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MOLECULARES EN EL LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA DEL ICTA, GUATEMALA,
C.A.

IDENTIFICATION OF GENOTYPES OF BEAN (Phaseolus vulgaris L.) CARRYING
MARKERS LINKED TO RESISTANT ANGULAR SPOT (ALS), BEAN COMMON MOSAIC
VIRUS (BCMV) AND BEAN GOLDEN MOSAIC VIRUS (BGYMV) BY MOLECULAR
MARKER-ASSISTED SELECTION (SAM) AT THE BIOTECHNOLOGY LABORATORY OF
ICTA, GUATEMALA, C.A.

RESUMEN

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los granos de gran demanda para la nutricién
humana, ademas de ser un producto agricola de gran importancia para los pequefios
agricultores en Guatemala. Este cultivo es afectado; entre otras, por la mancha angular de
la hoja (Pseudocercospora griseola), virus del mosaico comun del frijol (BCMV) vy virus del
mosaico dorado del frijol (BGYMV). Estas enfermedades ocasionan pérdidas significativas
en el rendimiento y provocan la disminucion de la calidad del grano.

La mancha angular de la hoja es una de las principales enfermedades del frijol en las
regiones tropicales y subtropicales, causada por el hongo P. griseola (Sacc.) Ferraris.; el
virus del mosaico comun del frijol (BCMV) es una de las enfermedades mas importantes
transmitida por afidos y semillas; y el virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) es
transmitido por la mosca blanca (Bemisia tabaci).

El objetivo de este estudio fue identificar genotipos que porten los marcadores asociado a
los genes que confieren resistencia a la mancha angular de la hoja (ALS), virus del mosaico
comun del frijol (BCMV) y virus del mosaico dorado del frijol (BGMYV) mediante el uso de
la seleccion asistida por marcadores (SAM) moleculares en lineas de frijol, con los
marcadores SCAR (Regién amplificada de secuencia caracterizada por sus siglas en inglés)
asociados a los genes Pgh-1y Pgh-2 para ALS, | y bc-3 para BCMV, y bgm-1 y QTLmayor
para BGYMV.

El estudio incluyé 80 genotipos F3 de frijoles volubles, de las cuales 37 lineas mostraron
presencia del marcador molecular SNO2 del gen dominante phg-2 que confiere resistencia
a la mancha angular de la hoja; 17 lineas presentaron el marcador SH13 del gen dominante
Pgh-1 que confiere resistencia a esta enfermedad; y 16 lineas de frijol presentaron los dos
genes que confieren resistencia a dicha enfermedad.
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Con el objetivo de evaluar la presencia de marcadores asociados a los genes que confieren
resistencia al virus del mosaico comun del frijol (BCMV), se utilizaron 2 genotipos de frijol,
una linea avanzada NSMC17524-12 y la linea testigo que fue el ICTA Ligero, donde la linea
NSMC17524-12 dio positiva para el gen |, pero negativa para el gen bc-3 que confieren
resistencia a dicha enfermedad. Mientras, ICTA Ligero confiere resistencia a ambos genes,
I'y bc-3, esto fue debido a que la variedad presenta resistencia a la enfermedad.

Se evaluaron 95 lineas F2 de la poblacion ICTA Ligero x Rojo papa e ICTA Ligero x Rojo
seda para seleccionar los genotipos que portan los marcadores asociados a los genes bgm-
1y QTLmayor que confieren la resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV). Se
identificaron con el marcador SCAR SR2, 11 lineas portadoras del gen bgm-1 y con el
marcador STARP, se determinoé que 40 lineas confieren resistencia al gen bgm-1. Ademas,
con el marcador SW12 nos permitié identificar 80 genotipos portadores del QTLmayor (Mapeo
de loci de caracteres cuantitativos por sus siglas en inglés) que confieren la resistencia al
BGYMV.



1. INTRODUCCION

El frijol comun (P. vulgaris) es de origen mesoamericano y se encuentra dentro del grupo
de las leguminosas méas importante en América Latina, debido a su alta produccién de
pequefios productores. El frijol contiene un alto contenido de proteinas (18 % - 25 %), fibra
(18 %), grasa (1.70 %), carbohidratos (61.40 %), vitaminas y minerales (CIAT, 1991;
Bennink, 2005) que incorpora a la dieta alimenticia de la poblacion. Ademas, el cultivo de
frijol ocupa el tercer lugar en superficie sembrada superando Unicamente por la soya
(Glycine max (L.) Merr.) y el mani (Arachis hypogea L.). (Singh 1996)

Guatemala es el principal productor de frijol en Centroamérica, siendo el segundo grano
basico mas importante para los guatemaltecos, por ser un producto que forma parte en la
seguridad alimentaria y nutricional en la poblacion. Ademas, este cultivo ocupa una
superficie del area potencial de uso agricolas de 25.50 % (AKIANTO, 2012). De acuerdo
con datos de la Comisidon Econdmica para América Latina y el Caribe (CEPAL, 2011), el
promedio de consumo de frijol por habitante en Guatemala es de 7.20 kg/persona/afio.

En Guatemala la produccion de frijol es afectada por diferentes enfermedades, entre ellos
la mancha angular de la hoja (P. griseola), virus del mosaico comun del frijol (BCMV) y virus
del mosaico dorado del frijol (BGYMV), que provocan una pérdida total en el rendimiento. El
mejoramiento genético es una herramienta que permite el desarrollo de variedades con
resistencia genética a estas enfermedades.

La presente investigacion se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia del Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricolas -ICTA- durante el periodo de tres meses, ademas esta
investigacion forma parte del Ejercicio Profesional Supervisado —EPS-, el cual es requisito
previo para optar el grado de Ingeniero Agronomo en Sistemas de Produccién Agricola, de
la Facultad de Agronomia, de la Universidad De San Carlos de Guatemala.

El objetivo de este estudio fue identificar genotipos que porten los marcadores asociados a
los genes que confieren resistencia a la mancha angular de la hoja (ALS), virus del mosaico
comun del frijol (BCMV) y virus del mosaico dorado del frijol (BGMYV) mediante el uso de
la seleccién asistida por marcadores (SAM) moleculares en lineas de frijol.

Para la seleccion de lineas de frijol resistentes a estas enfermedades se utilizaron
marcadores moleculares tipo SCAR. Para la mancha angular de la hoja se utilizé el SCAR
SH13 para el gen Pgh-1 y el SCAR SNO2 para el gen Pgh-2. Para el virus del mosaico
comun del frijol se utilizaron el SCAR SW13 para el gen |y el SCAR ROC11 para el gen bc-
3. Para el virus del mosaico dorado del frijol se utiliz6 el SR2 y STARP para el gen bgm-1y
el SCAR SW12 para el QTLmayor.



Ademas, la presencia o ausencia de los genes de resistencia a la mancha angular de la hoja
(ALS), virus del mosaico comun del frijol (BCMV) y virus del mosaico dorado del frijol
(BGMYV) se determinaron mediante las etapas de extraccion, cuantificacion, dilucion,
amplificacion, separacion y visualizacién del ADN.



2. MARCO TEORICO

2.1. Marco conceptual

2.1.1. Origen del frijol (Phaseolus vulgaris L.)

El centro de origen del frijol comun es el continente americano, basandose en importantes
descubrimientos arqueoldgicos tanto en México y Centro América como en América del sur,
se registroO que este cultivo era conocido aproximadamente 5,000 afios antes de la era
cristiana (Debouck & Hidalgo, 1984).

Ademas, el frijol es uno de los cultivos mas antiguos del nuevo mundo, en términos de
métodos de cultivo, usos, adaptacion, y variabilidad morfologica. (Broughton et al., 2003)

Hay evidencias que sefialan que en toda Mesoamérica se sembraban los cultivos de frijol,
maiz y calabaza, demostrando un rango de antigiedad de 300 afios a 10,000 afios (Voysest,
1983). Ademas, se cree que la distribucion del frijol como alimento se extendié muy
tempranamente en América, como lo indican los murales de los templos y piramides del
antiguo imperio Maya, donde se exhiben semillas de frijoles junto con las de maiz (Zea
Mays, L).

Estos dos cultivos eran alimentos basicos que los indigenas preservaban como parte
primordial de su alimentacion, asimismo, estas plantas se usaron como medicinales,
especialmente el frijol escarlata (P. coccineus). En la figura 1 se presenta la localizacion de
los hallazgos arqueoldgicos del cultivo de frijol.
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Figura 1. Localizacion de los hallazgos arqueoldgicos de P. vulgaris.

2.1.2. Generalidades del frijol

El frijol comun (P. vulgaris) se encuentra dentro del grupo de las leguminosas comestibles
mas importante en América Latina, debido a su alta produccion y por su alto contenido de
proteinas (18 % - 25 %), fibra (18 %), grasa (1.70 %), carbohidratos (61.40 %), vitaminas y
minerales (CIAT, 1991; Bennink, 2005) que incorpora a la dieta alimenticia de la poblacién.

El frijol se cultiva en todo el mundo; en las zonas tropicales, subtropicales y zonas
templadas, y ocupa mas del 90 % de las areas de produccién del género Phaseolus. (Singh
S., 1996)

El frijol comun es un cultivo de pequefios productores en regiones de América latina, Africa
y Asia. Segun Singh (1996) el frijol es la tercera leguminosa mas importante a nivel mundial,
superado solamente por la soya (Glycine max (L.) Merr.) y el mani (Arachis hypogea L.).
Aproximadamente, el 45 % de la produccién mundial provienen de América Latina, siendo
esta region la de mayor produccion y consumo. (CIAT, 2000)

El grano de frijol posee un alto valor nutricional en sus cotiledones (CIAT, 1991), ademas,
de ser un componente esencial para la poblacion rural de los paises productores mas pobres
0 en vias de desarrollo.



2.1.3. Clasificacion taxondmica

El nombre cientifico del frijol es Phaseolus vulgaris L. (The plant List, 2010). El frijol comun
es un miembro de la familia de las legumbres, y su jerarquia taxondémica es:

Orden: Fabales.

Familia: Fabaceae.

Género: Phaseolus L.
Especie: Phaseolus vulgaris L.

2.1.4. Descripcion morfologica

La planta es de tipo herbacea anual y puede llegar a alcanzar alturas de 50 cm a 200 cm de
altura. Pueden presentar cuatro habitos de crecimiento: tipo | determinado arbustivo, tipo Il
indeterminado arbustivo, tipo Il indeterminado postrado y tipo IV indeterminado trepador.

Posee un sistema radicular superficial de 20 cm de longitud del suelo, formado por la raiz
principal y las raices secundarias, donde se forman nédulos simbidticos con bacterias,
principalmente del género Rhizobium. El tallo es herbaceo pubescente y presentan hojas
de tipos simples y compuestas.

Las flores son hermafroditas y autofecundables. Se desarrollan en una inflorescencia de
racimo que consta de pedunculo, raquis, bracteas y botones florales. Las flores son de color
blanco, crema, malva o rosado. El fruto es una vaina. Las vainas son generalmente glabras
o subglabras, con pelos muy pequefios. (CIAT, 1984; FAO, 2018)

La semilla del frijol se origina de un ovulo campilétropo, de tal forma que no posee albumen,
por lo que sus reservas nutritivas se concentran en los cotiledones. En base a materia seca
el 9 % representa la testa, los cotiledones representa un 90 % y el 1 % correspondiente al
embrion. La semilla tiene diferentes formas, ademas su coloraciéon externa varia mucho
(Ruiz & Rincon, 1966). En la figura 2 se muestra el frijol comun (P. vulgaris).



Figura 2. Frijol comadn (P. vulgaris).

2.1.5. Etapas fenologia del cultivo

Fuente: Samayoa (2010).

El desarrollo de la planta del frijol comprende dos fases sucesivas la vegetativa y
reproductiva. En el cuadro 1y figura 3 se presentan las etapas fenolégicas del frijol.

Cuadro 1. Etapas fenolégicas del frijol.

Fase Codigo | Nombre Evento en que se inicia cada etapa
VO Germinacion La semilla estd en condiciones favorables
para su germinacion.
Vi Emergencia Los cotiledones del 50 % de las plantas
aparecen a nivel del suelo.
. V2 Hojas primarias | Las hojas primarias del 50 % de las plantas
Vegetativa .
estan desplegadas.
V3 Primera hoja | La primera hoja trifoliada del 50 % de las
trifoliada plantas esta desplegada.
V4 Tercera hoja | La tercera hoja trifoliada del 50 % de las
trifoliada plantas esta desplegada.




Continuacion cuadro 1.

Reproductiva

R5 Prefloracion Los primeros botones o racimos han
aparecido el 50 % de las Plantas.
R6 Floracion Se ha abierto la primera flor en el 50 % de las
plantas.
R7 Formacion  de | Al marchitarse la corola, en el 50 % de las
las vainas plantas aparece por lo menos una vaina.
R8 Llenado de las | Llenado de semillas en la primera vaina en el
vainas 50 % de las plantas.
R9 Maduracion Cambio de color en por lo menos una vaina

en el 50 % de las plantas (del verde al amarillo
uniforme o pigmentado).

Fuente: CIAT (1986); FAO (2018).
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Figura 3. Fenologia del frijol.
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Importancia del frijol en Guatemala

La prevalencia de desnutricién cronica en Guatemala es del 43.40 % (ENSMI 2008-2009),
siendo la tasa mas alta de América Latina. La regi6on con mayor prevalencia es la nor-
occidental (64.80 %), presentando igualmente tasas significativas la regién norte (51.10 %)
y sur occidental (47.10 %). (Nicolo, Escobar, Garcia, & Ortiz, 2010)

Guatemala es el principal productor de frijol en Centroamérica. Ademas, en el pais
aproximadamente el 50 % de la poblacion se dedica a la agricultura (IPNI, 2009). El frijol
ocupa una superficie del area potencial de uso agricolas de 25.50 %, ya que este cultivo



forma parte de la seguridad alimentaria y nutricional de la poblacién guatemalteca. Ademas,
es cultivado en todo el pais para autoconsumo, para el mercado, y es uno de los alimentos
basicos de la poblacion (AKIANTO, 2012).

De acuerdo con datos de la Comisién Econdémica para América Latina y el Caribe (CEPAL,
2011), el promedio de consumo de frijol por habitante en Guatemala es de 7.20
kg/persona/afo.

Segun el BANGUAT (2012) el cultivo de frijol ocupé en el afio 2011 una superficie total de
231,000 ha, con una produccion de 4.30 millones/qq equivalentes a 215,990 T métricas, el
cultivo se exporta en una minima proporcion, ya que lo cultivado se dedica al consumo
interno.

La produccién de frijol es de 0.93 T/ha. El frijol negro es el mas cultivado por los agricultores
de bajo recursos econdmicos (AKIANTO, 2012). Segun MAGA (2017) para el afio agricola
2016/2017 se estima que una produccion de frijol de 5,640.40 miles/qq.

