabaci Genn.) has been developed. The use of this inoculalion method in-
sures that bean ptants are inoculated at the same stage of development with
a uniform amount of inoculum. In the greenhouse, the reaction of bean
plants to BGMV could be determined within 30 days after planting, whereas
field evaluations require up to 65 days. In addition, the BGMV reaction of
bean genotypes inoculated in different experiments was found to be repeat-
able. In susceptible genotypes, such as PC50, typical BGMY symptoms be-
gan to appear between five to eight days after inocuiation (DAl). In the
resistant line DOR364, symptoms did not begin to appear until 10 to 12 DAI
and the severity of the symptoms was less than in susceptible genotypes.
Pompadour G and lines derived from crosses with DOR303 showed a dwari-
ing response wher inoculated with BGMV. The BGMV resistant lines derived
from crosses with A429 did not develop symptoms when inoculated with the
virdliferous whiteflies. This greenhouse inoculation technigque may facilitate
the effort to combine different forms of BGMY resistance.

Key words: Phaseolus vulgaris L., disease resistance, bean golden mosaic
virus

INTRODUCCION

El virus del mosaico dorado de la habichuela es uno de los principa-
les problemas de la produccién de habichuela (Phaseolus vulgaris L.)
en las Américas (Gdlvez y Cardenas, 1980). L.a mosca blanca (Bemisia
tabact Genn.) es el vector natural de este virus (Gamez, 1971). Iiste vi-
rus se puede transmitir mediante inoculacién artificial (Morales y
Niessen, 1988) aunque la transmisién es menos eficiente y existe la po-
sibilidad de escape de la infeccién. Morales y Niessen (1988) tuvieron
éxito inoculando hojas primarias de la cultivar Top Crop con el virus del
mosaico dorado de la habichuela. Las plantas se inocularon ocho dias
después de la emergencia frotando las mismas con un hisopo estéril e
impregnado de inéculo. El éxito de la inoculacién mecédnica requiere
condiciones ambientales especificas (Galvez y Cardenas, 1980) y no
permite la seleccién de formas de resistencia relacionadas con el vector.

Las evaluaciones a nivel de campo para mosaico dorado de la habi-
chuela han sido efectivas en Guatemala (Galvez y Morales, 1989), pero
es necesario controlar la presién de la enfermedad. Demasiada presion
de la enfermedad puede eliminar fuentes Gtiles de resistencia mientras
que muy poca puede resultar en escapes.

La inoculacién de plantas de habichuela en el invernadero, con mos-
cas blancas viruliferas, podria mejorar la eficiencia de la transmisién
del virus y al mismo tiempo asegurar que las plantas sean infectadas
en la misma etapa de desarrollo con una cantidad uniforme de indculo.
El propésito de esta investigacion fue determinar la efectividad del uso
de moscas blancas viruliferas para inocular plantas con mosaico dorado
de la habichuela bajo condiciones controladas.
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MATERIALES Y METODOS

Una colonia de moscas blancas aviruliferas se desarrollé sobre plan-
tas de soya [Glycine max (1.) Merr.] en un invernadero del Recinto
Universitario de Mayagiiez de la Universidad de Puerto Rico (RUM-
UPR). La colonia se establecié con ninfas del insecto en su 4* estadio
(etapa pupal) obtenidas de hojas trifoliadas de plantas de soya libres de
sintomas del virus en siembras en la Subestacién de Isabela. Las hojas
con las ninfas se colocaron en el invernadero para que al emerger los
adultos invadieran las plantas de soya. Las plantas de soya se reempla-
zaron cada 21 dias. A las plantas de soya més viejas se les suspendié el
riego para obligar a las moscas blancas a alimentarse y ovipositar en
las plantas nuevas. Se sembroé una planta de habichuela de la cultivar
‘Top Crop junto con la soya para detectar la presencia de mosaico do-
rado de habichuela.

