Caracterizacion de la pubescencia acicular en
las hojas de genotipos de habichuela’

Fernando Oviedo,® James S. Beaver® y James R. Steadmant
RESUMEN

Se estableciéd una escala para estimar la densidad de pubescencia
acicular en el envés de las hojas de la habichuela (Phaseolus vuigaris L.).
Lo escala varia de 1 a 9; el grado 1 equivale o hojas glabras y el 9 o hojas
ton alia densidad de pubescencia acicular, Se sembraron 14 genotipos de
habichuela en un invernadero para determinar la relacién entre el grado
de densidad de pubescencia acicular y tricomas unciformes en la hoja
cotiledonar y en las primeras cuatro hojas trifoliadas. Se hizo una lectura
visual y un conteo de densidad de pubescencia acicular y de fricomas
unciformes en un microscopio de diseccién con una magnificacion de 10 y
70%, respectivamente. Se encontrd que la pubescencia acicular varié en
tamuaifio y densidad dependiendo del genotipo y la posicién de la hojo en
la misma planta. La lectura visual y el conteo de densidad de pubescencia
acicular al microscopio fueron similares, En la hoja cotiledonar y en la
primera trifoliada casi fodas los genotipos carecian de pubescencia acicu-
lar. Se abservé que la densidad de pubescencia acicular aumenté o partie
de la segunda hoja trifolinda hasta la cuarta hoja, siende esta Gltima
donde se encontrd la mayor densidad. Ademas, ¢l grado de densidad de
pubescencia acicular fue mayor cuando la hoja estaba menes expandida.

Se clasificaron los genotipos de habichuela Pompadour-E, represen-
tativo del grado 1 en la escala propuesta, José Beta en el grade 3, Pom-
padour-X en el grado 5 y Pompadour-XB en el grado 7. La escala se debe
usar cuando el envés de la cuarta hoja trifoliada esta completamente
expandida, aproximadamente 30 dias después de la siembra.

Treinta y tres genotipos de habichuela de color rojo moteado se sembra-
ron en Isabela y Juana Diaz, Puerto Rico y en El Zamorano, Henduras, para
determinar la similitud de lecturas de densidad de pubescencia acicular
en ires ambientes distintos. Las correlaciones encontradas fueron positivas
y altamente significativas {r > 0.85), lo que indica que esta escala para
la densidad de la pubescencia acicular se podria usor en diferentes am-
bientes, Las lecturas también fueron similares {r > 0.95) tuandoe laos toma-
ron distintas personas.

En el conteo de densidad de tricomas unciformes ocurrid lo contrario de
la pubescencia acicular. En la hoju cotiledonar y las primera y segunda
trifoliadas, se encontraron las mayores densidades. En las tercera y cuarta
hojas, los tricomas unciformes desaparacen en los genotipos que tienen
una alta densidad de pubescencia acicular.
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ABSTRACT
Pubescence on the lower surfuce of bean leaves

A visual scale was established for evaluating the density of acicular
pubescence on the lower surface of bean {Phaseolus vulgaris L.) leaves.
The scale ranged from 1 to 9, where 1 = glabrous leaves and 9 = leaves
having a high density of acicular pubescence. Thirty-three genotypes of
red mottied beans were planted in Puerto Rico and Honduras to determine
the correlation of leaf pubescence readings taken in different environ-
ments. The correlations of readings between environments were positive
and highly significont (¢+>0.85), indicating that the expression of the den-
sity of acicular pubescence on the lower surface of beon leaves is not
greatly affected by environment. The pubescence density readings were
also found to be consistent (r>0.95) when taken by different individuals.
Experiments were conducted in a greenhouse ta determine the density of
acicular pubescence and unciform trichomes on the unifoliolate leaf and
the first four trifoliates of 14 bean genotypes. leaves af each node were
given a visual rating with the scuale of 1 to 9. The densities of acicular
pubescence and unciform trichomes were alsa estimated with a microscope
at 10 X and 70 X, respectively. Visual ratings provided a reliable estimate
of the density of acicular pubescence. The density of acicular pubescence
on the lower surfuce of the leaves varied among genotypes and among
leaves from different nodes. The unifoliate leaf and the first trifoliate leaf
generally had very few or no acicular pubescence. Moreover, the density
of acicular pubescence was observed to be greater when leaves were not
fully expanded. The most reliable visual readings for estimating the den-
sity of acicular pubescence were obtained approximately 30 days after
planting on fully expunded leaves from the fourth trifoliates. Genotypes
which represent 1, 3, 5 and 7 on the visual scale for density of acicular
pubescence on the lower surface of bean leaves were identified. There was
an inverse relationship between the density of acicular pubescence and
unciform trichomes. The greatest densities of unciform trichomes were
found on the unifoliolate leaves and the first two trifoliates. The density
of unciform trichomes was lowest on the third and fourth trifoliates of
those genotypes having a high density of acicular pubescence.