En Guatemala la produccion de frijol se encuentra distribuida asi: Petén (27 %), Jutiapa (13
%), Chiguimula (10 %), Santa Rosa (7 %), Jalapa (6 %), Quiché (5 %), Alta Verapaz (5 %),
Huehuetenango (4 %), Guatemala (4 %), Chimaltenango (4 %) y el resto de los
departamentos suman un 15 %. (MAGA, 2017)

2.1.7. La genética del frijol

El frijol es una especie predominantemente autdgama. Es diploide que posee uno de los
genomas mas pequefios entre todas las especies de leguminosas, tiene aproximadamente
587 Mpb/genoma haploide. Ademas, tiene 11 cromosomas (2n= 2x=22), los cuales miden
entre 1 mm a 3 mm, que pueden ser metacéntricos 0 submetracentricos y poseen normal
mMitosis y meiosis.

Asimismo, el genoma de frijol presenta un 20 % de secuencias altamente repetidas (SSR)
que se localizan principalmente en las regiones heterocromatina, y el ADN satelital se
encuentra alrededor de los centromeros. (Gepts, 2001)



2.1.8. Mancha angular de la hoja (ALS) (P. griseola)

La mancha angular de la hoja es causada por el hongo hemibiotréfico Pseudocercospora
griseola (Sacc.) Crous y U. Braun [anteriormente conocida como Phaeoisariopsis
griseola (Sacc.) Ferrari (Crous et al. 2006)], es una limitacién importante en la produccion
de frijol comun, pues causa pérdidas de rendimiento de hasta un 60 % y 80 %. (De Jesus et
al., 2001)

A.Distribucién geografica

La mancha angular de la hoja ha sido reportada por lo menos en 60 paises, casi todos
localizados en zonas tropicales y templadas del mundo. (Saavedra, 2009)

B. Transmision

Las esporas germinan en la superficie de la hoja después de 3 dias en condiciones de
humedad, la entrada del hongo es a través de las estomas y el avance en el tejido del
hospedante es primero intercelular y luego intracelular, causando una lesién angular.
(Monda, Sanders, & Hick, 2001)

La principal fuente de inoculo primario para la mancha angular de la hoja son los residuos
de cosecha infestado por el patégeno. La forma en que se diseminan los conidios es a través
de corrientes de aire y salpicaduras de lluvia. La semilla puede ser otro medio de
diseminacién. (Araya & Hernandez, 2006)

C. Sintomatologia

La mancha angular de la hoja puede cubrir gran parte del area foliar asocidndose con
diversos grados de clorosis. Ademas, ataca el follaje, las vainas y las semillas del frijol. En
las hojas la enfermedad se inicia como pequefias manchas de color gris brillante, que
aumentan de tamarfio y toman la forma de los angulos de las venas.

En estado mas avanzado la mancha toma color café oscuro y provoca la caida de las hojas
desde el inicio de la floracion hasta el final del ciclo vegetativo. (Araya & Hernandez, 2006)
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Campos-Avila (1987), menciona que las vainas también pueden ser afectadas, ocasionando
manchas casi circulares, superficiales y de color rojizo oscuro. En variedades que son muy
susceptibles, el hongo afecta la semilla transformandola en un transmisor potencial de la
enfermedad.

Las vainas infectadas pueden producir semillas mal desarrolladas o totalmente arrugadas.
Ademas, se pueden presentar lesiones alargadas de color café en los tallos, ramas y
peciolos de la planta. (Schwartz & Galvez, 1980)

En la figura 4 se presentan las lesiones caracteristicas de la enfermedad en el cultivo de
frijol.

Fuente: Araya & Hernandez (2006).

Figura 4. Lesiones caracteristicas de la enfermedad mancha angular de la hoja en plantas
de frijol.

D. Epidemiologia

Segun Saavedra (2009) para el desarrollo de la enfermedad es necesario un periodo
prolongado de clima calido y hiumedo junto con una fuente de inéculo. EI hongo puede
sobrevivir el invierno en semillas y como estroma en desecho de plantas en el suelo.

La infeccion y la esporulacién ocurren en un amplio rango de temperatura, de 10 °C a 33 °C
(Allorent & Savary, 2005) y con una alta humedad relativa del 80 % a 95 %. De este modo,
las condiciones climéaticas mas favorables para una epifita son temperaturas templadas y
lluvias o periodos de altas humedades lo suficientemente largos como para producir
coremios e infeccion por conidios (3 dias - 4 dias), alternando con atmdsferas secas y accion
edlica para la dispersién de esporas. (Araya & Hernandez, 2006)
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E. Control

a. Resistencia genética

Los genes de resistencia contra la mancha angular de la hoja estan controlados por los
genes dominantes y recesivos, dependiendo de los parentales, actuando ya sea
individualmente o por duplicado (Mahuku, Jara, Cajiao, & Beebe, 2003). La herencia de la
resistencia esta controlada por un solo gen recesivo (Santos-Filho & Ferraz, 1976), pero en
un estudio anterior, se informd que la resistencia a la mancha angular de la hoja estaba
controlada por un solo gen dominante.

Ademas, se han identificado varios genotipos como donadores de genes de resistencia,
para el mejoramiento genético del frijol (Mahuku, Jara, Cajiao, & Beebe, 2003). La
resistencia genética es la estrategia mas eficiente para prevenir la pérdida de rendimiento
considerando factores ecoldgicos y econémicos (Miklas et al. 2006). Sin embargo, solo unos
pocos genes de resistencia se han marcado con marcadores estrechamente relacionados.

Se han reportado diversas fuentes de resistencia a la mancha angular de la hoja en los
genotipos de frijol, las cuales se encuentran: A 75, A 140, A 152, A 175, A 229, BAT 76,
BAT 431, BAT 1432, BAT 1458 and G5686, MAR 1, MAR 2. (Ferreira et al., 2000)

b. Control cultural

Con el fin de disminuir los dafios ocasionados por esta enfermedad, se recomienda la
rotacion de cultivos por un minino de dos afos, la eliminacion de residuos de cosecha en
los cultivos donde se haya presentado la enfermedad, uso de semilla libre de patégeno y el
uso de variedades resistentes. (CIAT, 1994; Trujillo, 2007)

c. Control quimico

Aplicacion de aspersiones foliares con una combinacion de ferbam, azufre y un adherente,
con zineb, con benomil (0.13 g/L a 0.25 g/L) y con tiofanato. (Saavedra, 2009)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4544502/#CR43
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2.1.9. Virus del mosaico comun del frijol (BCMV)

EIBCMYV pertenece al género Potyvirus, es uno de los principales agentes virales reportados
en el mundo, causante de una de las enfermedades mas limitantes en la produccion de frijol
comun en toda América Latina (Beebe et al., 2011).

Los &fidos son un importante vector en la propagacién del virus en las zonas de produccion
de frijol y causan epidemias de BCMV (Kelly, 1992). En variedades susceptibles, el BCMV
puede ocasionar perdidas en el rendimiento entre 53 % y 83 %. (Sastry, 2013)

Las infecciones por BCMV pueden alcanzar hasta el 100 % de las plantas, aunque las
pérdidas en rendimiento dependeran de la variedad de frijol, las condiciones ambientales,
el tiempo de infeccion y de si la infeccién se origina por semilla o es dispersada por &fidos.
(Mukeshimana, Hart, & Kelly, 2003)

A.Transmisién

Esta enfermedad puede ser transmitida por insectos (afidos, mosca blanca, vaquitas o
chicharritas). Dependiendo del insecto transmisor, la distribucién de las plantas afectadas
puede ser uniforme u homogénea.

Otra via de transmision del virus es a través del polen y es facilmente transmitido por medios

mecanicos (Araya & Hernandez, 2006). También, se transmite generalmente a través de
semillas infectadas, pero no todos los embriones infectados se convierten en una plantula
infectada. (Ekpo & Saettler, 1974)

B. Sintomatologia

Los sintomas que ocasionan este virus son variados y facilmente se confunden con otras
alteraciones como deficiencias nutricionales, toxicidades o efectos ambientales (Araya &
Hernandez, 2006).

Los sintomas mas comunes son: un mosaico con areas de color amarillo y verde oscuro,
generalmente acompafados por un ampollamiento, distorsion y enrollamiento de las hojas
hacia abajo (Mukeshimana, Hart, & Kelly, 2003).

Las vainas pueden ser mas pequeiias de lo normal, con malformaciones y con un namero
menor de semilla (Conti et al., 2000). Asimismo, puede ocasionar otros sintomas como
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epinastia, deformacion de tallos, aborto de flores y reduccién del rendimiento. (Reyes-
Mancera et al., 2001)

En la figura 5 nos muestra los sintomas que ocasionan este virus en el frijol.

Fuente: Araya & Hernandez (2006).

Figura 5. Sintomas del virus mosaico comun del frijol (BCMV).

C.Epidemiologia

La transmision de BCMV por semilla es de hasta el 80 %, durante el desarrollo del cultivo el
virus es dispersado por pulgones como Macrosiphum solanifolii (Ashmead), M. pisi (Kalt),
M. ambriosae (Thomas), Myzus persicae, Aphis rumicis L. A. gossypii, A. medicaginis Koch,
A. fabae, Acrytosiphum pisum, Hyalopterus atriplicis (L.) y Rhopalosiphum pseudobrassicae
Davis.

Por medio de investigaciones, se ha comprobado que algunas especies de afidos como
Rhopalosiphum padi (L.), Schizaphis graminum (Rondani) y Sitobion avenae (Fabricius),
gue usualmente no colonizan las plantas de frijol, pero pueden transmitir este virus. (APS,
1991, Halbert et al., 1994; Mukeshimana et al., 2003; Conti et al., 2000)

Los sintomas de la enfermedad tienden a enmascararse con temperaturas inferiores a 16
°C y superiores a 25 °C, mientras que en rangos de 20 °C a 28 °C se desarrollan
rapidamente. Ademas, una poblacion alta de &fidos puede incrementar la incidencia del virus
hasta el 100 %. La eficiencia de la transmision dependera de la fuente del inoculo y la
transmision del virus. (Galvez & Morales, 1989)
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D. Control

a. Resistencia genética

El control genético del virus del mosaico comun del frijol implica el uso de variedades
tolerantes o resistentes, capaces de producir baja incidencia de la enfermedad sin sufrir
pérdidas en el rendimiento. La resistencia al BCMV en frijol esta condicionada por genes
especificos contra ciertas cepas del virus (bc-1, bc-2 y be-3), por genes no especificos (bc-
u) y principalmente, por el gen dominante | que condiciona la reaccion de la planta a ciertas
cepas del virus conocida como necrosis sistematica. (Drijfhout, 1978)

En cuadro 2 se presentan la interaccion genética entre cultivares de frijol y cepas del virus

del mosaico comun del frijol.

Cuadro 2. Interaccidn genética entre cultivares de frijol y cepas del virus del mosaico comun
del frijol.

Cepa BCMV y genes de patogenicidad
Cultivar Genes de Tipo/ | Fla- NY15- NL3- NL4/ | NL7/ | NL8/
diferencial | resistencia PO NL6/ NL2/ NL5/ P1.12.22 | P1 P2
P1.12 P1.2 P1.12.2
Double |+ + + + + + + + + + +
While
Lmuna I+bc-u bc-1 + + + + + + + +
RG-B I+bc-u bc-12 + o+ + + +
Michelie [+bc-u bc-2 + + + + +
Pino 114 I+bc-u bc-1 + + + +
bc-2
GN 31 l+bc-u bc-12 +
bc-22
Widusa I + + + +
Jubila | bc-1 + + +
Top Crop | bc-1 + + +
Amanda | bc-12 +

Fuente: Morales (1979).
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b. Control cultural

Samayoa, (2010) menciona que una de las medidas culturales para el control de esta
enfermedad es manejar adecuadamente las fechas de siembra, es decir las fechas de
siembra se deben programar, para reducir al minimo el periodo en el que los cultivos
susceptibles permanezcan expuestos a la infeccion por afidos. Otra practica, es el uso de
semilla libre del virus.

2.1.10.  Virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV)

El virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) es una enfermedad transmitida por la mosca
blanca (Bemisia tabaci) es la enfermedad viral de mayor importancia en América Latina. El
primer registro de este virus se hizo en Brasil (Costa, 1965). Este virus afecta el follaje del
cultivo, produciendo un moteado intenso entre las venas, provocando pérdidas de
rendimiento entre 40 % y 100 %. (Morales, 2000)

A. Distribucién geografica

Ampliamente distribuido en todo el mundo, sobre todo en aquellos lugares donde se cultiva
frijol. Esta enfermedad se encuentra distribuida en todos los paises centroamericanos, en
Costa Rica aparecio en 1960, en Nicaragua a inicios de 1970 y en Honduras fue identificado
en los afios 80, siendo una limitante en la produccion de frijol en Costa Rica y Honduras en
los afios 1987 y 1990, respectivamente (Gamez, 1970). En México, el virus fue observado
en 1977 y se ha reportado su diseminacion a varias regiones productoras de frijol. (Morales,
1979)

B. Transmision

Esta enfermedad es transmitida por la mosca blanca (Bemisia tabaci) de manera semi-
persistente. Los adultos de Bemisia tabaci pueden adquirirse entre las plantas del cultivo o
en las malezas del cultivo. Ademas, este virus no se transmite por medio de la semilla
(Campos-Avila, 1991).
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C. Sintomatologia

Los sintomas del virus del mosaico dorado son muy caracteristicos: las hojas presentan un
color amarillo intenso, generalmente acompafiado de achaparramiento y prolongacion de
un periodo de vida de 2 semanas a 4 semanas mas de lo normal. Ademas, si las plantas
son afectadas antes de la floracion, hay aborto prematuro de las flores y deformaciones de
las vainas. Las semillas presentan manchas y deformaciones, y su peso disminuye.
(Alvarez, 2018)

Morales (2000) menciona que los sintomas en las plantas afectadas con el virus aparecen
en los primeros 17 dias después de siembra, produciendo en promedio un 57 % menos de

semillas.

En la figura 6 nos muestra los sintomas que ocasionan este virus en el cultivo.

Fuente: Alvarez (2018).

Figura 6. Sintomas del virus mosaico dorado del frijol (BGYMV).

D. Epidemiologia

El virus afecta a los cultivos sembrados en zonas inferiores a 1,200 m s.n.m, donde las
temperaturas son mas altas, y las fuentes de inoculo y las poblaciones del vector son
abundantes. (Alvarez, 2018)
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E. Control

a. Resistencia genética

Dentro de su manejo de control se incluye el uso de variedades mejoradas genéticamente.
Las variedades que se han servido como fuentes de resistencia han sido: ICA-Pijao,
Turrialba 1 y Porrillo Sintético, todas de Mesoamérica. Estas fueron seleccionadas por el
ICTA de Guatemala en 1974, trabajo supervisado por el CIAT de Colombia, que
contemplaba la seleccibn material con algun grado de resistencia al virus del mosaico
dorado entre mas de 600 accesiones del banco de germoplasma del frijol de CIAT (CIAT,
1996).