La fuente inicial del virus se colecté de plantas de habichuela en lo-
tes de multiplicacién de semilla de la Estacién Experimental Agricola
de Isabela en febrero de 1991. Las plantas infectadas se transplantaron
a tiestos y se transportaron a ofro invernadero en el RUM-UPR. Las
plantas infectadas con el virus se colocaron con moscas blancas aviru-
liferas provenientes de la colonia con el propésito de adquirir el virus e
inocular plantas sanas de habichuela. Después de establecer el virus en
Top Crop, se sembraron 4 semillas en un promedio de 10 tiestos. Ocho
dias después de la siembra, las plantas se inocularon usando moscas
blancas viruliferas. Las moscas blancas utilizadas para las inocula cio-
nes se recolectaron en plantas de soya y se les dejé alimentar por 72
horas en plantas de Top Crop con sintomas tipicos de mosaico dorado,
14 dias después de su inoculacion. La jaula utilizada para la adguisién
del virus era de forma trapezoidal con una puerta de vidrio en la parte
superior para colocar los tiestos dentro de la jaula. En el frente tenfa
una abertura circular con una extensién cilindrica de tela hacia el ex-
terior, la cual sirvi6 para manipular los tiestos con las plantas e
insectos con menos peligro de escape (Diaz, 1990). Durante las prime-
ras seis horas del periodo de adquisicién del virus, la jaula se cubrié con
tela de color negro para evitar que las moscas blancas permanecieran
adheridas a la puerta de vidrio atraidas por la luz, lo que afectaria el
tiempo efectivo de alimentacion.

Una jaula construida de tubo policlorovinil (PVC) de 11 cm de dia-
metro y 18 em de largo, forrada con una tela de fibras de poliester con
poros diminutos (remay) se colocé sobre los tiestos para la inoculacién
de las plantas de habichuela (Durazo y Natwick, 1985). Se introdujeron
12 moseas viruliferas en cada jaula, por un agujero de 5 mm de didme-
tro. Las moscas se atraparon con un succionador construido con el tubo
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pldstico de un gotero de 10 cm de longitud y 0.5 em de didmetro, unido
en su parte mds ancha a una manguera plastica de 50 cm de largo y un
didmetro interior de 0.2 cm. Entre la manguera y el tubo del gotero se
coloc6 una malla de nilén de aberturas de 0.025 cm? (62 mesh) para im-
pedir el paso de la mosca blanca. Las moscas blancas se alimentaron
sobre la planta por 72 horas (Diaz, 1990). Luego se realizé una asper-
sién con acefato (Orthene) en dosis de 12 ml/L de agua para matar las
moscas blancas y se retiraron las jaulas de los tiestos. Se eliminaron las
hojas primarias de las plantas a los 15 DDI, para evitar el desarrollo de
una nueva generacién de moscas blancas. Se tomaron los datos sobre
dias de aparicién de sintomas después de inoculacién y la severidad de
los sintomas tipicos y atipicos de la enfermedad utilizando una escala
de 1 2 9, donde 1 = ausencia de sintomas y 9 = la maxima expresion de
los mismos (CIAT, 1987). Se realizé un analisis de varianza de los datos
y los promedios de los tratamientos se compararon con una prueba de
diferencia minima significativa (DMS) (P < 0.05).

Las lineas PC-50, Pompadour G y DOR364 se evaluaron en los tres
primeros experimentos para determinar si los resultados se pueden re-
petir con este método de inoculacién (Adames-Mora, 1993). Se usé un
disefio completamente aleatorio con 12 repeticiones. Las unidades ex-
perimentales fueron tiestos de 15 c¢cm de diametro en donde se
sembraron fres semillas. A los ocho dfas después de la siembra se rea-
1iz6 un entresaque, dejando una planta por tiesto.