INTRODUCCION

Entre las enfermedades que afectan el cultivo de habichuela
(Phaseolus vulgaris L.) se considera la roya (Uromyces appendiculatus)
como una de las mas importantes. (1, 2, 5). Se ha informado que la roya
puede causar una disminuciéon en el peso seco de la planta de habichuela
de entre 40 4 50% y en el rendimiento de la semilla entre 18 y 100% (5).

La presencia de pubesceneia acieular en las hojas de la planta de
habichuela se ha considerado un mecanismo de protececion que afecta el
desarrollo del hongo que causa la roya. Los genotipos con una alta den-
sidad de pubescencia acicular en las hojas tienden a desarrollar menos
infeccién de roya que los genotipos glabros. (6, 7). Algunos genotipos de
la Repuplica Dominicana, tienen una alta densidad de pubescencia acicu-
lar en el envés de las hojas y son tolerantes a la roya. En eambio, otras
lineas con poca pubescencia acicular son susceptibles a las razas de roya
predominantes en la Republica Dominicana y en Puerto Rico.
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La resistencia especifica a la roya funciona solamente para ciertas
razas de roya. Por tanto, los genotipos de habichuela con resistencia
especifica pueden ser vulnerables a las nuevas razas de roya que puedan
aparecer (7). Schwartz y Gélvez (5) sugirieron que se debe intensificar
la investigacién para desarrollar formas de resistencia no especifica a las
razas que permitan suplementar o reemplazar las fuentes de resistencia
especifica que haya actualmente.

Al presente no hay un método adecuado para evaluar la pubescencia
acicular en 1a habichuela. Es necesario desarrollar una escala que permita
estimar la densidad de la pubescencia acicular presente en el envés de la
hoja. Se ha informado que los tricomas unciformes en las hojas de la
habichuela la protegen contra los dafios causados por el saltahojas Em-
poasca fabae (4). Por lo tanto, también es necesario estudiar la relacién
entre la densidad de la pubescencia acicular y la de tricomas unciformes
en la hoja. Los objetivos de esta investigacién fueron 1) desarrollar una
escala paras estimar la densidad de la pubescencia acicular; 2) determinar
la estabilidad de expresion de la caracteristica de la densidad de pubes-
cencia acicular en ambientes diferentes y 3) estudiar la relacién entre
pubescencia acicular y tricomas unciformes en las hojas.

MATERIALES Y METODOS

Se estableci6 una escala de 1 a 9 para determinar el grado de densidad
de la pubescencia acicular. En esta escala el grado 1 se usa para determi-
nar hojas glabras y 9 para pubescencia acicular densa. Usando esta escala
visual, la variedad PC-50 tuvo una densidad de pubescencia acicular entre
6 y 7. La coleccién Pompadour, constituida por 28 genotipos de habichuela
seleccionados en la Reptblica Dominicana, muestra una amplia varia-
bilidad de densidad de pubescencia acicular en las hojas. Se evalud la
pubescencia de este germoplasma y de otras lineas del programa de
mejoramiento de la habichuela de la Universidad de Puerto Rico (UPR)
usando la escala visual preliminar de 1 a 9 para evaluar la cuarta hoja
trifoliada aproximadamente 30 dias después de la siembra. Estos
genotipos se sembraron en 1987 en las Subestaciones Experimentales de
Isabela y Fortuna, Puerto Rico y en la Escuela Agricola Panamericana
(EAP), El Zamorano, Honduras para determinar el efecto de diferentes
ambientes en la expresién de la pubescencia. Se utilizé un disefo de
bloques completos aleatorizados con dos repeticiones. Se sembraron 33
genotipos en sureos de 2 m. de longitud con una distancia de siembra de
0.60 entre surcos y 0.10 m. entre plantas. Se hicieron anlisis de correla-
cién para determinar el grado de similitud entre las lecturas de ambientes
diferentes.