La fuente de resistencia aplicada ampliamente al virus del mosaico dorado del frijol es el
gen recesivo bgm-1 derivado del cultivar local Garrapato (México) que condiciona una
resistencia parcial sin mosaico como respuesta al patdégeno (Blair & Beaver, 1993). El gen
gue también evita la clorosis en las hojas es el gen recesivo bgm-2 identificado en la linea
andina DOR303. (Velez, Bassett, Beaver, & Molina, 1998)

b. Control cultural

Morales (2000) recomienda sembrar el frijol lejos de otros cultivos que son reservorios de
mosca blanca, el tomate; controlar la mosca blanca; eliminar malezas o frijol voluntario que
pueden conservar el virus.

2.1.11.  Mejoramiento genético

Cubero (1999) menciona que las actividades de mejoramiento genético del frijol permiten el
desarrollo de especies genéticamente superiores, las cuales pueden llevarse a cabo por
distintos métodos de introduccion, seleccién e hibridacion.

En los programas de mejoramiento genético, es importante la edificacion de padres
donantes de genes necesarios de alta resistencia. Los padres donantes y lineas elites
receptoras de genes se deben seleccionar y agrupar en las combinaciones que se van a
cruzar; por ello, se debe tener informacion sobre las caracteristicas morfoldgicas
(adaptaciéon, habito de crecimiento), y agrondmicas (reaccion de estrés hidrico y baja
fertilidad del suelo, plagas y rendimiento) de los cultivares a mejorar.
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Asimismo, se debe considerar la distancia genética entre los padres involucrados en cada
cruza, sus relaciones y el origen evolutivo; como razas y acervo, tipo de semilla y los genes
de resistencia de interés. (Singh, 1996)

Actualmente se han desarrollado varias investigaciones sobre el mejoramiento genético de
P. vulgaris en México, América Central y el Caribe, esto gracias a las investigaciones
conducidas desde 1980 por el Programa Cooperativo Regional del Frijol (PROFRIJOL) y el
liderazgo cientifico del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). El enfoque del
mejoramiento genético del frijol se ha dirigido al desarrollo de variedades con habito de
crecimiento arbustivo y con resistencias a las principales enfermedades.

2.1.12. Retrocruzas

Este método consiste en manipular un numero limitado de genes intensivamente e
introducirlos en una variedad o linea conocida. (Beebe & Pedraza, 1998)

Este método propuesto por Harland y Pope (1922), consiste en mejorar variedades que son
sobresalientes para un buen nimero de caracteristicas pero que son deficientes para una o
pocas. Ha sido muy utilizado para incorporar resistencia a determinadas enfermedades en
variedades cuya susceptibilidad puede comprometer la estabilidad de la produccién.

Con este método se busca reducir la variacién genética indeseable atribuida al silvestre, por
medio de retrocruzamientos hacia el cultivado. Consiste en cruzar una variedad de interés
gue actla como progenitor recurrente con otra variedad que presenta un caracter de interés,
no presente en el parental recurrente. Los productos de cruzamiento que llevan el gen o los
genes (F1) se retrocruzan con el parental recurrente.

Este proceso se repite con los productos de los retrocruzamientos, teniendo en cuenta que
la cantidad de retrocruzamientos depende del grado de similitud entre los padres. (Camera,
Chura, & Blas, 2015)

Segun Cubero (1999) cada vez que se hace el retrocruzamiento con el parental recurrente
se reduce a la mitad el aporte del germoplasma del donante. Asimismo, cualquier diferencia
entre el parental culivado y la linea avanzada puede ser atribuida, a los alelos derivados del
parental silvestre o donantes. (Kelly et al., 2000)

En programas de retrocruzas, el uso de marcadores moleculares puede facilitar la eleccion
de progenitores donadores de menor distancia genética del progenitor recurrente. Ademas,
los marcadores pueden servir para identificar los genes que han pasado a las progenies, y
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asi seleccionar las plantas que serviran como padres en otro ciclo de retrocruzamiento.
(Camera, Chura, & Blas, 2015)

En el cuadro 3 nos presenta el esquema general tradicional de mejoramiento en plantas
autdbgamas.

Cuadro 3. Esquema general tradicional de mejoramiento en plantas autdgamas.

Fase Generacion Observacion
I AxB Seleccién de progenitores, cruzamientos.
I F1 No hay seleccion.
1 F2 Segregacion y seleccion individual segun los casos.
AV F3, F4 Métodos de seleccion extraccion de lineas puras.
Vv F5 Prueba de lineas puras (F5).
VI —_— Seleccion familiar (F6, F7, F8).
Vi Fv Obtencion de la variedad mejorada (F9).

FL = generacion de lineas, FV = generacion de variedades.

Fuente: Camera, Chura, & Blas (2015).

2.1.13. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares pueden estar localizados en regiones del ADN que codifican
para un caracter (gen) o en regiones cuya funcion codificante no se conoce. (Stuber, 1989)

Los marcadores moleculares pueden ser utilizados para estimar la distancia genética entre
genotipos y para orientar al mejorador en la eleccion de progenitores. Ademas, son
utilizados en diversos estudios como la identificacion de variedades, lineas puras e hibridos;
estimacion de distancias genéticas entre poblaciones, variedades, lineas puras e hibridos;
determinacién de las relaciones de parentesco; construccion de mapas de ligamiento
genético, localizacion e identificacion de genes y en programas de seleccion asistida por
marcadores. (Muhamba et al., 2013)

Los marcadores del ADN se basan en el analisis de las diferencias en pequefias secuencias
de ADN entre individuos. Dentro de este grupo, se encuentran tres tipos, el primero, lo
conforman aquellos que no se basan en la reaccion de cadena polimerasa (PCR), tal es el
caso de los RFLP y VNTRs; el segundo, son aquellos que amplifican secuencias al azar,
basados en cebadores arbitrarios o semiarbitrarios, por ejemplo, MAAP, RAPD y RAMPO;
y el ultimo lo conforman aquellos con sitio objetivo especifico como SSR, SCAR, CAPS,
ISSR. (Karp, 1997)
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Los tipos de marcadores moleculares de ADN son:

Polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados -AFLP- (del inglés: Amplified
Fragment Length Polymorphism).

Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion -RFLP- (del inglés: Restriction
Fragment Length Polymorphism).

Polimorfismo de ADN amplificado al azar -RAPD- (del inglés: Random Amplified
Polimorphic DNA).

Regiébn Amplificada de Secuencia Caracterizada -SCAR- (del inglés: Sequence
Characterised Amplified Region).

Secuencia polimérfica amplificada y digerida -CAPS- (del inglés: Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence).

Microsatélites -ISSR- (del inglés: Simple Sequence Repeats).

Polimorfismo de nucleétidos simples -SNP- (del inglés: Single Nucleotide Polimorphism).

Segun Camera, Chura, & Blas (2015) los procedimientos generales en el uso de marcadores
moleculares son:

1.
2.

w

N o o

Extraccion de DNA.
Generacion de polimorfismo.

e Enzimas de restriccion.

e Reaccion PCR.

e Combinacién de los 2 anteriores (enzimas de restriccion y PCR).
Electroforesis (horizontal, y/o vertical).
Deteccion de los fragmentos.

e Sondas marcadas.

e Bromuro de etidio, UV.

e Quimioluminiscencia.

e Tincioén en plata.

. Autoradiografia y/o fotografia.
. Evaluacion de los fragmentos.

Analisis estadistico.

2.1.14. Marcadores moleculares en el mejoramiento del frijol

Los marcadores moleculares han sido aplicados en el frijol para diversos fines, que incluyen
estudios como: el origen y la diversidad de los diferentes cultivos de frijol (Gepts, Kmiecik,
Pereira, & Bliss, 1988), patron de domesticacion (Koinange, Singh, & Gepts, 1996); y base
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genética de la resistencia a enfermedades. (Yu, Stall, & Vallejos, 1998; Miklas, Delorme, &
Riley, 2003)

El uso de los marcadores moleculares ha permitido el desarrollo de mapas genéticos, el
analisis de genes y genomas, identificacion varietal y la seleccion asistida por marcadores
moleculares (SAM). Los marcadores mas utilizados en el frijol son los RAPD y SCAR, con
el fin de la identificacion de genotipos resistentes a la antracnosis, bacteriosis, roya, mosaico
comun, mosaico dorado, mancha angular de la hoja, apion. (Adam-Blandom, Sevignac,
Bennerot, & Dron, 1994; Kelly & Miklas, 1998; Singh & Mufoz, 1997; Teran, 2000)

Se han utilizado varios tipos de marcadores moleculares para estos estudios, siendo los
mas comunes las alozimas, proteinas de la semilla, polimorfismos de longitud de fragmentos
de restriccion (RFLP), amplificacion al azar ADN polimérfico (RAPDs), ADN polimorfico de
longitud de fragmento amplificado (AFLPs), microsatélites (SSR) y repeticiones de
secuencias inter-simples (ISSR). (Kour, 2010)

2.1.15.  Seleccion asistida por marcadores (SAM)

La seleccién asistida por marcadores (SAM), se refiere al uso de marcadores moleculares
para seleccionar aquellos individuos en una poblacion dada, que son portadores de alelos
especificos de interés para un caracter particular o para varios caracteres. Asimismo,
permite seleccionar en cualquier momento del desarrollo de la planta, incluyendo el estado
de semilla. (Hoisington, Listman, & Morris, 1998; Muhamba et al., 2013)

La seleccion asistida es una herramienta muy utilizada en programas de mejoramiento del
frijol, ya que permite la seleccién indirecta de los caracteres en ausencia de la presiéon de
seleccién para rasgos como la resistencia a enfermedades y plagas, asi como la tolerancia
al estrés abidtico. (Kelly, Geps, Miklas, & Coyne, 2003; Miklas, Kelly, Beebe, & Blair, 2006)

2.1.16. Marcadores moleculares tipo SCAR

Los SCAR (Region amplificada de secuencia caracterizada por sus siglas en inglés) son
fragmentados de ADN genomico-localizados en un locus genéticamente definido e
identificados por la amplificacién via PCR, utilizando un par de oligonucleétidos especificos
como cebadores (iniciadores o primers). (Ferreira & Grattapaglia, 1998)

Segun Beebe (1997), los SCAR pueden ser derivados por RAPD, RFLP, o AFLP. Utilizan
cebadores de 22 nucledtidos a 24 nucleotidos, que consisten en clonar y secuencias los
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fragmentos de ADN procedentes de un marcador RAPD, y que permitan la amplificacién por
PCR de la banda de interés.

Estos marcadores son cada vez més utilizados, en los programas de mejoramiento genético
de plantas e identificacibn de sexo en las plantas, ya que permiten separar facilmente,
especialmente si estan muy ligados al gen o son parte del gen. (Muhamba et al., 2013)

Segun Garcia-Mas et al. (2003) las ventajas de un marcador SCAR son:

e Deteccion de un Unico locus.
e Su amplificacion es menos sensible a las condiciones de reaccion de la PCR.
e Posible conversién en marcadores codominantes.

En la figura 7 nos muestra la generacion de marcadores tipo SCAR.

Gel de
RAPD
PCR
Clonar la banda
polimérfica en un
Bandas vector
Polimérficas

Secuenciar el fragmento y
disefiar nuevos cebadores
para amplificar inicamente
la banda de interés.

Después de la PCR con los nuevos
iniciadores, el resultado es un patréon 1 2 3
de bandas mas facil de interpretar.  — " D mmm  Banda Polimorfica

Fuente: Camera, Chura, & Blas (2015).

Figura 7. Generacién de marcadores tipo SCAR.
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2.1.17. Reaccion en cadenade la polimerasa (PCR)

Innis, Gelfand, Sninsky, & White (1990) lo definen como una reaccion ciclica dirigida
enzimaticamente que permite la amplificacion in vitro de una region del &cido
desoxirribonucleico (ADN), localizada entre dos regiones de secuencia conocida.

Esta reaccion utiliza dos oligonucledétidos que funcionan como iniciadores, que se hibridan
a las cadenas opuestas de ADN de secuencia complementaria, flanqueando a la secuencia
de interés. Los iniciadores, toman diferentes denominaciones, tales como oligonucleoétidos,
cebadores, primadores, amplimeros, detonadores o primers.

Estos iniciadores son moléculas de ADN de cadena individual y de longitud corta (10
nucleétidos - 30 nucleétidos), se hibridan complementariamente a las partes terminales o
flancos de una secuencia especifica de la cadena sencilla de ADN patrén, se efectla la
extension de la amplificacion por la ADN polimerasa, la enzima que cataliza la sintesis de
cadenas largas de polinucledtidos.

La sintesis se dirige incorporando mondmeros de trifosfato de desoxinucledsido al grupo
libre 3'-hidroxilo del iniciador en direcciéon 5'—>3', la polimerizacion se efectla siempre del
a-fosfato 5' del trifosfato de desoxinucledsido al grupo hidroxilo terminal 3' de la cadena
creciente de DNA. Esto resulta en la sintesis de nuevas cadenas de DNA complementarias
a las cadenas patron iniciales. (Rincén., 2004; Cornejo, Serrato, Rendon, & Martha, 2014)

En cada ciclo de amplificacion, las cadenas de ADN sintetizadas se convierten en un patréon
para cualquier nuevo ciclo, donde la secuencia de ADN “objetivo” o “ADN blanco” se
amplificard de manera selectiva ciclo tras ciclos. Teoéricamente, los productos de
amplificacion del primer ciclo serian el resultado de la sintesis de ADN del patron original,
de longitud indefinida. (Camera, Chura, & Blas, 2015)

Segun Rincén (2004) los componentes de la reaccion del PCR son:

e Dos iniciadores sintéticos, que son regiones complementarias a las cadenas opuestas
qgue flanquean a la region de ADN blanco que se desea amplificar.

e Una secuencia blanca en una muestra de ADN que este entre el par de primers, la cual
puede ser de 100 pb a 5,000 pb.

e Una enzima, la ADN polimerasa termoestable que pueda resistir altas temperaturas de
calentamiento (95 grados centigrados a mas).

e Los cuatro deoxiribonucleétidos (ANTPs).

e Un buffer para darle las condiciones adecuadas al sistema en conjunto.

En la figura 8 nos presenta los componentes basicos para la reaccion via PCR.
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Fuente: Camera, Chura, & Blas (2015).

Figura 8. Componentes basicos para la reaccion PCR.

Segun Camera, Chura, & Blas (2015) las etapas del ciclo de amplificacion de PCR son:

A.Desnaturalizacion

La temperatura entre 90 °C a 96 °C provoca una desnhaturalizacion completa del ADN
gendémico para permitir el ensamblaje posterior de los iniciadores. En esta etapa, las
cadenas de ADN son calentadas y separadas a una temperatura de 95 °C durante 20 s a
30 s, este tiempo dependera de la secuencia del templado, es decir, si la cantidad de G-C
es alta, sera necesario mas tiempo para romper uniones debido a que el apareamiento de
estas bases esta formado por 3 enlaces, uno mas que las bases de A-T.