Usando el mismo método de inoculacién en el cuarto experimento se
evalué un grupo de siete genotipos del programa de mejoramiento de
habichuela de la Universidad de Puerto Rico. Se incluyeron las lineas
DOR364 y Top Crop como testigos resistente y susceptible, respectiva-
mente. Se usé un diseno completamente aleatorizado con cuatro
repeticiones. Se realizé un andlisis de varianza de los datos y los pro-
medios de los tratamientos se compararon con una prueba de diferencia
minima significativa (P < 0.05),

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observaron diferencias significativas entre genotipos para dias
de aparicién de sintomas después de la inoculacién (DDI). El genotipo
DOR364 manifest6é sintomas poco definidos entre 10 a 12 DDI, mien-
tras los genotipos PC50 y Pompadour G mostraron sintomas tipicos
entre 5 a 8 DDI (Cuadro 1). Esto coincide con los resultados de Blair
(1992) donde los sintomas del mosaico dorado de DOR364 en el campo
tardaron mas en aparecer que en la cultivar susceptible Catrachita. En
el segundo experimento DOR364 mostré menos severidad de sintomas
tipicos a los 12 DDI, que Pompadour G y PC50 (Cuadro 2). En el tercer
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CUADRO 1 —Aparicion de sintomas del virus del mosaico doradoe de habichuela en tres

genolipos de habichuela en el tnvernadero.

Promedios de dias a la aparicién de sintomas tipicos después de
Ja inoculacion

Genotipo Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
PC-50 7.3 7.6 5.1
Pompadour G 7.1 7.3 6.0
DOR 364 12.0 9.6 10.3
D.M.S. (0.05) 2.4 1.8 1.4

experimento la severidad de sintomas de DOR364 fue menor que Pom-
padour G y PC50 a los 10 DDI. Sin embargo, la severidad de sintomas
entre los tres genotipos no fue diferente a los 16 DDI (Cuadro 2).
DOR364 tuvo una reacciéon intermedia tipica pero significativamente
menor que Top Crop en evaluaciones realizadas a los 20 DDI (Cuadro
3). En el campo, en Puerto Rico y la Reptublica Dominicana, la resisten-
cia de DOR364 al VMDH se ha mantenido, mientras PC50 se considera
una variedad susceptible. Orozco (1989) observé en el campo, en Gua-
temala, que DOR364 tuvo una reaccién entre 3 y 4 en una escala de 1

CUADRO 2.—Promedio de severidad de sintomas causados por el virus del mosaico

dorado en tres genotipos de habichuela en el invernadero.

Experimento DDI Genotipo Mosaico tipico®* Enanismo
2 12 PC-50 7.5
Pompadour G 59
DOR364 4.2
D.M.S. (0.05) 1.1
3 10 PC-50 6.5 1.5
Pompadour G 6.0 3.2
DOR364 2.8 1.0
D.M.S. (0.05) 0.8 1.8
16 PC-50 8.6 1.9
Pompadour G 7.0 3.7
DOR364 7.3 1.0
D.M.S. (0.05) 0.8 0.9

'Dias después de inoculacion.

Escala de 1 a 9 donde 1 = ausencia de sintomas y 9 = médxima severidad de los mis-

mos.
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CUADRO 3.—Sintomas tipicos v enanismo causado por el virus del mosaico dorado de
habichuela en lineas derivadas de eruces con A42% y DOR3G3.

Genotipo Pedigri Mosaico tipico! Enanismo
9302-1 A429Triuvmph 1.0 1.0
-11 A429/Triumph 1.6 1.0
9305-697 DOR483/A429 1.0 1.0
-398 DOR483/A429 1.0 1.0
9236-20 T446/A429 2.0 1.0
9338-224 DOR303/RAB205 2.5 7.0
9338-99 DOR303/T968-1 3.2 5.4
DOR364 6.2 1.0
Top Crop 9.0 4.0
D.M.S. (0.05) 1.9 17

'Se realizaron las evaluaciones 20 dias después de la inoculacién usando una escala
de 1 a9, donde 1 = ausencia de los sintomas y 9 = maxima severidad de los mismos.

a 9. La demora en la expresiéon de sintomas de DOR364 podria ayudar
a reducir la tasa de incremento del VMDH en el campo.