Para caracterizar la variabilidad y cuantificar la densidad de pubes-
cencia acicular en la hoja de la planta de habichuela se sembraron 14
genotipos de la coleccion Pompadour y el programa de mejoramiento de
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la UPR. Estos genotipos se sembraron en el invernadero en dos épocas
diferentes: el 29 de mayo y el 20 de octubre 1988. El cuadro 1 presenta
ung breve descripeidn de las earacteristicas agronémicas de los genotipos
que se usaron en este experimento,

Los genotipos se sembraron en tiestos de 15 em. de didmetro con
capacidad para 2 kg. de suelo. Para el experimento se usé un disefio
completamente al azar en un factorial con dos repeticiones y dos semillas
por tiesto. Se consideré cada tiesto como una unidad experimental. Los
dos factores analizados fueron 14 genotipos y hojas de los primeros 5
nudos del tallo principal de la planta. Se usé una hoja cotiledonar y el
foliolo central de eada trifolio para obtener la muestra.

Se tomo una lectura visual en cada una de las hojas estudiadas, a base
de una escala preliminar de 1 a 9 cuando las hojas habian aleanzado su
desarrollo mdximo. Para el conteo de la densidad de pubescencis acicular
por centimetro cuadrado se observaron las primeras 5 hojas de cada
planta y se tomaron dos muestras de cada hoja de 0.28 ecm. de didmetro,
cuando las hojas aleanzaron su desarrollo maximo. Se usé un recipiente
con hielo para mantener las hojas targidas y un perforador de 0.6 cm. de
didmetro para obtener las dos muestras, una a cada lado de la vena
principal. Para el conteo de la pubescencia acicular se usé un microscopio
de diseccion con una magnificacién de 10 x. Se hicieron observaciones en
la parte abaxial de la hoja.

CuADRO 1.—Caracterislicas agronomicas de los genotipos wutilizados pare establecer la
escala de pubescencia acicular

Habito de Color del Tamafo del

Genotipo erecimiento’ grano grang? Fuente
PC-50 I Rojo moteado Mediano Rep. Dom
José Beta [ E ” Grande ! !
Pompadour-@ 1 ” Y Mediano " "
8851-24 [ Rojoclaro Grande P. Rico
8853-30 I Rojo moteado Mediano % F
Pompadour checa I "’ " ’ Rep. Dom
Pompadour-E I E " " " “
Pompadour-X II " * o ' u
Pompadour-AE IT " " . " ‘
Pompadour-G 11 i # " “ !
Pompadour-XB II " " “ " 8
Chichara I1 " " Pequeiio " !
8851-17 I Marrén moteado Grande P. Rico
8861-7 11 . . " oo

\[ = determinado y Il = indeterminado.
< de 0.25 g = pequenio; 0.25-0.40 g = mediano y
> de 0.40 g = grande.
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Para el conteo de los tricomas unciformes, se midié una porcién de 4
em. en el centro de la hoja (2 em. a cada lado de la vena principal), se
doblaron y se contaron los tricomas unciformes comprendidos en una
drea de 0.4 em.?usando una magnificacién de 70x; este conteo se hizo
en la parte abaxial de la hoja. Los datos recopilados se analizaron con un
andlisis de varianza. Los promedios de los tratamientos se compararon a
base de la prueba de diferencia minima significativa (DMS) al nivel de
alfa = 0.01. Mediante el establecimiento de la escala se identificé un
genotipo representativo de los grados de densidad de pubescencia acicu-
lar 1, 3, 5 y 7 en una escala visual de 1 a 9.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados preliminares de Honduras con 20 genotipos de
habichuela roja moteada indicaron que habia una relacion inversa entre
la densidad de la pubescencia acicular en el envés de la hoja y la incidencia
de roya (cuadro 2). Los genotipos con lecturas mayores de 5, a base de
la escala de 1 a 9, no presentaron los sintomas de la roya. Sin embargo,
los genotipos Chichara, Pompadour-E y Pompadour-U sin pubescencia
acicular en las hojas tuvieron una incidencia de roya de un 17.5, 225 y
45%, respectivamente. Shaik (6), observé que variedades de habichuela
de Jamaica con resistencia no especifica 2 la roya tienen una alta densidad
de pubescencia acicular en el envés de las hojas trifoliadas.