Al final de esta etapa se tendra las cadenas separadas que serviran como templado para el
siguiente paso.

B. Ensamblaje

Periodo térmico que define el ensamblaje (alineamiento, anillamiento, anclaje) o hibridacion
de los iniciadores a la secuencia complementaria, entre 36 °C y 70 °C.
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C. Hibridacioén

En esta fase, los primers se alinean al extremo 3" del templado previamente separado e
hibridan con su secuencia complementaria. Para que se forme el complejo templado-
primers, es importante que la temperatura de hibridacion sea la 6ptima, esta generalmente
oscila entre 50 °C a 60 °C.

D. Extensién

En esta etapa, la Taq polimerasa actta sobre el complejo templado-primers y empieza su
funcion catalitica a una velocidad muy rapida; la extension de las cadenas es en direcciéon
de la sintesis de ADN, es decir, de 5" a 3". La temperatura 6ptima en los PCR es 72 °C,
donde la Taq polimerasa tiene su mayor actividad catalitica.

En la figura 9 nos muestra el proceso de la reaccion PCR.

5. Secuencia objetive

Fragmento de DNA para la amplificacién

5. Secuencin objetive [ 1. '\]
Denaturacién (94°C)

3 5

5 e Primer ciclo

* (BT Anclaje de iniciadores » d¢ PCR

(40-60°C)

3. -5

5. x

: ¥ O Polimerizacidn (72°C) )
5 -_ 3"

[ |
|
.|
[ | Scgundo I
] ciclo de
PCR I
I —— |

:— _
2 Fragmentos C |

(EE] 2
4 Fragmentos

Fuente: Camera, Chura, & Blas (2015).

Figura 9. Proceso de la reacciéon PCR.
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2.1.18. Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis consiste en separar fragmentos de ADN y ARN en funcion de su tamafio y
carga eléctrica. Se visualiza mediante una sencilla tincion, y de esta forma determinar el
contenido de &cidos nucleicos de una muestra, teniendo una estimacion de su concentracion
y grado de entereza. También se puede extraer del gel los fragmentos de ADN que sean de
interés, para posteriormente utilizarlos en diferentes aplicaciones.

En esta técnica utiliza una corriente eléctrica para mover las moléculas y que se separen a
través del gel. Los poros del gel actian como un colador, permitiendo que las pequefias
moléculas se muevan mas rapido que las grandes. Las moléculas cargadas son colocadas
en un campo eléctrico, ellas migran hacia los polos, al positivo (Anodo) o al negativo (catodo)
segun sus cargas. (Cornejo, Serrato, Renddn, & Martha, 2014)

La agarosa es un polisacérido lineal (con un peso molecular promedio de 12,000 Da) que
se extrae de las algas marinas. Se utiliza tipicamente en las concentraciones de 0.50 % a 2
%. Los geles de agarosa permiten una electroforesis rapida. Este gel es muy facil de
preparar: se mezcla simplemente el polvo de agarosa con la solucion tampdn (buffer), se
derrite calentando, y luego se vierte el gel. Este gel no es toxico. Los geles tienen un rango
grande de la separacion, pero el poder de resolucion es relativamente bajo. (Camera, Chura,
& Blas, 2015)

Los geles de agarosa se corren en una cdmara de electroforesis horizontal, con un campo
eléctrico uniforme y constante. La electroforesis en gel de agarosa tiene un limite superior
de unos 40 kb — 50 kb en el tamafio de las moléculas de ADN que puede separar. Los
fragmentos del DNA de cerca de 200 pb a 50,000 pb se pueden separar usando técnicas
electroforéticas estandares. (Lee, Costumbrado, Hsu, & Kim, 2012; Cornejo, Serrato,
Renddn, & Martha, 2014)

En la figura 10 nos presenta la electroforesis en gel de agarosa.
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Fuente: Camera, Chura, & Blas (2015).

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa.

Segun Lee, Costumbrado, Hsu, & Kim (2012) la velocidad de migracion de una molécula de
ADN a través de un gel se determina por lo siguiente:

e Eltamano de la molécula de ADN.

e La concentracion de agarosa.

e La conformacion de ADN.

e Latension aplicada.

e La presencia de bromuro de etidio.

e Eltipo de tampdn de electroforesis en agarosa.

e Después de la separacién, las moléculas de ADN pueden ser visualizadas bajo luz UV
después de la tincién con un colorante adecuado.



2.2. Marco referencial

2.2.1. Localizacion del experimento
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El presente trabajo de investigacion se realizd en las instalaciones del laboratorio de
Biotecnologia, Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas -ICTA-, ubicado en el kilometro
21.5 carretera hacia Amatitlan, Barcena, Villa nueva. En la figura 11 se muestra el mapa de
ubicacion del laboratorio de Biotecnologia.

0°00" 5°0'0"E

10°0'0"E 15°0'0"E

Laboratorio de
Biotecnologia del Instituo
de Ciencia y Tecnologia
Agricolas, Villa Nueva,
Guatemala.

10°0°0"N

5°0°0"N

0°0°0"

Ubicacion Geografica
Laboratorio de Biotecnologia -ICTA-
Coordinate System GTM
Proyection: Transverse Mercator
Realizo por Dennisse Licardie Jerez

Guatemala, 2021

Simbologia
Laboratorio de Biotecnologia -ICTA-

ICTA
Google Satellite

[IDepartamento Guatemala
[ Municipio de Villa Nueva
[ IGuatemala

Figura 11. Mapa de ubicacion del laboratorio de Biotecnologia.

Fuente: elaboracion propia, 2021.
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2.2.2. Equipo

A.Mortero y pistilo

Se usaron morteros y pistilo para macerar las muestras del frijol, con el fin de extraer el
ADN.

B. Tubos de microcentrifuga

Los microtubos para microcentrifuga resultan pieza clave para almacenamiento o
procesamiento de casi cualquier muestra, ya sea para centrifugacion, mezclas y otras
aplicaciones. Se utilizaron tubos de microcentrifuga de 1.50 mL para el almacenamiento y
procesamiento de muestras de ADN.

C. Micropipetas

Este utensilio es usado para absorber y transferir pequefios volumenes de liquidos de forma
seguray precisa. La unidad de medida de la micropipeta es el microlitro (uL), estas pueden
medir de 2.5 pL, 10 pL, 20 pL, 200 pyL y 1,000 pL. Se usaron micropipetas de la marca
Eppendorf© y modelo Research Plus©, para medir distintos volimenes de los reactivos a
utilizar, también para medir volimenes de ADN muy pequefios.

D. Puntas para micropipetas

Son puntas de plastico desechables, son empleadas para recoger el liquido a dispensar.
Las puntas deben estar estériles, es por eso, se deben desechar para evitar
contaminaciones en los liquidos.

Existen varios tipos de puntas para pipetear: las amarillas para volimenes pequefios (10
ML)y las azules para volumenes grandes (1,000 pL). En la investigacion se utilizaron puntas
para micropipetas de la marca Eppendorf© para medir volimenes de los distintos liquidos
a emplear, se usaran puntas de 10 pL, 200 uL y 1,000 pL.
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E. Autoclave

Es un equipo que se utiliza para eliminar las impurezas y bacterias de cualquier material,
utilizados como parte esencial en la esterilizacion de todo instrumento que en él se utiliza.
Se utilizé para esterilizar los morteros y pistilos.

F. Vortex

Es un aparato que se utiliza para agitar tubos o frascos pequefios que contengan cualquier
liquido. Se uso el vortex para el proceso de extraccion de ADN, con el fin de mezclar los
reactivos de las muestras.

G.Centrifuga

Es un aparato que consiste en generar movimientos de rotacién, con el fin de separar los
componentes que constituyen una sustancia. Se us6 la centrifuga Eppendorf© Centrifuge
54300, para el proceso de extraccién de ADN, para separar por densidad los componentes
del tejido vegetal.

H. Bano Maria

Es utilizado para calentar muestras sumergidas en agua a una temperatura constante
durante un largo periodo de tiempo. Se usé el aparato de la marca PRECISION® 280 series
Water Bath y el PRECISION® 180 series Water Bath para el proceso de la extraccion de
ADN, con el fin de separar los distintos componentes del tejido vegetal.

I. Espectrofotometro

Se us6 el espectrofotémetro BIO-RAD SmartSpex™3000 para determinar la concentracion
y la pureza de una muestra de ADN, basandose en la capacidad de absorbancia de un
compuesto presente en una solucion a una longitud de onda determinada.
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J. Placas para PCR

Se utilizaron placas de PCR con 96 pozos de la marca Applied Biosystems© para realizar
la amplificacion de los segmentos de ADN.

K. Termociclador

Es un aparato que consiste en realizar los ciclos de temperaturas necesarios para la
amplificacion de diversas hebras de ADN en la técnica de la PCR (Reaccion en Cadena de
la Polimerasa). Se usé el termociclador de la Marca Applied Biosystems®©, Modelo Veriti©
para amplificar los diferentes marcadores del tipo SCAR en las lineas de frijol, con el fin de
Su caracterizacion.

L. Camara de electroforesis horizontal

La cAmara es empleada con el fin de separar los productos de la reaccién en cadena de la
polimerasa, segun su carga y su peso molecular, esta funciona con carga eléctrica, una
positiva y una negativa, es horizontal porque emplea exclusivamente geles de agarosa. Se
usoé la cdmara de la marca Fisher Scientific© FB-VE16-1© esto con el fin de separar las
diferentes bandas producidas por los marcadores de tipo SCAR en las lineas de frijol
caracterizadas.

M.Fuente de poder

Se us6 el modelo de Fisher Scientific© FB1000© para suplir de carga eléctrica, tanto
negativa como positiva, a la cAmara de electroforesis horizontal. Este aparato es capaz de
programarse, para un tiempo y voltaje determinado.

2.2.3. Descripcion de las lineas de frijol

A.Las 80 lineas F3 de frijoles volubles que se utilizaron para la deteccion del gen de
resistencia a la Mancha angular de la hoja (ALS)

e ICTA ALTENSE/G2333 152-382-F5.
e ICTA ALTENSE/G2333 151-381-407.
e GUATE427/G2333 111-278-230-F5.



GUATES39/G2333 121-296-F5.
GUATE16/G2333 140-336-310-F5.
GUATE306/G2333 148-358-F5.
GUATE101/G2333 1-2-8 F5.
GUATE?28/G2333 6-16-35-F5.
GUATE300/G2333 68-171-139-F5.
GUATE304/G2333 81-212-171-F5.
GUATE305/G2333 93-225-190-F5.
ICTA ALTENSE/G10474 168-453-F5.
ICTA ALTENSE/G10474 172-459-F5.
ICTA HUNAPU/G10474 173-460-F5.
GUATE305/G10474 94-226-190-F5.
GUATE305/G10474 96-228-192-F5.
GUATE305/G10474 97-229-192-F5.
GUATE305/G10474 98-230-192-F5.
GUATE305/G10474 99-231-194-F5.
CH2019-89 Col.NAC.ARB Guate-560.
CH2019-81 Col.NAC.ARB Guate-547.
CH2019-83 Col.NAC.ARB Guate-550.
CH2019-236 Col.NAC.ARB Guate-681.
CH2019-53 Col.NAC.ARB Guate-421.
CH2019-200 Col.NAC.ARB Guate-116.
CH2019-190 Col.NAC.ARB Guate-89.
CH2019-202 Col.NAC.ARB Guate-118.
CH2019-78 Col.NAC.ARB Guate-542.
CH2019-191 Col.NAC.ARB Guate-96.
CH2019-73 Col.NAC.ARB Guate-537.
CH2019-86 Col.NAC.ARB Guate-553.
CH2019-46 Col.NAC.ARB Guate-388.
CH2019-23 Col.NAC.ARB Guate-161.
CH2019-90 Col.NAC.ARB Guate-561.
CH2019-80 Col.NAC.ARB Guate-546.
CH2019-24 Col.NAC.ARB Guate-167.
CH2019-45 Col.NAC.ARB Guate-386.
CH2019-189 Col.NAC.ARB Aguacatan-85.
CH2019-154 Col.NAC.ARB Guate-1339.
CH2019-209 Col.NAC.ARB kakakinac.
CH2019-197 Col.NAC.ARB tac.tic 110.
CH2019-163 Col.NAC.ARB vaina blanca.



H2019-1 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.

CH2019-2 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-3 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-4 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-5 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-6 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-7 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-8 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-9 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.

CH2019-10 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-11 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-12 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-13 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-14 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-15 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-16 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-17 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-18 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-19 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-20 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-21 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-22 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-23 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-24 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-25 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-26 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.

CH2019-27 sel-Ind F2-3 G10474/HUNAPU.
CH2019-28 sel-Ind F2-3 G10474/HUNAPU.
CH2019-29 sel-Ind F2-3 G10474/HUNAPU.

CH2019-30 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-31 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-32 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-33 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-34 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-35 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-36 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.
CH2019-37 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU.

Gorgojos PR103-129 progenitor 12.

33
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B.Las 2 lineas de frijol que se utilizaron para la deteccion del gen de resistencia de
virus del mosaico comun (BCMV)

e |CTA Ligero.
e NSMC17524-72.

C.Las 95 lineas F2 de frijol que se utilizaron para la deteccidon del gen de resistencia
de virus del mosaico dorado (BGYMV)

a. ICTA Ligero * Rojo de papa (Resistencia en campo)

o 1-21.
o 2-2.

o 2-20.
o 2-23.
o 2-47.
o 2-54,
o 3-11.
o 7-8.

o 7-25.
o 7-41.
o 7-52.
o 0-45,
e 10-1.
e 10-19.
o 12-37.
e 13-5.
e 13-47.
o 15-22.
e 16-46.
e 48-14.
e 18-31.
e 19-4,
e 19-7.
e 20-3.



b

(@]

. ICTA Ligero * Rojo de seda (Resistencia en campo)

1-7.
1-17.
3-18.
3-22.
5-13.
5-20.
5-25.
7-8.
7-16.
7-24.
8-4.
10-28.
10-21.
12-9.
15-10.
15-27.
17-26.
18-14.
18-15.
19-19.
21-3.
21-5.
23-6.

. ICTA Ligero * Rojo de seda (Suceptibles en campo)

1-5.
1-15.
3-10.
4-13.
6-10.
7-21.
8-11.
9-11.
10-10.
13-3.

35
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e 14-12.
e 19-9.
e 16-3.
o 17-11.
e 20-15.
o 21-8.
o 22-2.
o 25-6.
o 26-4.
o 27-7.
o 28-7.
e 39-1.
e 41-8.
o 44-6.

d. ICTA Ligero * Rojo de papa (Suceptibles en campo)

o 1-2.
e 1-9
o 3-21.
o 4-18.
e 5-6.
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e 43-11.
e 43-14.
e 16-14.

