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M. C. José Cruz J iménez Galindo!

Resumen
Con base a la relacion que algunos marcadores
presentan con caracteres fenotipicos de interés, el
presente trabajo tuvo como objetivo buscar
marcadores de DNA asociados a resistencia o
susceplibilidad a Fusariym oxysporum f. sp
Phaseoli (Fop) en trijol.
Se realizaron cruzamientog de frijol, comiin bayo
blanco (Phaseolys vulgaris L.y y tepary (Paseolus
acttifolius Asa Gray) con pinto americano, que
presentan fenotipos contrastantes de resistencia y
susceptibilidad a2 Fop, Tanto los progenitores
como las progenies F1 ¥ F2 expuestos al ataque
de Fop fueron analizados con la técnica DAF.
PCR. Los productos de PCR se separaron en
geles de acrilamida 59 Y los genotipos bajo
estudio se compararon en  funcién de [og
polimorfismos que exhibieron.
La comparacion de las huellas de DNA permitié
detectar polimorfismos nuevos y compartidos en
la progenie F1, indicando el éxito de las cruzas
realizadas. Respecto al andlisis tanto de [og
progenitores y progenies F1 ¥y F2 expuestos al
ataque de Fop, se detectaron bandas polimérficas
de DNA asociadas a resistencia y susceptibilidad
al hongo fitopatégeno. Este tlfimo tipo de
resultados  concuerda cop lo que sefialan
Michelmore er. g, (1991), quiencs mencionan
que una poblacién F2 provee mayor amplitud
genética que una poblacién derivada de up
retrocruce. También los resultados estdn de
acuerdo con Beebe Y Pedraza (1998), quienes
sefialan al frijol como un cultivo tractivo para
marcar genes de resistencia Ya que exhiben
bastante polimorfismo para estudios de DNA.

Palabras clave: Marcadores moleculares, Frijol,
Fusarium oxysporum {. Sp. phaseol;,

1 Tesista
2 Director de tesis

Dra. Ernesting Valadez Moctezuma?

Abstract
Based on the relation that some markers have
with  phenotypic characters of interest, the
present research has as jts objective the search
for DNA markers assoclated with resistance or
susceptibility to  Fusarium oxysporum f. sp,
Pphaseoli (Fop) in beans,
Crossbreeding was carried out between different
varieties of beans. The common white bayo
(Phaseolus vudgaris 1..) and tepary (Paseolus
acuiifolius Asa Gray) were crossed with the
American pinto, which present  conirasting
phenotypes of resistance and susceptibility 1o
Fop. Both, progenitors and F1 and 72 offspring
exposed to Fop's attack were analyzed with
DAF-PCR technology. PCR products  were
separated in 5 9 acrylamide gels and the
genotypes studied were compared depending on
the polymorphisms exhibited
Comparison of DNA traces made it possible to
detect new and shared polymorphisms in F1
offspring, indicating  the ~ success of the
crossbreeding catried out. The analysis showed
that bands associated with  resistance and
susceptibility to pathogenic fungi were detected
in progenitors and F| and F2 offspring exposed
to Fop's attack,
These results agree with Michelmore ef qf
(1991), who mentions that an F2 population
provides more genetic range than a population
derived from backcrossing, Results also agree
with Beebe and Pedraza (1998), who indicate
beans as an attractive crop to mark geng
resistance  since they  exhibit enough
polymorphism for DNA research,

Key Words: Molecular markers, Beans,
Fusarium oxysporum f. sp. phaseol;,
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1. INTRODUCCION

Unidos en 1929 (Harter, 1929), fye conocida como amarillamiento de] frijol causado por
el hongo Fusarium oxysporum (Schecht.) (#op) f. sp. phaseoli Kendrick ¥y Snyder
(Kendrick y Snyder, 1942; Armstrong y Armstrong, 1963).