También se encontrd que los conteos de densidad de la pubescencia
acicular de la hoja de la habichuela no variaron mucho de persona a
persona segun lo sefala la tabulacion siguiente:

Localidad Carrelacion
TFortuna, Puerto Rico 0,754
EAP, Honduras 0.96%%

Tampoco hubo variacién de un ambiente 2 otro. En todos los casos las
correlaciones entre una localidad especifica y el promedio de las lecturas
tomadas en varias localidades fueron altamente significativas, lo que in-
dica similitud en las lecturas:

Localidad especifica Fecha de siembra Correlacién
Isabels, P.R. Marzo/d7 0.93%%a
Isabela, P.R. Junio/87 0.86%%
Fortuna, P.R. Diciembre/87 0,984+
Honduras Octubre/87 0.08%%

La pubescencia acicular varié en tamano y densidad dependiendo del
genotipo y la posicién de la hoja en la planta. La hoja de la planta de
habichuela normalmente se debe observar por la parte abaxial, porque
la densidad de la pubescencia acicular es mayor. Steadman y Shaik, (6,7),

sSignificativo al nivel alfa = 0.01.
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CUADRO 2.—Lecturas de densidad de pubescencia aciculor e incidencia de roya de 20
genotipos de habichuela, El Zamorano, Honduras, 1988

Leetura de densidad

Genotipo de pubescencia’! Roya?
PC83-06 6.0 0.0
Pompadour-1 5.5 0.0
PC83-217 5.5 0.0
Pompadour-X 5.0 0.0
PC83-30 5.0 0.0
Pompadour-fi 5.0 0.0
Pompadour-AE 5.0 0.0
PCB4-1 5.0 0.0
PC83-04 5.0 0.0
Pompadour-F 5.0 0.0
PC83-101 5.0 0.0
PC85-1 5.0 0.0
Indiana Roja 4.5 1.5
Pompadour-XB 4.5 1.5
Pompadour-P 4.5 1.5
Pompadour-H 4.5 L5
Pompadour-Q 25 5.0
Chichara 1.0 17.56
Pompadour-E 1.0 22.5
Pompadour-U 1.0 45.0

‘Escala del 1 al 9, donde 1 = hojas glabras y 9 = hojas con alta densidad de pubescencia
aeicular,
*Porciento de la superficte foliar afectada por roya.

senalaron que la pubescencia acicular en la parte abaxial es de menor
importancia porque ese lado tiene de 10 a 20 veces menos densidad es-
tomatal que en la superficie abaxial y hay menos probabilidad de que el
hongo penetre a través de los estomas. Algunos genotipos pueden presen-
tar pubescencia acicular en la parte abaxial, en la parte abaxial y en el
borde de la hoja. Fue muy comun encontrar una mezcla de pubescencia
acicular y tricomas unciformes en la parte abaxial de la hoja cuando la
pubescencia acicular era escasa en la parte abaxial.