D.ICTA Altense

Es una variedad de habito de crecimiento de tipo arbustivo, tolerante a enfermedades como
Roya, Ascochyta y antracnosis. Presentan vainas de color rosado y grano de color negro.
Se cosecha entre los 120 dias a 130 dias después de la siembra. Rinde de 5.80 gg/cuerda
a 6.30 qg/cuerda de 40 varas por lado (35 gg/mz a 38 qg/mz). Se adapta altitudes
comprendidas entre 1,500 m a 2,300 m s.n.m. (ICTA, 1996). En el cuadro 4 nos muestra el
linaje de la variedad ICTA Altense.

Cuadro 4. Linaje de la variedad ICTA Altense.

Afo Cruzas Aporte
1980 A-230 X Guate-192 Planta erecta con tolerancia a Roya, Antracnosis y
Ascochyta.
1983 | C-88 (Cruza simple) X a- Tolerancia a Picudo de la vaina.
175

1984 | (C-160 (Cruza simple)
1989 CH 89-10 (seleccion)

ICTA Altense
Fuente: ICTA (1996).

E. ICTA Hunapu

Es una variedad de hébito de crecimiento de tipo arbustivo, tolerante a enfermedades como
roya, Ascochyta y antracnosis, también, presenta una buena arquitectura de planta, vainas
de color morado y grano de color negro. Se cosecha entre los 120 dias a 130 dias después
de la siembra. Rinde de 5 qg/cuerda a 6 qqg/cuerda de 40 varas por lado (35 qgq/mz). Se
adapta a altitudes comprendidas entre 1,500 m a 2,300 m s.n.m (ICTA, 1996).

En el cuadro 5 nos muestra el linaje de la variedad ICTA Hunapu.
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Cuadro 5. Linaje de la variedad ICTA Hunapu.

Afno Cruzas Aporte

1980 Negro Pacoc X A-261= C-132 Tolerancia a Ascochyta, Roya y Antracnosis;
(cruza simple) Precocidad.

1988 C132-4-CM-4-CM Arquitectura.

190 ICTA HUNAPU

Fuente: ICTA (1996).

F. ICTA Ligero

Es una variedad de habito de crecimiento de tipo arbustivo con resistencia a enfermedades
como al virus del mosaico dorado, antracnosis, bacteriosis y roya. Es un cultivar precoz, de
71 dias a cosecha y posee un rendimiento que varia entre 20 gg/mz y 30 qg/mz. Esta
variedad se adapta bien a alturas de 1,200 m s.n.m, crece una altura de 60 cmy la floracion
ocurre entre 29 dias y 30 dias después de siembra, presentan vainas maduras de color
crema y flores de color lila. (Gillespie, 1999)

G.G10474

Es una linea diferencial que presenta el gen Phg-2 de resistencia a la mancha angular de la
hoja. EI G10474 es un pequefio germoplasma de frijol trepador de semillas rojas del altiplano
de Guatemala que se identificé con altos niveles de resistencia a P. griseola en condiciones
de campo en Darién y Santander de Quilichao. (Pastor-Corrales, Jara, & Singh.,1998)

Los otros cddigos son lineas experimentales que presentan un buen rendimiento y una

buena calidad del grano.

2.2.4. Antecedentes

A.Virus

Los primeros estudios sobre la genética de resistencia al virus del mosaico comun (BCMV),
y el virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) fueron realizados por Pierce (1935), quien
demostré que existian dos tipos de resistencia: dominante y la recesiva.
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Ali (1950) propuso la existencia de dos genes dominantes, uno requerido para la infeccion
viral, y otro que condiciona una reaccion de hipersensibilidad.

Ademas, describid los alelos recesivos de los genes que condicionan la susceptibilidad o
resistencia del mosaico, esto dependiendo de la cepa viral. Andersen & Down (1954) y
Petersen (1958) complementaron esta informacion para diferentes cepas del virus, ademas
confirmaron la existencia de genes de resistencia especifica a cepas del BCMV.

En el aflo 1974 se inicié un proyecto desarrollado entre el CIAT y el Instituto de Ciencia y
Tecnologia Agricolas -ICTA- de Guatemala, que permitid continuar con la busqueda de
resistencia genética para solucionar el problema del mosaico dorado amarillo del frijol en
América Central, este proyecto consistio: primero en la identificacion de fuentes de
tolerancia, como Porrillo Sintético, ICA Pijao, y Turrialba 1, todas variedades de grano negro.
Estas variedades fueron cruzadas entre si, para desarrollar las primeras lineas liberadas en
1979: ICTA Quetzal, ICTA-Jutiapan, e ICTA Tamazulapa.

Posteriormente, el ICTA gener6 variedades mas precoces a partir de las DOR originales,
tales como el ICTA-Ostua; la segunda generacion de lineas tolerantes al mosaico dorado
incluia por primera vez genotipos de diferente color de semilla, como la linea DOR 364, que
presentan un grano color rojo oscuro. La tercera generacion de materiales incluia nuevas
fuentes de resistencia identificadas en condiciones de campo e invernadero. (CIAT, 1996)

a. Virus del mosaico comun (BCMV)

Drijfhout (1978) descubri6 la existencia de cinco genes de resistencia especificos, el bc-1,
bc-12, be-2, be-22 y be-3, y un gen no especifico (bc-u), requerido para la expresion de los
otros genes; ademas demostré que la mejor estrategia de control para el dafio del virus es
la combinacion del gen |y el gen bc-3.

Temple & Morales (1985) demostraron que los colores rojos en la semilla de frijol estaban
ligados a la susceptibilidad al BCMV, mientras que los colores rojos oscuros estaban
estrechamente ligados al gen (l) de necrosis.

Melotto et al (1996) desarrollaron el cebador SCAR SW13, a partir del marcador RAPD
OW13. El SW13 amplifico un solo fragmento de 690 pb ligado al gen dominante I, que
permitié6 de manera mas consistente la identificacion de plantas resistentes al BCMV.
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Ademas, se detectd la presencia del gen | usando SW13 en genotipos provenientes de
diferentes acervos de genes del frijol, lo que indica una amplia utilidad de este marcador
para los programas de mejoramiento del frijol.

Johnson, et al. (1997) desarrollaron el cebador SCAR ROC11, a partir del marcador RAPD
vinculados al locus bc-3. El marcador ROC11/350/420 era codominante con el gen bc-3 'y
el marcador ROC20/460 era dominante. Este cebador amplifica un solo fragmento de 420
pb, lo que permite la identifcacion del genotipo de plantas de frijol comun en locus de
resistencia a la enfermedad bc-3.

b. Virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV)

Blair & Beaver (1993) describieron el gen bgm-1 como responsable de la resistencia al
amarillamiento en A 429. Velez, Bassett, Beaver, & Molina, (1998) identificaron el gen
recesivo bgm-2 en la linea andina DOR303. Este gen evita la clorosis en las hojas y es una
fuente diferente al gen bgm-1 pero actia de una forma muy similar.

Ademas, propusieron la presencia del gen dominante Dwf, este gen evita el
achaparramiento de las plantas y es independiente de los demas genes de resistencia que
se han encontrado.

Garrido-Ramirez, Sudarshana, & Gilbertson (2000) estudiaron la composicién nucleotidica
del BGYMYV y, ademas, detectaron germoplasma originario de Mesoameérica resistente al
virus. Miklas et al., (2000) encontré un QTLmayor (SW12) en la linea DOR364, que genera
una resistencia complementaria a bgm-1.

Roméan et al. (2004) identificaron el gen dominante Bgp-1, este gen evita el enrollamiento
de las vainas, pero requiere de la presencia del gen bgm-1 para poder expresarse.

Blair et al. (2007) desarrollaron un marcador de region amplificada caracterizada por
secuencia codominante (SCAR-SR2), basado en un marcador de ADN polimérfico
amplificado aleatorio (RADP-R2) previamente identificado al gen de resistencia bgm-1. El
SR2 amplifico dos bandas a 570 pb y 530 pb, presentando resistencia en su combinacion
homocigota recesiva (bgm-1/bgm-1) y susceptibilidad en su combinacion homocigota
dominante (Bgm-1/Bgm-1) y heterocigota (Bgm-1/bgm-1) lo que permite la identificacion de
plantas resistentes al virus.
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Rodriguez, Faure, Benitez, & Beebe (2007) identificaron el marcador bgm-1 que confiere
resistencia al BGYMYV en lineas y variedades seleccionadas con buen comportamiento en
campo.

B.Mancha angular de la hoja (ALS) (Pseudocercospora griseola)

Sartorato et al., (2000) describieron el locus de resistencia mesoamericano, Phg-2,
identificado en México 54, este gen se encuentra en el cromosoma 8 a una distancia de 5,9
cM y 11,8 cM de los marcadores SNO2 y OPEO4, respectivamente. Ademas, este gen
presenta alelos potencialmente resistentes en Cornell 49-424, BAT 332, MAR 2, G10474 y
G109009.

Queiroz et al.,, (2004) y Goncalves-Vidigal et al., (2011) describieron el locus Phg-1,
identificado en AND277, este gen se encuentra en el cromosoma 1, a una distancia de 1.3
cM del marcador SH13.

Oblessuc et al. (2012), identificaron el QTL mayor Phg-5, presentes en dos cultivares
andinos CAL 1443 Y G5686. Goncalves-Vidigal et al., (2013) identificaron el locus
mesoamericano, Phg-3, presente en el cultivar Ouro Negro, este gen esta vinculado al
marcador G2303 a una distancia de 0 cM. Keller et al. (2015), Identificaron el QTL mayor
Pgh-4, presente en el cultivar andino G5686.

Segun Souza et al. (2016), se han identificado seis genes de resistencia al ALS: Phg-1, Phg-
2, Phg-22, Phg-3, Phg-4 y Phg-5. Los genes Phg-1, Phg-4 y Phg-5 son de origen andino, y
los genes Phg2 y Phg-3 son de origen mesoamericano.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Identificar genotipos que porten los marcadores asociados a los genes que confieren
resistencia a la mancha angular de la hoja (ALS), virus del mosaico comun del frijol (BCMV)
y virus del mosaico dorado del frijol (BGMYV) mediante seleccién asistida por marcadores
(SAM) moleculares en lineas de frijol (P. vulgaris).

3.2. Objetivos especificos

1. Identificar genotipos que portan los marcadores asociados a los genes que confiere la
resistencia a la mancha angular de la hoja (P. griseola) en 80 lineas F3 de frijoles
volubles.

2. Evaluar la presencia de los marcadores asociados a los genes que confieren resistencia
al virus del mosaico comun del frijol (BCMV) en 2 lineas de frijol.

3. Seleccionar genotipos que portan los marcadores asociados a los genes que confiere
la resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGMYV) en 95 lineas F2 de frijol.

4. HIPOTESIS

H1: Los marcadores moleculares de tipos SCAR permiten identificar la presencia del gen de
resistencia a la mancha angular de la hoja (Phg-1 y Pgh-2), virus del mosaico comun del
frijol (1 y bc-3) y virus del mosaico dorado del frijol (bgm-1y QTLswi2).
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5. METODOLOGIA

5.1. Material vegetal y genes para evaluar

Se utilizaron 177 lineas experimentales del programa de mejoramiento de frijol del ICTA.
Estas muestras se diagnosticaron para los genes: bgm-1, y QTLswi2 (BGYMV), | y bc-3
(BCMV), Phg-1y Phg-2 (ALS).

5.2. Marcadores moleculares

Se utilizaron marcadores tipo SCAR para identificar resistencia a mancha angular de la hoja
(Phg-1y Phg-2), virus del Mosaico comun del frijol (I y bc-3) y virus del mosaico dorado del
frijol (bgm-1 y QTLmayor).

En el cuadro 6 se presentan los marcadores moleculares tipo SCAR ligados a resistencia a
enfermedades utilizados en frijol.



(6T02) 1UIYdNS 7 Jeqo L :auan4

£€-911 1VO 1Vl 9VO £-099 191VOO
VOO VYVO VOO 991 - §| VIO 119VVOVIOO9Ol-S 004 ke 1 O NANADY ¢TMS
............ STT/0TT T-whq NNADG ddVvl1S
€- VO 991 99V £- 1V VWV
VO 091 29V IVO -G |IJVV 10D 09109V IVO -G 045/0€S T-wbq NNADG cdS
€- V11 D9V €011 100111
D9V JVO 09V IJVO -G | 1VV 11V IVO D9V JVO-§ 069 | AINDO9 ETMS
£-00 £-00VVlLOll
VYV OOV IOOL191VO9O-G|OVvD 111 01D 11V VOO -G 4% €99 AINDO4 11004
£- 91 VIO VLV £- OV OVV O1V
JvV 099 99V IOV -G |11V 099 99V DIV -S 068 2-bud SV ¢ONS
£€-VL 11D 9VO E- 1191V
oLV 9VO VOV 009 -G |11vO00VIOVIOIODIVvVO-S 0Zs T-Byd SV ETHS
9SJ9/A9Y BlOUaNdJasS plemioH elousandas AQQV epueq SN0l pepaswliajuy fe[nosjou
: : 9p ouewe | 0 uso lopedlepN

|oflu} us sopezi|in sepepawIajus k rloualsisal e sopebl| ¥YyDS odn salejndsjow saiopease "9 oipend

144




45

5.2.1. Marcador SH13

Este primer amplifica una banda a una altura de 520 pb, que indica la presencia del gen
dominante Phg-1 para la resistencia a la mancha angular de la hoja (ALS). (Queiroz et al.
2004)

5.2.2. Marcador SNO2

Este cebador identifica el gen Phg-2 que indica resistencia a la mancha angular de la hoja.
Presenta un tamafio de banda a 890 pb. (Nietsche et al. 2000; Miklas, 2002)

5.2.3. Marcador ROC11

Este primer indica la presencia del gen bc-3 resistente al virus del mosaico comun del frijol
(BCMV). Presenta un tamafio de banda de gen homocigota dominante a 420 pb. (Johnson
et al.1997)

5.2.4. Marcador SW13

Este cebador indica la presencia del gen | en los genotipos homocigotos dominantes o
heterocigotas (I/l o /i) en 690 pb confiriendo la resistencia al virus del mosaico comun del
frijol (BCMV), y no muestra la presencia de la banda del gen homocigota recesivo (i/i). (Haley
et al. 1994; Melotto et al. 1996)

5.2.5. Marcador SR2

Este primer indica la presencia del gen bgm-1 resistente al virus del mosaico dorado amarillo
del frijol (BGYMV). Posee un tamafo de 530 pb / 570 pb por lo que es co-dominante, y
expresa resistencia en 530 pb (homocigota recesivo bgm-1/bgm-1), susceptibilidad en 570
pb (homocigota dominante Bgm-1/Bmg-1) y cuando en las dos bandas estan presentes
(heterocigota Bgm1/bgm-1. (Urrea et al. 1996; Blair et al. 2007)
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5.2.6. Marcador STARP

Este es un primer co-dominante que indica la presencia del gen bgm-1 resistente al virus
del mosaico dorado amarillo del frijol (BGYMV). Posee un tamafo de banda de 110 pb /115
pb y expresa resistencia en 110 pb (homocigota recesivo bgm-1/bmg-1). (McClean et al.
(Sin publicar))

52.17. Marcador SW12

Este primer indica la presencia del QTLmayor que controla la resistencia al virus del mosaico
dorado amarillo del frijol (BGYMV) aumentando la eficiencia del gen bgm-1. Posee un
tamafo de 700 pb y expresa presencia del QTLmayor €n 700 pb. Este marcador es usado
como complemento del marcador SR2 ya que por si solo no proveera la proteccion
adecuada contra el virus del mosaico dorado amarillo del frijol severo. (Miklas et al. 2000;
Singh et al. 2000)

5.3. Siembray germinacion de materiales

Se sembraron diferente numero de semillas en cada linea de frijol en el invernadero del
laboratorio de biotecnologia del ICTA, para su germinacién bajo condiciones controladas,
ya que el numero sembrado dependio6 de la disponibilidad del material (figura 42A).