Los genotipos Pompadour G y PC50 no difieren en los dias de apari-
cion de sintomas en los tres experimentos (Cuadro 1). La severidad de
sintomas de Pompadour G fue menor que PC50 en el experimento 2 y
similar a PC50 en el experimento 3 (Cuadro 2). Por lo general, en la Re-
publica Daominicana no se han observado sintomas tipicos del VMDH
en siembras de Pompadour G, ‘Pompadour J’ y ‘Pompadour Jorgillo’. La
expresién de enanismo de Pompadour G fue mayor que PC50 y DOR364
(Cuadro 2). Se han observado plantas enanas en siembras de Pompa-
dour G en Puerto Rico y la Republica Dominicana cuande hay aita
presién del VMDH. Blair et al. (1993) observaron que otro genotipo re-
sistente de origen Andino, DOR303, también produjo plantas enanas
cuando éstas se inoculadaron con el VMDH en las primeras semanas
después de la emergencia. Morales y Niessen (1988) también reporta-
ron que DOR303 mostré sintomas de enanismo y malformaciones a
nivel de campo e invernadero.

Dos lineas derivadas de cruces con DORS303 seleccionadas en el
campo para resistencia al VMDH, también mostraron sintomas de
enanismo cuando fueron inoculadas con moscas blaneas viruliferas en
el invernadero (Cuadro 3). La expresién de sintomas tipicos en estas li-
neas fue menos severa que en Top Crop y DOR364, a los 20 DDL.

Cinco lineas derivadas de cruces con A429 que se seleccionadaron
en el campo para resistencia al VMDH no mostraron sintomas tipicos o
enanismo, a los 10 y 20 DDI, cuando se inocularon con moscas blancas
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viruliferas en el invernadero (Cuadro 3). Blair y Beaver (1993) reporta-
ron que la resistencia de A429 es controlada por un gen recesivo. El alto
nivel de resistencia de A429 y su herencia sencilla, permitiria el uso de
retrocruces para transferir la resistencia a otros genotipos. La inocula-
cién en el invernadero con moscas blancas viruliferas es la forma mas
rapida y sencilla para llevar a cabo las evaluaciones para resistencia al
VMDH.

El invernadero es un ambiente confiable para realizar evaluaciones
para reaccion a VMDH debido a que se puede controlar €l periodo de
siembra, el método de inoculacién, la cantidad de moscas viruliferas
por planta y se puede observar con més precision la fecha cuando apa-
recen los sintomas. En el campo no se puede controlar la fecha de
inoculacién y la cantidad de moscas blancas viruliferas presente podria
variar entre las plantas. Ademas, el tiempo necesario para realizar eva-
Juaciones para el VMDH en el invernadero es menor que el que
requieren las evaluaciones en el campo. Las evaluaciones en el inver-
nadero requieren 30 dias o menos, mientras Blair (1992) encontré que
las evaluaciones mds confiables en el campo fueron aquellas realizadas
60 dias después de la siembra.

A través de las evaluaciones en el invernadero se 1dent1ﬁcar0n cua-
tro tipos de reacciones al VMDH. Lineas susceptibles como PC50 y Top
Crop mostraron sintomas tipicos, mientras lineas resistentes deriva-
das de cruces con A429 no mostraron sintomas cuando se inoculadaron
con moscas blancas viruliferas. Al compararla con genotipos suscepti-
bles, la expresion de sintomas de DOR364 tomé de 8 a 10 dias mas. Los
genotipos resistentes de origen andine DOR303 y Pompadour G mos-
traron enanismo cuando se expusieron al VMDH. Morales y Niessen
(1988) notaron diferencias entre genctipos en la reaccién al VMDH. La
existencia de diferentes reacciones y posiblemente diferentes mecanis-
mos de resistencia al VMDH podria permitir la combinacién de
diferentes formas de resistencia. Las evaluaciones en el invernadero
proveerian un método para distinguir los diferentes tipos de reacciones
al VMDH.
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