Debido a que no se sabia edmo variaria la densidad de la pubescencia
acicular en el haz de la planta de habichuela, fue necesario estudiar las
primeras cuatro hojas trifoliadas de varios genotipos hasta la floracion;
es decir, durante el periodo cuando el potencial de dafo por la roya es
mayor. Schwartz y Galvez (5), senalaron que la incidencia de infeccién
por la roya es mayor durante los perjodos criticos de prefloracién y flora-
cion. Los genotipos estudiados difieren grandemente en la densidad de
pubescencia acicular de la hoja. Para los genotipos de hdbito de cre-
cimiento determinado, se hicieron lecturas visuales desde la hoja cotiledo-
nar hasta la cuarta hoja trifoliada. Esta dltima presenté mayor densidad
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de pubescencia acicular, debido posiblemente, a que estaba menos expan-
dida que las demas y por tanto hubo una concentracién mayor de pubes-
cencia acicular. Aunque los genotipos de habitos de crecimiento indeter-
minado continuaron echando hojas, éstas eran menos expandidas y, por
lo tanto la coneentracién de pubescencia acicular era mayor.

La hoja cotiledonar y la primera trifoliada de todos los genotipos
tuvieron el grado 1; es decir, sin pubescencia acicular con excepcion de
lag PC-50 y 8853-30, las cuales presentaron una lectura de 2 en la primera
hoja trifoliada (cuadro 3). A partir de la segunda hoja trifoliada para los
genotipos que tuvieron una mayor densidad de pubescencia acicular, se
observd un incremento en la densidad de pubescencia acicular hasta la
cuarta hoja trifoliada, la cual presenté el grado mds alto. Segun la lectura
media de las segunda, tercera y cuarta hojas trifoliadas, los genotipos
PC-50, Pompadour-XB, 8851-7 y 8853-30 presentaron los grados mads
altos de pubescencia acicular (cuadro 3). Por el contrario, la variedad
Pompadour-@ tuvo el grado mas bajo, seguida de Pompadour-E y
Chichara, que carecieron de pubescencia acicular en todas sus hojas. El
rango de la pubescencia de las hojas entre los genotipos varié de 1.0 a
6.0 (cuadro 3). Los resultados de esta investigacién estan de acuerdo con

CuUADRO 3.—Promedios de lecturas wvisuales, densidades de pubescencia acicular y
tricomas unciformes en lo hojo cotiledonal y las primeras cuatro trifoliodes de 14
genotipos de habichuela

Lecturas visuales’ Densidades®
Hoja Prim. QOtras Pubescencia Tricomas
Genotipe cot. trifol. trifol.? acicular! unciflormes®
PC-50 1.0 2.0 6.0 697.9 154.2
Pompadour-XB 1.0 1.0 5.9 712.0 162.5
8853-30 1.0 2.0 5.9 732.0 161.1
8851-7 1.0 1.0 5.6 712.9 200.1
Pompadour-AE 1.0 1.0 5.5 626.5 179.3
Pompadour-G L0 1.0 5.0 495.3 193.1
Pompadour checa 1.0 1.0 4.9 541.0 209.8
Pompadour-X 1.0 1.0 4.5 521.0 195.3
8851-34 1.0 1.0 2.1 69.4 552.0
Jusé Beta 1.0 1.0 2.1 34.2 288.9
Pompadour-G 1.0 1.0 i.4 20.2 561.6
Pompadour-It 1.0 1.0 1.0 0.0 378.4
Chichara 1.0 1.0 1.0 0.0 382.6

‘Escalade 1 a9, donde 1 = hojas glabras y 9 = pubescencia densa.

Promedio de la segunda, tercera y cuarta hojas trifoliadas. DMS (0.01) = 58.8 pura
comparar promedios de genotipos en el conteo de pubescencia acicular y DMS (0.01) = 35.1
para comparar los promedios de las hojas.

aNumero de pubescencia acicular y tricomas unciformes/em.?

‘Promedios de la segunda, tercera y cuarta hojas trifoliadas.