Esta enfermedad no ha alcanzado aparentemente una significancia econdmica en log

Estados Unidos, Sin embargo, en Brasil ¢] amarillamiento por Fusarium estd reconocido



resistencia a enfermedades, La piramidacién de genes de resistencia en un cultivar como
una estrategia para la obtencién de resistencia durable, puede ser facilitado por la
seleccidn asistida por marcadores (MAS) (Geffroy ef al., 1997).

En regiones témpladas, las especies de Fusarium, incluyendo » culmorum (que parasita

generalmente rafces de cereales en regiones templadas), F. graminearum Schwabe

Por otra parte, es de Suma importancia satisfacer la creciente demanda de alimentos v
otros productos agricolas; Ya que se ha estimado que para el afio 2025, la cifra de
habitantes en el mundo serg de 8,500 millones respecto a 5,500 millones en 1993; v de

estos, el 83 % vivira en los paises en desarrollo (Centro para Nuestro Futyro Comun,

establecimiento de cruzas dirigidas, la evaluacién de Ia resistencia/susceptibilidad de Jos
progenitores y de Ia progenie F2; asf como la tipificacién con huellas de DNA de los
genotipos de fiijol contrastantes, lo que marca el principio en 1a bisqueda de marcadores

asociados a alglin caricter de resistencia y/o susceptibilidad.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Tipificar con huellas de DNA el genoma de progenitores de plantas de frijol comun

resistentes y susceptibles a Fop f, Sp. phaseoli asi como de la progenie F1 y 2 de cruzas

especificas.

2.2 Objetivos particulares

1.

Realizar cruzas especificas entre variedades de frijol tolerantes y susceptibles a Fop
f. sp. phaseolt:.

Evaluar mediante pruebas de patogenicidad a los progenitores asi como a las
plantulas F2 de las cruzas realizadas,

Caracterizar el genoma de los progenitores y de las progenies respectivas F1 y F2
utilizando la técnica DAF -PCR.

Intentar asociar algin marcador genético-molecular a [ag caracteristicas de

resistencia y/o susceptibilidad a Fop f, sp. phaseoli,



3. REVISION DE LITERATURA
3.1 Caracteristicas generales del frijol coman (Phaseolus vitlgaris 1..)

3.1.1 Antecedentes
El frijol comin es originario de la zona comprendida entre México y Guatemala del

continente Americano, siendo nuestro pais el centro de diversificacién primario (Ortubé

(SAGAR, 1998).
En la época prehispanica, el maiz, ¥ otros cultivos incluyéndose al frijol, fueron base en
la dicta de aquellos pueblos, quienes domesticaron y cultivaron frijoles de diferentes

tamafios, colores y caracteristicas (Ortiz, 1998; Ortubé et al,, 1996),

fiijol y el maiz (SAGAR, 1998),

3.1.2 Importancia internacional

El frijol tiene un diferente valor socioecondmico para cada pafs. Fn algunog paises como
México, Brasil e India, es bisico en la alimentacién, Y en otros como Estados Unidos su
importancia radica en la generacion de divisag (Ortiz, 1998). B! frijol tiene una amplia

demanda en poblaciones de América Latina, China, Asia y Sur de Estados Unidos,

China, México y Estados Unidos, que en sy conjunto cosecharon ung superficie
equivalente al 70,9 % del tota mundial en el periodo 93-95, siendo la India el principal
productor. Aunque la India aportd para ese periodo el 23.92 % de la produccién total
mundial, Brasil e 16.6 %, China el 10.95 %, México el 7.5 % ¥ Estados Unidos ] 7.1%;
los mejores rendimientos los obtuvoe Estados Unidos con 1705 kgha, superando la

media mundial de 659 kgha ; Mientras que la Indig mostrd los rendimientos masg bajos,



de 423 kg-ha. Nuestro pais por su parte ocupé el tercer lugar en rendimientos con 655
kg-ha™ (Cuadro 1). _

El hecho de que la India tenga rendimientos tan bajos trae como consecuencia que deba
importar frijol para satisfacer su demanda. Por su parte México y Brasil son los
principales productores en América Latina con 1.2 y 2.8 millones de ton-afio™’; sin
embargo, sus rendimientos se consideran bajos, 655 y 660 kgha' respectivamente,
destinando el total de su produccién al autoconsumo; mientras que China se coloca
como el principal exportador del mundo, teniendo como destino de la produccion a Asia
del Sur. En nuestro continente ¢l mayor exportador es Estados Unidos y sus

importadores son Inglaterra, Japén y principalmente México, que en 1990 importd

330,000 toneladas y en 1997 import6 54,915 toneladas (Ortiz, 1998).