5.4. Coleccion de las muestras de tejidos

Las muestras se recolectaron a los 21 dias después de siembra, se colect6 el tejido de la
primera hoja trifoliada de dos plantas por cada linea de frijol en tubos de microcentrifuga.
Los tubos, posteriormente identificados, se trasladaron directamente al laboratorio para la
extraccion de ADN (figura 43A).



5.5. Extraccion de ADN

Con la ayuda de los morteros y pistilos se procedié a macerar las muestras y para la
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extraccion de ADN se utilizé el kit Wizard® Genomic DNA. Asimismo, se sigui6 el protocolo
de extraccion de ADN propuesto por Promega®© (figura 44A). En el cuadro 7 se presentan
el protocolo de extraccion de ADN, propuesto por Promega®©.

Cuadro 7. Protocolo de extraccion de ADN, propuesto por Promega®©.

Paso

Accioén

| volumen | Temperaturay tiempo

Preparar el lisado de la planta

Moler aproximadamente 40 mg de tejido
de hoja en nitrégeno liquido.

Agregar Nuclei Lysis Solution.

600 pL

Incubar.

65 °C durante 15 min

Agregar RNase Solution.

3 puL

Vortex.

30s

Incubar.

37 °C durante 15 min

N oo~ WN

Enfriar la muestra.

Temperatura ambiente
durante 5 min

Precipitacion de proteinas y rehidratacion del ADN.

Agregar Protein Precipitation Solution.

200 pL

Incubar.

5 min en hielo

Vortex.

30s

Centrifugar a 13.000 x g*. - 16.000 x g*.

3 min

bW NP

Transfiera el sobrenadante a un nuevo
tubo de microcentrifuga
gue contenga isopropanol a temperatura
ambiente.

600 pL

Mezclar por inversion y centrifugar a
13,000 x g*. — 16,000 x g*.

1 min

Descartar el sobrenadante y agregar
etanol al 70 %.

600 L

centrifugar a
13,000 x g*. — 16,000 x g*.

1 min

9

Descartar el etanol y secar el pellet al aire.

10

Agregar DNA Rehydration Solution.

50 pL

Fuente: Promega Corporation (2020).




5.6. Cuantificacion de ADN

Para cuantificar y determinar la calidad del ADN se procedio:
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e Se agregaron 90 uL de H20 destilada a la cubeta de cuarzo del espectrofotometro
BIORAD SmartSpec© 3000 y 10 yL de ADN de la solucién de ADN extraido (dilucion

1:10).

e Se leyo la absorbancia a 260 nm y 280 nm para determinar la cantidad y calidad del
ADN. Se cuantifico el ADN con un factor de conversion A260 nm 1.0 = 50.0 pg/mL.
e EIADN se diluyo en agua libre de nucleasas a 25 ng/uL para las amplificaciones de ADN

(figura 45A).

5.7. Mezcla de reaccién de PCR

Para la mezcla de reaccién de PCR se utilizaron 25 uyL que contenian 125 ng de ADN
gendmico, 1X de GoTag® G2 Green Master Mix, agua libre de nucleasas y 1 uM de cada
primer o cebador (forward y reverse) (figura 46A). En el cuadro 8 se presentan las

concentraciones y volumen para la mezcla de la reaccion de PCR.

Cuadro 8. Mezcla de reaccion de PCR para la amplificacién de los SCAR.

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen para una
inicial final reaccion
H2O | e | e 2.5puL
Iniciador Forward 10 uM 1puM 2.5 L
Iniciador Reverse 10 uM 1uM 2.5 uL
Go Taqg G2 Green
Master Mix 2 X 1X 12.5 uL
ADN molde (1:5) 25 ng/pL 125 ng 5L
Volumen final 25 pL

Fuente: Tobar & Suchini (2019).
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5.8. Amplificacion mediante PCR

Los marcadores que se utilizaron para determinar la tolerancia genética a enfermedades en
lineas de frijol se amplificaron por medio de PCR convencional en placas de 96 pozos en
un termociclador Marca Applied Biosystems Modelo Veriti® (figura 47A).

El cuadro 9 se muestra el programa de amplificacion que se utilizara para el tipo de
marcadores SCAR. Los diferentes tiempos y temperaturas de amplificacion para cada uno
de los marcadores tipo SCAR se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 9. Programa del termociclador para la amplificacion de los genes de resistencia a
enfermedades utilizando primers tipo SCAR.

Evento Numero de Ciclos | Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 1 94 2 min a5 min
Desnaturalizacion 94 10sa60s
Hibridacion 30 ciclos a 35 ciclos | Depende del primer 40's 260 S
Elongacioén 72 90sal20s
Elongacion final 1 72 5 min a7 min
Finalizacion 1 4 Indefinido

Fuente: Tobar & Suchini (2019).

Cuadro 10. Protocolos especificos de programas del termociclador para los genes de
resistencia a enfermedades en el cultivo de frijol.

Protocolos de PCR
Un ciclo de 2 min a 94 °C
35 ciclos
30sa94°C,60sab59°Cy90sa72°C
Un ciclo de 5 mina 72 °C.
Un ciclode 2 mina 94 °C
30 ciclos
30sa94°C,60sa65°Cy90sa72°C
Un ciclode 5 mina 72 °C.

Enfermedad Marcador

ALS SH13

ALS SNO2




Continuacion cuadro 10.
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BCMV

ROC11

Un ciclo de 2 min a 94 °C
34 ciclos
10sa94°C,40sab5°Cy120sa72°C
Un ciclo de 5 mina 72 °C.

BCMV

SW13

Un ciclo de 2 min a 94 °C
34 ciclos
10sa94°C,40sa67°Cyl1l20sa72°C
Un ciclo de 5 mina 72 °C.

BGYMV

SR2

Un ciclo de 2 min a 94 °C
34 ciclos
10sa94°C,40sa60°Cy120sa72°C
Un ciclo de 5 mina 72 °C.

BGYMV

SW12

Un ciclo de 60s a 94 °C
30 ciclos
30sa94°C,30sab59°Cy60sa72°C
Un ciclo de 5 mina 72 °C.

Fuente: Tobar & Suchini (2019).

5.9. Electroforesis

Después de la amplificacion, se realiz6 una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2
% con bromuro de etidio al 0.005 % de una solucién madre (10 mg/mL) en buffer 1X TBE
(trizma base, acido borico y acido etilendiaminotetraacético) (figura 48A).

En todos los genes se incluyeron una escalera de peso molecular de 50 pb al inicio y al final
de cada gel. Los geles se cargaron con los productos de PCR, uno por celda. Todas las
soluciones fueron recicladas para un maximo de 3 geles. La electroforesis se corrié a una
potencia de 125 voltios durante 2 hr (figura 49A). En el cuadro 11 se muestra la reparacién
de gel grande de agarosa al 2 %. La preparacion de buffer TBE 5 Xy 1 X se muestran en el

cuadro 12.
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Cuadro 11. Preparacion de gel grande de agarosa al 2 %.

Reactivo | Cantidad Concentracion final
Agarosa de
alta 8or Mezclar la agarosa con el buffer TBE y poner a calentar hasta
resolucion gue hierva mientras se agita. Retirar de la plancha y dejar
Buffer TBE 400 mL enfriar a 40 °C sin dejar de agitar. Agregar el bromuro de etidio
5x y servir en el tanque de electroforesis antes de solidificar,
Br_ornuro de 20 L colocar los peines.
etidio

Fuente: Tobar & Suchini (2019).

Cuadro 12. Preparacion de buffer TBE5 Xy 1 X.

Reactivo | Cantidad Concentracion final
Tris

108 gr

Colocar los reactivos en un beaker y agregar 60 mL de agua

Acido : . : egal
Bc')lrico 54 gr destilada, agitar. Cuando los reactivos estén disueltos aforar a 1
EDTA 35 ar L y filtrar. Para 1 X TBE colocar 4 partes de agua destilada por 1
Agua 29" | je 5 X TBE.

destilada 1L

Fuente: Tobar & Suchini (2019).

5.10.Visualizacién de los productos amplificados

Para la visualizacion de los productos amplificados se utilizé un transiluminador (3 UV™)
ajustado a 302 nm. Finalmente, se tomaron fotografias del gel, y a partir de los patrones de
bandas visualizados en los geles se codifico la informacion alélica en una matriz donde se
colocé el tamafio de cada banda por cada marcador en una hoja Excel, para identificar la
presencia o no de los genes de resistencia en las muestras evaluadas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Resistencia a la mancha angular de la hoja (ALS) (P. griseola)

6.1.1. Marcador molecular SCAR SNO2

Se sometieron las lineas a un proceso de seleccion asistida por marcador (SAM) molecular
para identificar plantas con genes phg-2 y phg-1. La ocurrencia de ambos genes proporciona
resistencia universal a las cepas de la mancha angular de la hoja (Nietsche et al. 2000;
Miklas, 2002; Queiroz et al. 2004a).

Para ellos, se seleccionaron 80 genotipos F3 de frijoles volubles establecidos por el
programa de mejoramiento de frijol del ICTA. De cada planta se tomé tejido en la primera
hoja trifoliada de dos plantas por cada linea de frijol para la extraccién de ADN siguiendo el
procedimiento propuesto por Promega®.

Para cada planta se amplificaron los fragmentos de ADN definidos por los oligonucleétidos
SNO2 y SW13, ligados a la presencia de los genes phg-2 y phg-1 respectivamente. De los
80 genotipos F3 de frijoles volubles evaluados con el marcador SCAR SNO2, 37 lineas de
frijol mostraron la banda de resistencia a la mancha angular a 890 pb, que indica la presencia
del marcador del gen de resistencia Phg-2.

En el cuadro 13 se aprecian los resultados del marcador molecular de tipo SCAR SNO2 para
la identificacion del gen Phg-2 para la resistencia al ALS en 80 lineas F3 de frijoles volubles.
Las amplificaciones del marcador SCAR SNO2 (890 pb) se muestran en las figuras 12 a 16.
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Figura 12. Amplificacion del SCAR SNO2 (890 pb) asociado al gen Phg-2 de resistencia a
la mancha angular de la hoja (ALS) en lineas F3 de frijoles volubles.

21 24 25 26 27 28 28 30 AN

Figura 13. Amplificacion del SCAR SNO2 (890 pb) asociado al gen Phg-2 de resistencia a
la mancha angular de la hoja (ALS) en lineas F3 de frijoles volubles.
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Figura 14. Amplificacion del SCAR SNO2 (890 pb) asociado al gen Phg-2 de resistencia a
la mancha angular de la hoja (ALS) en lineas F3 de frijoles volubles.

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70O 71

Figura 15. Amplificacion del SCAR SNO2 (890 pb) asociado al gen Phg-2 de resistencia a
la mancha angular de la hoja (ALS) en lineas F3 de frijoles volubles.
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Figura 16. Amplificacion del SCAR SNO2 (890 pb) asociado al gen Phg-2 de resistencia a
la mancha angular de la hoja (ALS) en lineas F3 de frijoles volubles.

Estas lineas son derivadas de la cruza con la linea G10474, la cual es una linea diferencial
que presenta el gen dominante Phg-2 de resistencia a la mancha angular de la hoja.
Ademas, el G10474 es de origen mesoamericano y confiere la resistencia a la raza 63-63
de P. griseola, una de las razas mas virulentas que supera la resistencia en todas las
variedades diferenciales de la mancha angular de la hoja (Mahuku, Jara, Cajiao, & Beebe,
2003; Mahuku et al. 2004).

El Phg-2 es el principal locus de resistencia que proporciona resistencia a diferentes razas
del patégeno, lo que confirma que Phg-2 es actualmente el locus de resistencia a la ALS
mas poderoso. (Nietsche et al. 2000)

El gen de resistencia Phg-2 fue identificado por primera vez por Sartorato et al. (2000) en la
fuente de resistencia México 54 y posteriormente descubierta en varias fuentes de
resistencia, como G10474 (Mahuku et al. 2004), MAR 2 (Ferreira et al. 2000), Cornell 49—
242 (Nietsche et al. 2000), Ouro Negro (Queiroz et al. 2004) y G10909 (Mahuku et al. 2011).

El marcador SCAR SNO2 indica la presencia del gen mesoamericano Phg-2 de resistencia
a la mancha angular raza 31-17 y 63-19 (Nietsche et al. 2000; Miklas, 2002). Sin embargo,
el marcador SNO2 se podria usar para identificar materiales resistentes a la raza 31-17 u
otras a las cuales el gen Phg-2 presente resistencia. (Sartorato et al., 2000)
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6.1.2. Marcador molecular SCAR SH13

Con el andlisis del marcador SH13 que indica la presencia del gen Pgh-1 (Queiroz et al.
2004) permitié identificar que 17 lineas presentaron la banda a 520 pb que expresa la
presencia de este marcador ligado al gen de resistencia de la mancha angular de la hoja
(ALS).

Segun Ragagnin et al. (2004) la presencia del gen Phg-1 de origen andino AND 277 expresa
la resistencia a la raza 63-23 de mancha angular de la hoja, este gen fue identificado por
Carvalho et al. (1998) al estudiar una poblacion F2 del cruce AND 277 9 Ruda’ inoculado
con la raza 63-23 de P. griseola.

En el cuadro 13 se aprecian los resultados del marcador molecular de tipo SCAR SH13 para
la identificacion del gen Phg-1 para la resistencia al ALS en 80 lineas F3 de frijoles volubles.
Las amplificaciones del marcador SCAR SH13 (520 pb) se muestran en las figuras 17 a 21.

Figura 17. Amplificacién del SCAR SH13 (520 pb) asociado al gen Phg-1 de resistencia a la
mancha angular de la hoja (ALS) en lineas F3 de frijoles volubles.