sPromedios de las cinco hojas en el estudio.
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los encontrados por Shaik y Steadman (7) y Johnson (38), quienes sefiala-
ron que la pubesecencia acicular variaba con respecto a la posicion de la
hoja. En el analisis de varianza no hubo diferencias significativas entre
experimentos indicando similitud en las lecturas visuales de densidad de
pubescencia acicular realizadas en ambas fechas de siembra. La interac-
cion entre genotipo y hoja fue altamente significativa, lo que indica que
las diferencias en densidad de pubesecencia acicular entre los genotipos
variaron dependiendo de la hoja estudiada. El contec de pubescencia
acicular/em.?, resulté que todos los genolipos carecian de pubescencia
acicular en la hoja cotiledonal, asi como también en la primera hoja
trifoliada, excepto en los genotipos 8853-30 y PC-50 que tuvieron lecturas
de densidad de pubescencia acicular de 104/em.? y 102/em.?, respec-
tivamente en la primera hoja trifoliada (cuadro 3). Los datos mostraron
que la densidad de pubescencia acicular aumentd escalonadomente desde
la segunda hoja trifoliada hasta la cuarta. La cuarta hoja fue la que
present¢ la densidad de pubescencia acicular mds alta para la mayoria de
los genotipos. Los promedios en densidad de pubescencia acicular de las
segunda, tercera y cuarta hojas trifoliadas indicaron que los genotipos
8853-30, 8851-7, Pompadour-XB y PC-50 presentaron las densidades mds
altas de pubescencia acicular, muy similar a la lectura visual (cuadro 3).
Igualmente, los genotipos con lecturas visuales mas bajas tuvieron bajas
densidades de pubescencia acicular o no tuvieron pubescencia en ninguna
de sus hojas. Al comparar los resultados de la lectura visual y el eonteo
de pubescencia acicular se puede decir que hubo una similitud muy alta
(r = 0.99).

En el estado prematuro de las hojas trifohadas de la planta de
habichuela hubo una alta densidad de pubescencia acicular debido a que
ésta estd concentrada y tiende a espaciarse en la misma proporcién en
que la hoja se expande. Shaik y Steadman (7) senalaron que estas hojas
parcialmente expandidas podrian poseer una mayor proteccion contra la
roya por la alta densidad de pubescencia acicular presente.

Se clasificaron los genotipos de habichuela Pompadour-E, represen-
tativo del grado 1 en la escala propuesta; José Beta en el grado 8, Pom-
padour-X en el grado 5 y Pompadour-XB en el grado 7 (cuadro 4). Esta
escala deberia ser 1til para los investigadores interesados en evaluar ¢
estudiar la densidad de pubescencia acicular en las hojas de la planta de
habichuela. Aunque los genotipos 8851-34, Pompadour-Q, Chichara y
Pompadour-E ecarecieron de pubescencia acicular, tuvieron las den-
nsidades mas altas de tricomas unciformes (cuadro 3). Sin embargo, los
genotipos con alta densidad de pubescencia acicular, como Pompadour-
XB, 8851-17 y PC-50, presentaron las densidades de tricomas unciformes
mds bajos. A partir de la primera hoja trifoliada y hasta la cuarta hoja
hay un descenso en la densidad de tricomas unciformes y un incremento
en la densidad de pubescencia acicular (cuadro 3).
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CuADRO 4.—Escala viswal de densidad de pubescencia acicular propuesta y los genolipos

represeniativos

Numero aproximado Genotipo
Grado de pubescencia/em? representative
1 0 Pompadour-E
2 1-100
3 101-250 José Beta
4 251-400
5 401-550 Pompadour-X
6 551-700
7 701-850 Pompadour-XB
8 851-1000
) >1000

Se pudo observar que en la hoja cotiledonar y en la primera hoja
trifoliada todos los genotipos sdlo presentaron tricomas unciformes; en la
segunda hoja trifoliada hubo una mezcla de pubescencia acicular y de
tricomas. Estas observaciones estin de acuerdo con lo informado por
Shaik y Steadman (7). Para los genotipos altamente pubescentes, los
tricomas unciformes desaparacen por completo en la tercera y cuarta
hoja trifoliada. Segin el andlisis de varianza no hubo diferencia sig-
nificativa entre los experimentos, indicando que las lecturas de densidad
de tricomas unciformes fueron similares en ambas épocas de siembra. Sin
embargo, las diferencias en lectura de tricomas unciformes entre Jos
genotipos variaron segun la posicién de la hoja. Estas diferencias se atri-
buyen a que la densidad de los tricomas unciformes de algunos genotipos
disminuyé marcadamente en las tercera y cuarta hojas, mientras que la
densidad de tricomas unciformes de otros genotipos se mantuvo alta en
todas las hojas.
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