Cuadro 1. Superficie, produccién y rendimiento de frijol para consumo en los
principales pafses productores en el periodo 1993-1995,

Pais Superficie cosechada Produccién (miles Rendimiento
(miles de ha) de ton) (kg-ha!)

India 9,865 4,176 423
Brasil 4,772 2,897 607
China 1,406 1,911 1,359
México 2,000 1,310 655

E. U. A, 723 1,232 1,705
Otros 7,716 5,936

Total 26,482 17,461 (mundial) 659

Fuente: FAQ, citado por Ortiz, 1998.

3.1.3 Importancia nacional

En México el frijol es muy importante, pues constituye un alimento basico para un alto
porcentaje de la poblacién y en muchos casos es una de las pocas fuentes de proteinas,
su consumo es tal que durante el periodo 1990-1997 fue de 14.5 kg-persona’ (Ortiz,
1998). Las principales variedades comerciales de frijol que se consumen son: Flor de
Mayo, Flor de Junio, Azufrado, Pinto, Bayo y Negro (Acosta y Rosales, 1998).

El cultivo de esta leguminosa estd distribuido por todo el pais, ocupando grandes
superficies de siembra; situacion que ademds del aporte alimenticio que tiene, lo coloca

como el segundo cultivo mas importante de México (SAGARPA, 2004).



La superficie nacional destinada para siembra en el periodo 1990-2003 fue de
2°167,907.8 hectéreas, siendo los principales productores los estados de Zacatecas (30.1
% de la produccién nacional), Durango (10.7 %), Chihuahua (6.8 %), San Luis Potosi
(3.9 %) y Guanajuato (4.4 %), que en su conjunto aportaron el 55.9 % de la produccién
total nacional (SAGARPA, 2004). La produccién nacional es netamente temporalera y
€50 se constata al observar que de las 2’167,907.8 hectéareas sembradas en el periodo 90-
03, el 84.6 % corresponden a la produccion de temporal y el resto, 15.4 % es de riego.
Asi que de 1°170,572.5 toneladas totales, 380,045.4 fueron de riego v 790,526.4 de
temporal, destacando Zacatecas con la mayor produccién en temporal con 274,446
toneladas, que representé el 23.44 % de la produccion total y en riego, Sinaloa con
138,585 toneladas. La superficie cosechada para el mismo periodo fue de 1°828,185.63
hectareas, 339,717 menos de las que se sembraron; esto debido a multiples factores
como la presencia de plagas, periodos de sequia, inundaciones, enfermedades, Iluvias,
etc., que afectaron a las diversas entidades productoras, su impacto depende de la
variedad de frijol de que se trate (SAGARPA, 2004; Mufioz et af,, 1995). El rendimiento
promedio del periodo 1990-2003 fue de 638.28 kgha™! (Cuadro 2). El rendimiento del
frijol al igual que la produccién, estin influenciados por una gran cantidad de factores
entre los que se encuentran la precipitacién y la evaporacion, que en su conjunto

determinan el 80 % del rendimiento (Ortiz, 1998),



Cuadro 2. Superficie sembrada, cosecha
periodo 1990-2003.