Figura 18. Amplificacién del SCAR SH13 (520 pb) asociado al gen Phg-1 de resistencia a la
mancha angular de la hoja (ALS) en lineas F3 de frijoles volubles.
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Figura 19. Amplificacion del SCAR SH13 (520 pb) asociado al gen Phg-1 de resistencia a la
mancha angular de la hoja (ALS) en lineas F3 de frijoles volubles.
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Figura 20. Amplificacion del SCAR SH13 (520 pb) asociado al gen Phg-1 de resistencia a la
mancha angular de la hoja (ALS) en lineas F3 de frijoles volubles.

Figura 21. Amplificacion del SCAR SH13 (520 pb) asociado al gen Phg-1 de resistencia a la
mancha angular de la hoja (ALS) en lineas F3 de frijoles volubles.

Los resultados con los marcadores moleculares muestras que de las 80 lineas evaluadas
solo las lineas ICTA ALTENSE/G10474 172-459-F5, GUATE300/G2333 68-171-139-F5,
CH2019-21 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU, CH2019-22 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU,
CH2019-23 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU, CH2019-15 sel-Ind F2-3 G10474/ HUNAPU,
CH2019-53 Col.NAC.ARB Guate-421, CH2019-200 Col.NAC.ARB Guate-116, CH2019-190
Col.NAC.ARB Guate-89, CH2019-202 Col.NAC.ARB Guate-118, CH2019-78 Col.NAC.ARB
Guate-542, CH2019-46 Col.NAC.ARB Guate-388, CH2019-45 Col.NAC.ARB Guate-386,
CH2019-209 Col.NAC.ARB kakakinac, CH2019-163 Col.NAC.ARB vaina blanca, y
GUATE304/G2333 81-212-171-F5 presentaron los dos genes que confieren en la
resistencia a la mancha angular de la hoja (cuadro 13).
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La combinacion de estos dos genes de resistencias deberia proporcionar una resistencia
mas eficiente y duradera. Esto es debido a la gran variabilidad del hongo P. griseola y la
mejora de variedades resistentes a la enfermedad requerira la introduccion de genes de
resistencia de origen andino y mesoamericano (Mahuku, Jara, Cajiao, & Beebe, 2003).

Los programas de mejoramiento genético han utilizado la practica de la piramide genética,
con el objetivo de desarrollar cultivares que presenten un nivel mas amplio y eficiente de
nivel de resistencia. (Muhomi et al., 2011)

Arus y Merono-Gonzalez (1993) afirma que con el uso de marcadores moleculares en la
seleccidn de cultivares resistentes es rapido y confiable, ya que no depende de la interaccion
con el entorno. Ademas, para obtener cultivares resistentes se debe comprender los genes
involucrados y las posibles interacciones que pueden ocurrir entre ellos. (Bassi, 2014)

La gran diversidad genética para este hongo, en sus diferentes formas de razas fisiologicas,
dificulta el desarrollo y uso de cultivares resistentes (Sartorato, 2002; Mahuku et al., 2003).
Varios estudios indican niveles considerables de variabilidad entre y dentro de las
poblaciones de P. griseola (Stenglein et al., 2003). Como resultado, los cultivares que se
comportan como resistentes en ciertas regiones son susceptibles en otras. (Sartorato &
Rava 1994)

Diaz (2001) recomienda que las evaluaciones de la reaccion a la mancha angular de la hoja
deben hacerse cuando la enfermedad este bien establecida, y las plantas y testigos
susceptibles expresan sintomas de severidad bien definidos.

Cuadro 13. Resultados de los marcadores moleculares de tipo SCAR para identificar la
presencia del gen Phg-2 y Phg-1 para ALS en 80 lineas F3 de frijoles volubles.

No. Enfermedad Mancha angular de la hoja (ALS)
(Phaeoisariopsis griseola)
Gen Phg-2 Phg-1
Marcador molecular SNO2 (D) SH13 (D)
1 ICTA ALTENSE/G2333 152-
382-F5 ) )
2 ICTA ALTENSE/G10474
168-453-F5 ) )
3 ICTA ALTENSE/G10474 N N
172-459-F5
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4 ICTA HUNAPU/G10474 173-
460-F5
5 CH2019-26 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
6 CH2019-27 sel-Ind F2-3
G10474/HUNAPU
7 CH2019-28 sel-Ind F2-3
G10474/HUNAPU
8 CH2019-29 sel-Ind F2-3
G10474/HUNAPU
9 GUATE427/G2333 111-278-
230-F5
10 GUATES39/G2333 121-296-
F5
11 GUATE16/G2333 140-336-
310-F5
12 GUATE306/G2333 148-358-
F5
13 ICTA ALTENSE/G2333 151-
381-407
14 CH2019-16 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
15 CH2019-17 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
16 CH2019-18 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
17 CH2019-19 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
18 CH2019-20 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
19 GUATE300/G2333 68-171-
139-F5
20 CH2019-36 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
21 CH2019-37 sel-Ind F2-3

G10474/ HUNAPU
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22 CH2019-21 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
23 CH2019-22 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
24 CH2019-23 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
25 CH2019-24 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
26 CH2019-25 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
27 CH2019-11 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
28 CH2019-12 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
29 CH2019-13 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
30 CH2019-14 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
31 CH2019-15 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU
32 CH2019-89 Col.NAC.ARB
Guate-560
33 CH2019-81 Col.NAC.ARB
Guate-547
34 CH2019-83 Col.NAC.ARB
Guate-550
35 CH2019-236 Col.NAC.ARB
Guate-681
36 CH2019-53 Col.NAC.ARB
Guate-421
37 CH2019-200 Col.NAC.ARB
Guate-116
38 CH2019-190 Col.NAC.ARB
Guate-89
39 CH2019-202 Col.NAC.ARB
Guate-118
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40 CH2019-78 Col.NAC.ARB
Guate-542
41 CH2019-191 Col.NAC.ARB
Guate-96
42 GUATE305/G10474 94-226-
190-F5
43 GUATE305/G10474 96-228-
192-F5
44 GUATE305/G10474 97-229-
192-F5
45 GUATE305/G10474 98-230-
192-F5
46 GUATE305/G10474 99-231-
194-F5
47 CH2019-73 Col.NAC.ARB
Guate-537
48 CH2019-86 Col.NAC.ARB
Guate-553
49 CH2019-46 Col.NAC.ARB
Guate-388
50 CH2019-23 Col.NAC.ARB
Guate-161
51 CH2019-90 Col.NAC.ARB
Guate-561
52 CH2019-80 Col.NAC.ARB
Guate-45
53 CH2019-24 Col.NAC.ARB
Guate-167
54 CH2019-45 Col.NAC.ARB
Guate-386
55 CH2019-189 Col.NAC.ARB
Aguacatan-85
56 CH2019-154 Col.NAC.ARB
Guate-1339
57 CH2019-209 Col.NAC.ARB

kakakinac
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58 CH2019-197 Col.NAC.ARB
tac.tic 110
59 CH2019-163 Col.NAC.ARB
vaina blanca

60 G101/G2333 1-2-8 F5

61 GUATE?28/G2333 6-16-35-F5

62 CH2019-35 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

63 GUATE304/G2333 81-212-

171-F5
64 GUATE305/G2333 93-225-
190-F5

65 CH2019-30 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

66 CH2019-31 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

67 CH2019-32 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

68 CH2019-33 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

69 CH2019-34 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

70 CH2019-1 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

71 CH2019-2 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

72 CH2019-3 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

73 CH2019-4 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

74 CH2019-5 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

75 CH2019-6 sel-Ind F2-3

G10474/ HUNAPU
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76

CH2019-7 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

77

CH2019-8 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

78

CH2019-9 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

79

CH2019-10 sel-Ind F2-3
G10474/ HUNAPU

80

Gorgojos PR103-129
progenitor 12

NOTA:

D = Marcador dominante.
+ = Presencia de la banda de 890 pb del marcador SNO2 de genotipo homocigota
dominante (I/1) o Heterocigota (l/i); presencia de la banda de 520 pb del marcador SH13

de genotipo homocigoto dominante (I/1) o heterocigota (I/i).

- = Ausencia del marcador SNO2 en plantas susceptibles de genotipo homocigota
recesivo (i/i); ausencia del marcador SH13 en plantas susceptibles de genotipo
homocigota recesivo (i/i).
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6.2. Resistencia al virus del mosaico comun del frijol (BCMV)

Con el objetivo de evaluar la presencia de los genes asociados a la resistencia al virus del
mosaico comun del frijol (BCMV), se corrieron dos marcadores moleculares de tipo SCAR,
para la linea avanzada de frijol NSMC17524-12 y para ICTA Ligero, para el diagnéstico a la
enfermedad se utilizaron dos cebadores ROC 11 y SW13, que se encuentran ligados a la
presencia de los genes | y bc-3, respectivamente.

En la figura 23 se muestran las Bandas generadas por el primer ROC11 en ADN de lineas
de frijol comun para identificar la presencia del gen bc-3 asociado a la resistencia al virus
del mosaico comun (BCMV). Las bandas generadas por el primer SW13 en ADN de lineas
de frijol comun para identificar la presencia del gen | asociado a la resistencia al virus del
mosaico comun (BCMV) se aprecia en la figura 22.

690ph
P d 690ph

2 2 2

Figura 22. Bandas generadas por el primer SW13 (690 pb) en ADN de lineas de frijol comdn
para identificar la presencia del gen | asociado a la resistencia al virus del mosaico comun
(BCMV). E. Escalera 1. ICTA Ligero 2. Linea NSMC17524-12.
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Figura 23. Bandas generadas por el primer ROC11 (420 pb) en ADN de lineas de frijol
comun para identificar la presencia del gen bc-3 asociado a la resistencia al virus del
mosaico comun (BCMV). E. Escalera 1. ICTA Ligero 2. Linea NSMC17524-12.

El marcador ROC11 amplifica un solo fragmento de 420 pb, lo que permite la identificacion
del genotipo de plantas de frijol comun en locus de resistencia a la enfermedad bc-3.
(Johnson et al., 1997)

El SW13 es un marcador dominante, que amplifica un solo fragmento de 690 pb ligado al
gen |, que permite de manera mas consistente la identificacion de plantas resistentes al
BCMV. Ademas, se detecta la presencia del gen | usando SW13 en genotipos provenientes
de diferentes acervos de genes del frijol, lo que indica una amplia utilidad de este marcador
para los programas de mejoramiento del frijol. (Haley et al., 1994; Melotto et al, 1996)

Es importante resaltar que el Marcador SW13 ha llegado a detectar a cortas distancias del
gen | (1.00 cM = 0.70 cM en poblaciones N84004/Michelite) y se ha comprobado que la
presencia y ausencia del SCAR corresponden a la presencia o ausencia del gen | en
genotipos tanto de origen Mesoamericano como Andino. (Singh et al., 1991)

Para la linea avanzada NSMC17524-12 evaluada con el marcador SW13 fue positiva para
el gen | que confiere resistencia al virus del mosaico comun, pero esta linea dio negativo al
marcador ROC11 del gen de resistencia bc-3. Para el testigo ICTA que fue el ICTA Ligero
hubo presencia de ambos genes de resistencia al virus del mosaico comun (BCMV), | y bc-
3, ya que esta variedad presenta resistencia a esta enfermedad (Gillespie, 1999).

Segun Anaya et al. (2018), el uso de variedades con resistencia especifica a los virus
predominantes en cada region contribuira a reducir las pérdidas y la diseminacién de estos
virus dentro y entre regiones productoras.
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Segun Kelly (1997) la mejor combinacion de genes para brindar una amplia resistencia al
virus del mosaico comun es la combinacién de los genes | y bc-3, ya que estos son
independientes y actlan utilizando diferentes mecanismos de defensa. Ademas, se ha
determinado que cuando existe un solo gen confiriendo resistencia a una enfermedad, sera
mas facil que el patdbgeno supere al gen y la planta rompa resistencia.

En el cuadro 14 se muestran los resultados de los marcadores moleculares de tipo SCAR
para identificar la presencia del gen bc-3 y |, respectivamente, para virus del mosaico comun
en 2 lineas frijol.

Cuadro 14. Resultados de los marcadores moleculares SCAR para identificar la presencia
del gen bc-3 y | para virus del mosaico comun en dos lineas frijol.

Muestra Enfermedad Virus del mosaico comun (BCMV)
Gen BC-3 I
Marcador molecular RCO11 (D) SW13 (D)
ICTA Ligero + +
ICTA Ligero
ICTA Ligero
ICTA Ligero
ICTA Ligero
ICTA Ligero
ICTA Ligero
ICTA Ligero
NSMC17524-12 -
NSMC17524-12 -
NSMC17524-12 -
NSMC17524-12 -
NSMC17524-12 -
NSMC17524-12 -
NSMC17524-12 -
NSMC17524-12 -

e N S N I

NININNNN NN R R R R R R R e
A F|H ||| |||+

NOTA:

D = Marcador dominante.

+ = Presencia de la banda de 420 pb del marcador ROC11 de genotipo homocigota dominante
(I1) o heterocigota (I/i); presencia de la banda de 690 pb del marcador SW13 de genotipo
homocigota dominante (I/I) o heterocigota (I/i).

- = Ausencia del marcador ROCL11 en plantas susceptibles de genotipo homocigota recesivo (i/i);
ausencia del marcador SW13 en plantas susceptibles de genotipo homocigota recesivo (i/i).
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6.3. Resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV)

6.3.1. Marcador molecular SCAR SR2

Para identificar la presencia del gen bgm-1 en los 95 genotipos F2 de ICTA Ligero x Rojo
papa e ICTA Ligero x rojo seda se utilizaron dos marcadores diferentes, el SCAR SR2 vy el
STARP CHUP 1 (McClean et al. Sin publicar).

Con el marcador SR2 se puede mostrar las bandas indicadoras para el gen bgm-1 en cuatro
formas: homocigota recesiva (530 pb), homocigota dominante (570 pb), heterocigota (530
pb / 570 pb) y sin el gen (sin banda). Ademas, de que su resistencia conferida por el gen
bgm-1 para el BGYMV es recesivo. (Blair et al. 2007)

La evaluacion con el marcador SR2 permitié identificar que 11 genotipos amplificaron
bandas de 530 pb que indican la presencia de los alelos recesivos del gen bmg-1. Cuarenta
nueve genotipos amplificaron las dos bandas, 530 pb y 570 pb, indicando que son lineas
heterocigotas para el gen bgm-1, estas lineas continuaran segregando por el caracter
heterocigota del gen; mientras que 35 genotipos amplificaron la banda a 570 pb asociada
con la presencia del gen homocigoto dominante bgm-1, por lo que son susceptibles a las
razas que superan este gen de resistencia al BGYMV. Estas pueden ser eliminadas, ya que
no tienen posibilidad de poseer la caracteristica deseable de resistencia.