da y rendimiento de fiijol en México durante el

Aflos Superficie sembrada Superficie Rendimiento (kg-ha']ﬂ
(ha}) cosechada(ha)
1990 2°271,620 2°094,017 615.0
1991 2°198,857 1°988,981 693.0
1992 1°860,880 1°295,588 555.0
1993 2°151,020 1°873,862 687.0
1994 27385,562 2°086,687 654.0
1995 2°353,750 2°040,447 623.0
1996 2°195,839.7 2°048,397.7 659.0
1997 2°319,561.0 1°615,057.0 600.0
1998 2’376,317.7 2'146,472.10 590.0
1999 2°401,364,11 17705,456.71 620.0
2000 2°098,802.74 1°482,215.39 590.0
2001 1°881,335.28 - 1°640,125,98 620.0
2002 2°027,401.79 1°862,767.48 710.0
2003 1°828,397.37 1°714,524.41 720.0
Promedio 2°167,907.8 1’828,185.626 638.28

Fuente: SAGARPA. Centro de estadistica Agropecuaria. 2004. Scrie Histérica de
supetiicie sembrada, cosechada y rendimiento de los principales cultivos. México.

3.1.4 Clasificaciéon taxondmica

El frijol comun estd clasificado taxonomicamente de la siguiente forma (CIAT, 1985).

Reino Plantae

Clase Angiospermac
Subclase  Dicotileddnea

Orden Rosales

Familia Leguminosae
Subfamilia  Papilionoideae

Tribu Phaseolae

Subtribu  Phaseolinae

Género Phaseolus

Especie Phaseolus vulgaris 1.,

3.LS5 Diversidad genética

El género Phaseolus cuenta con 52 especies debidamente identificadas y probablemente
algunas mds por definir. Unicamente cinco son domesticadas: P, vulgaris (la mas
importante), P. coccineus, P. acutifolius, P. lunatus y P. polyanthus.

Dentro del género Phaseolus existen diferentes grupos naturales o acervos genéticos,
principalmente tomando en cuenta su compatibilidad hibridologica. El acervo primario,

de cruzas e intercambio de genes sin ninguna barrera genética, lo forman P. vulgaris



cultivado y P, vulgaris silvestre. Fl acervo genético secundario incluye a P, vulgaris, P,
coceineus, P, costaricensis Y P. polyanthus; las cruzas de P. vulgaris con estas especies
sc realizan con relativa facilidad ¥y no hay necesidad de utilizar el rescate de embriones,
Miembros del acervo terciario, son P. vulgaris, P, acutifolius, P. parvifolius, entre ofros;
siempre se requiere rescate de embriones para desarrollar 1as plantas F1 y los hibridos

iniciales son machos estériles (Gepts y Debouck, 1991).

3.1.6 Caracteristicas botinicas

es principalmente autégama, aunque también llega a presentar polinizacién cruzada; sy
emergencia es epigea, es decir, que los cotiledones estan sobre el suelo (Escalante y
Kohashi, 1993). Presenta un fotoperiodo de dia corto, ya que dias largos retardan ia
foracién,

Tiene una rajz tipica y ligeramente fibrosa, con presencia de nodulos bacterianos
(Rhizobium phaseoli), que realizan 1g fijacion del nitrégeno atmosférico,

Su tallo funciona como el gje central de la planta, puede ser corto y robusto, o de guia y
voluble con pubescencias cortas y rigidas, esta formado por una sucesiéon de nudos y
entrenudos.

Presenta dos tipos de hojas: simples Y compuestas. Las simples o cotiledonares sélo
estan presentes en las primeras etapas de desarrollo de la planta, las compuestas estdn
conformadas por tres foliolos (trifoliados) de diversos tamafios, alternos, peciolados y
con nervadura reticulada,

Sus flores, hermafioditas cop forma amariposada, presentan varios colores que por lo
general son blanco o lilg Yy estin agrupadas en racimos (Ortiz, 1998; Ortubé er al.,
1996),

El fruto es una vaina cilindrica de tamafio variable, formada por dos carpelos carnosos y
dehiscentes que contienen de cinco a seis semillas,

Las semillas de forma arrifionada, también de diferentes tamafios presentan una amplia
gama de colores: blancos, amarillos, crema, 10sa, rojos, negros, pintos, entre otros,