En el cuadro 15 se presentan los resultados del marcador molecular de tipo SCAR SR2 para
la identificacion del gen bgm-1 para la resistencia al BGYMV en lineas F2 de las poblaciones
ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda. Las amplificaciones del
marcador SR2 (530 pb / 570 pb) se muestran en las figuras 24 a 29.
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Figura 24. Amplificacién del SCAR SR2 (530 pb / 570 pb) asociado al gen bgm-1 que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 25. Amplificacién del SCAR SR2 (530 pb / 570 pb) asociado al gen bgm-1 que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 26. Amplificacion del SCAR SR2 (530 pb / 570 pb) asociado al gen bgm-1 que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 27. Amplificacion del SCAR SR2 (530 pb / 570 pb) asociado al gen bgm-1 que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 28. Amplificacién del SCAR SR2 (530 pb / 570 pb) asociado al gen bgm-1 que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.

Figura 29. Amplificacién del SCAR SR2 (530 pb / 570 pb) asociado al gen bgm-1 que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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6.3.2. Marcador molecular STARP

Con el marcador STARP, 40 lineas amplificaron la banda a 110 pb que indica la presencia
del gen recesivo bgm-1 que confiere resistencia al BGYMV. El marcador SR2 se ha estado
utilizado por afios en el laboratorio de Biotecnologia del ICTA, mientras que el STARP se
validé en el laboratorio en el afio 2019, este marcador fue desarrollado recientemente con
una metodologia mas moderna.

Se esperaba que el marcador STARP fuera mas confiable y preciso, sin embargo, ambos
marcadores mostraron que pocas lineas son positivas para el gen bgm-1, lo que indica que
el marcador SR2 también es un marcador confiable.

En el cuadro 15 se presentan los resultados del marcador molecular de tipo STARP para la
identificacion del gen bgm-1 para la resistencia al BGYMV en lineas F2 de las poblaciones
ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda. Las amplificaciones del
marcador STARP (110 pb / 115 pb) se muestran en las figuras 30 a 35.
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Figura 30. Amplificacién del marcador STARP (110 pb / 115 pb) (110/115 pb) asociado al
gen bgm-1 que confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas
F2 de las poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 31. Amplificacién del marcador STARP (110 pb / 115 pb) asociado al gen bgm-1 que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 32. Amplificacién del marcador STARP (110 pb / 115 pb) asociado al gen bgm-1 que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 33. Amplificacién del marcador STARP (110 pb / 115 pb) asociado al gen bgm-1 que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 34. Amplificacion del marcador STARP (110 pb / 115 pb) asociado al gen bgm-1 que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 35. Amplificacién del marcador STARP (110 pb / 115 pb) asociado al gen bgm-1 que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.

6.3.3. Marcador molecular SCAR SW12

El marcador de tipo SCAR SW12 fue desarrollado del marcador RAPD SW12.700 ligado al
QTL localizado en el grupo de ligamiento B04 (Miklas et al. 2000; Singh et al. 2000).
Asimismo, este cebador complementa la resistencia para BGYMV, permitiendo identificar
gue 80 lineas de la poblacion F2 amplificaron la banda a 700 pb que indica la presencia del
marcador de resistencia al QTLmayor-.

En el cuadro 15 se presentan los resultados del marcador molecular de tipo SCAR SW12
para la identificacion del QTLmayor para la resistencia al BGYMV en lineas F2 de las
poblaciones ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda. Las amplificaciones
del marcador SW12 (700 pb) se muestran en las figuras 36 a 41.
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Figura 36. Amplificacion del SCAR SW12 (700 pb) asociado al QTLwmayor de resistencia al
virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las poblaciones ICTA Ligero *
Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 37. Amplificacion del SCAR SW12 (700 pb) asociado al QTLwmayor de resistencia al
virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las poblaciones ICTA Ligero *
Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 38. Amplificaciéon del SCAR SW12 (700 pb) asociado al QTLwmayor de resistencia al
virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las poblaciones ICTA Ligero *
Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 39. Amplificacion del SCAR SW12 (700 pb) asociado al QTLwmayor de resistencia al
virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las poblaciones ICTA Ligero *
Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Figura 40. Amplificacion del SCAR SW12 (700 pb) asociado al QTLwmayor de resistencia al
virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las poblaciones ICTA Ligero *
Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.

Figura 41. Amplificacién con el marcador tipo SCAR SW12 (700 pb) asociado al QTLwmayor
de resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) en lineas F2 de las poblaciones
ICTA Ligero * Rojo de Papa e ICTA Ligero x Rojo de Seda.
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Ademas, el marcador SW12 es usado como complemento del marcador SR2 ya que por si
solo no proveera la proteccion adecuada contra el virus del mosaico dorado del frijol severo.

Una combinacién de seleccion directa de la enfermedad y el uso de marcadores como SR2
y SW12 deberian facilitar la ampliacién de la resistencia a BGMYV. EIl marcador SCAR
SW12 vinculado con el QTLmayor Y €l marcador SCAR SR2 vinculado con el gen bgm-1
fueron reportados como los uUnicos genes encontrados hasta la fecha que imparten
resistencia contra el BGYMV susceptibles de SAM. (Lopez et al. 2003)

La amplificacion de un fragmento de diferente tamafio a partir del enlace de los cebadores
para el SCAR SW12 (Singh et al. 2000) con el QTL de BGYMV localizado en los
cromosomas Pv04 se reportd que cosegregaba de forma codominante con el gen Co-9
(Méndez-Vigo et al. 2005) y, por lo tanto, apoya la presencia del QTL de resistencia a
BGYMV en el grupo de genes de resistencia B4.

Segun Beebe et al., (1995); Singh et al., (2000), el gen bgm-1 es el mas importante para
conferir resistencia a BGYMV, donde el cebador SR2 ligado a este gen se asociada con la
resistencia a los sintomas generales de la enfermedad como el amarillamiento o clorosis,
pero no con sintomas como el enanismo, que se relaciona con otros factores de resistencia
como el gen DWF (Blair et al., 2007).

Otros genes de resistencia como Bgp-1 se encuentran ligados al desarrollo normal de las
vainas durante la infeccion (Acevedo-Roman et al., 2004), o el marcador SW12 que esta
asociado a la resistencia a esta enfermedad cuando estan presentes con el gen bgm-1.
(Miklas et al. 2000; Singh et al. 2000)

Segun Blair, Fregene, Beebe & Ceballos (2007) el bgm-1 se comporta como un gen
recesivo, por lo que la seleccién fenotipica en las primeras generaciones seria ineficiente
en la recuperacion del gen en el estado heterocigoto. En este caso, la seleccion de la
generacion temprana con SAM se limitaria a la seleccion negativa contra plantas
homocigotas dominantes y heterocigotas, y esto eliminaria los genotipos portadores de
alelos potencialmente utiles. De hecho, SAM es imposible en generaciones como la F1 o
BC1F1 para el progenitor susceptible cuando no existen plantas homocigotas recesivas.

Segun Goyzueta & Chicas (2014) la utilizaciébn de marcadores moleculares en poblaciones
F2 facilita la caracterizacién en generaciones tempranas en una poblacién con la presencia
de genes asociados a la resistencia del virus del mosaico dorado del frijol, ademas esto
permitira el avance de la seleccion en campo e invernadero para el potencial desarrollo de
lineas mejoradas y para la validacion comercial.
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Cuadro 15. Resultados de la evaluacion de 95 lineas F2 de frijol con los marcadores
moleculares SCAR gque indican la presencia de los genes de resistencia al virus del mosaico
dorado del Frijol (SR2, STARP y SW12 del gen bgm-1 y QTL mayor, respectivamente).

No Enfermedad Virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV)
Gen bgm-1 bgm-1 QTLmayor
Marcador molecular SR2 (CD) STARP (CD) SW12 (D)
ICTA Ligero * Rojo de Papa (Resistencia en campo)
1 1-21 - - +
2 2-2 H - +
3 2-20 - + +
4 2-23 + + +
5 2-47 H + +
6 2-54 - - +
7 3-11 H + +
8 7-8 - - +
9 7-25 H + +
10 7-41 - - +
11 7-52 H + +
12 9-45 - - +
13 10-1 - + +
14 10-19 H + +
15 12-37 H + +
16 13-5 H + -
17 13-47 H + +
18 15-22 H + +
19 16-46 - - +
20 48-14 + + +
21 18-31 H + +
22 19-4 - + +
23 19-7 - + +
24 20-3 H + +
ICTA Ligero * Rojo de Seda (Resistencia en campo)
25 1-7 - - +
26 1-17 + + +
27 3-18 H - +
28 3-22 H - +
29 5-13 H - +
30 5-20 H - -
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31 5-25 H -

32 7-8 - + -
33 7-16 H - +
34 7-24 - - +
35 8-4 H - +
36 10-28 H - +
37 10-21 - + -
38 12-9 + - +
39 15-10 H - +
40 15-27 - - +
41 17-26 - - +
42 18-14 - - +
43 18-15 - - -
44 19-19 H + +
45 21-3 H - +
46 21-5 H - +
47 23-6 H - -

ICTA Ligero * Rojo de Seda (Suceptibles en campo)

48 1-5 - - -
49 1-15 - - +
50 3-10 H - +
51 4-13 + + +
52 6-10 + + +
53 7-21 H - +
54 8-11 H - +
55 9-11 - - +
56 10-10 H - -
57 13-3 + + +
58 14-12 H - +
59 19-9 H - +
60 16-3 H + +
61 17-11 H - +
62 20-15 H - +
63 21-8 - - +
64 22-2 + + -
65 25-6 H - +
66 26-4 H + +
67 27-7 + + +
68 28-7 H - +
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69 39-1 - - +
70 41-8 H - +
71 44-6 - - -
ICTA Ligero * Rojo de Papa (Suceptibles en campo)
72 1-2 H + +
73 1-9 H + +
74 3-21 H + +
75 4-18 H + +
76 5-6 + - +
77 6-4 - - +
78 6-12 - + +
79 7-3 H + +
80 9-1 H + +
81 11-9 H + +
82 12-11 H + +
83 13-2 H - -
84 14-8 - - -
85 19-14 + + +
86 20-19 H + -
87 21-3 H - -
88 24-2 - - +
89 26-13 - - +
90 34-11 - + +
91 36-10 - - +
92 40-9 - + -
93 43-11 - - +
94 43-14 - + +
95 16-14 H - -
NOTA:

D = Marcador dominante.

CD = Marcador codominante.
+ = Presencia de banda de 530 pb con el marcador SR2, lo que indica el genotipo resistente
homocigota recesivo (bgm-1/bgm-1); presencia de banda de 110 pb con el marcador STARP, lo que
indica el genotipo resistente homocigota recesivo (bgm-1/bgm-1); presencia de banda de 700 pb del
marcador SW12 para la presencia del QTL mayor.
- = Ausencia de banda 530 pb, indica ausencia del marcador SR2 en plantas de genotipos
susceptibles homocigotas dominante (Bgm-1/Bgm-1); ausencia de banda 110 pb, indica ausencia
del marcador STARP en plantas de genotipos susceptibles homocigotas dominante (Bgm-1/Bgm-1)
y heterocigota (Bgm-1/bgm-1); ausencia del marcador SW12 del QTL mayor.
H = Planta heterocigota (Bgm-1/bgm-1).
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7. CONCLUSIONES

1. En las 80 lineas F3 de frijoles volubles evaluadas para identificar los genotipos que
portan los marcadores asociados a los genes que confieren la resistencia a la mancha
angular de la hoja (ALS), se confirma que 37 lineas fueron resistentes al gen Phg-2y 17
lineas mostraron resistencia al gen Phg-1. Sin embargo, 16 lineas presentaron los dos
genes que confieren resistencia a la ALS. La introduccion y combinacion de genes con
resistencia de origen andino y mesoamericano, Phg-1y Phg-2 respectivamente, debera
proporcionar una resistencia mas eficiente y duradera a la enfermedad.

2. La evaluacion de la presencia de los marcadores asociados a los genes que confieren
la resistencia al virus del mosaico comun del frijol (BCMV), permitié identificar que la
linea NSMC17524-12 es positiva para el gen |, pero negativa para el gen bc-3. Mientras,
que el ICTA Ligero tuvo presencia de ambos genes de resistencia al BCMV, 1y bc-3, ya
que la variedad presenta resistencia a la enfermedad.

3. Enlas 95 lineas F2 de la poblacion ICTA Ligero x Rojo papa e ICTA Ligero x Rojo seda,
con el marcador SR2 se identificaron 11 lineas resistentes al gen homocigota recesivo
bgm-1 y con el marcador STARP, se determind 40 lineas presentan el gen bgm-1 de
resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV). Ademas, con el marcador
SW12 nos permitié identificar que 80 genotipos son portadores del QTLmayor que
confieren a la resistencia al virus.
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8. RECOMENDACIONES

A continuacioén, en base a los resultados y metodologia realizada se enumeran una serie de
recomendaciones cuya implementacion son de vital importancia para el potencial desarrollo
de materiales cultivares con resistencias a las enfermedades evaluadas.

1. Continuar el avance por seleccién en campo e invernadero de las lineas de frijol que
resultaron positivos para la presencia del marcador molecular asociado al gen que
confiere resistencia a la mancha angular de la hoja (ALS), para el potencial desarrollo
de lineas mejoradas y para la validacién comercial.

2. Continuar el avance por seleccion en campo e invernadero de las lineas de frijol que
resultaron positivos para la presencia del marcador molecular asociado al gen que
confiere resistencia al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMV) para el potencial
desarrollo de lineas mejoradas y para la validacion comercial.

3. Seguir validando marcadores moleculares de reciente publicacidn para realizar seleccion
asistida y asi poder sustituir a los marcadores que se encuentren desactualizados.

4. Se recomienda, para futuras investigaciones con los marcadores moleculares
evaluados, contar con los genotipos testigos positivos. Esto ayudara para evitar falsos
negativos y corroborar que la PCR se llevé a cabo en buenas condiciones.
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10. ANEXOS

Fuente: elaboracion propia, 2021.

Figura 42A. Lineas de frijol sembradas en el invernadero del laboratorio de Biotecnologia
del ICTA A. Lineas de frijol para la evaluacion del gen de resistencia a la mancha angular
de la hoja (ALS) B. Lineas de frijol para la evaluacién del gen de resistencia al virus del

mosaico comun (BCMV).
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Fuente: elaboracion propia, 2021.

Figura 43A. Coleccion del tejido vegetal. A. Coleccién de la primera hoja trifoliada B. Tubos
de microcentrifuga identificados.

Fuente: elaboracion propia, 2021.

Figura 44A. Kit de extraccion de ADN.



Figura 45A. ADN extraido de las lineas de frijol.
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Fuente: elaboracion propia, 2021.

Figura 46A. Mezcla de la reaccion de los PCR.

Fuente: elaboracion propia, 2021.



Figura 47A. Termociclador empleado en el proceso de PCR.

Figura 48A. Preparacion del gel de agarosa al 2 %.
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Fuente: elaboracion propia, 2021.

Fuente: elaboracion propia, 2021.
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=
Fuente: elaboracién propia, 2021.

Figura 49A. Sistema de electroforesis horizontal empleado para la separacion de
fragmentos de ADN.
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