Pueden ser planos o bolas de superficie opaca o brillante (Escalante y Kohashi, 1993),



3.1.7 Desarrollo ¥ crecimiento

3.1.7.1 Habitos de crecimiento

Para clasificar a estas plantas de acuerdo a sy habito de crecimiento se consideran
diversas caracteristicas como: e tipo de desarrollo de 1a parte terminal del tallo, el
nimero de nudos, la longitud de los entrenudos, la altura de la planta, la aptitud para
trepar, el grado y tipo de ramificacién,

En plantas de frijol se observan dos hébitos de crecimiento: determinado o
indeterminado (Cuadro 3). Las plantas de habito determinado también denominadas de
mata, se caracterizan por ser arbustivas y presentar racimos florales axilares en [g etapa
de floracién v un racimo terminal en el tallo principal y en las ramificaciones. En las
planias de hébito de crecimiento indeterminado, los racimos son Unicamente axilares; en
este habito se pueden encontrar dog modalidades: 1) el tallo principal y las ramas crecen
en forma limitada vy dan Ia apariencia de tipo mata o arbusto, 2) el tallo principal y las
ramas tienen la capacidad de trepar sobre un soporte, en este ultimo se distinguen las

variedades de media gufa, guia larga y trepadora (CIAT, 1987).

Cuadro 3. Habitos de crecimiento del frijol de acuerdo al CIAT

Tipo Habito de crecimiento Descripcion
Determinado arbustivo la- Tallo y ramas fuertes y erectas
Ib- Tallo y ramas débiles
I Indeterminado, arbustivo: tallog y | lIa- Tallo erecto sin gufas
ramas erectas ITb- Tallo erecto con pequefias guias
Indeterminado arbustivor: (con tallos | Ta- Guias cortas sin habilidad de trepar
y ramas débiles, de consistencia | HTb- Guias largas con habilidad para

rasireros) trepar
IV | Voluble (con tallos y ramas débiles, | Su tallo desarrolla doble capacidad de
largos y torcidos) torsion, favoreciendo sy habilidad

trepadora; es el tipo que se utiliza en

asociacién maiz-frijol
. _h‘—h-*‘———ﬁﬁ—lv'\x-——_l
Fuente: Centro Internacional de Agricultura Tropical, 1987.

En las variedades de habito determinado, la floracién se presenta de la parte superior del

tallo o de Ias ramas hacia abajo y en las de habito indeterminado, de abajo hacia arriba,



3.1.7.2 Ciclo Biolégico
De acuerdo a la duracién de sy ciclo biolbgico el frijol se puede dividir en: variedades

precoces con duracién de 100 dias a madurez; intermedias de 100 a 115 dias y tardio con
més de 115 dias (Acosta et al, 1998).

3.1.8 Valor nutritivo

El grano de frijol scco es 100 % comestible y contiene 8.0 % de proteinas y
carbohidratos (Ortiz, 1998); ademés esta compuesto por 4,30 g de fibra, 1,80 g de grasas
Y 7.90 % de humedad por cada 100 g de alimento crudo en peso neto; adicionalmente
aporta diversos minerales y vitaminas, Los valores varfan de acuerdo al tipo de frijol de

que se trate (Flor de Mayo, Negro, Azufrado, Blanco) (Mufioz er al., 1996).

3.1.9 Requerimientos clim4ticos y edaficos

Clima: a esta leguminosa se le encuentra tanto en regiones templadas como tropicales,
para su desarrollo requiere de precipitaciones equivalentes a 1000 y 1500 mm anuales en
promedio. No resiste heladas ni lluvias excesivas.

Suelo: se cultiva en suelos de franco-limosos a ligeramente arenosos, tolerando también
suelos franco-arcillosos (SAGAR, 1998). Segiin Ortiz (1998) el cultivo requiere de una
temperatura de 15-27 °C y una precipitacién en temporal de 300 a 500 mm. Ei pH del
suelo mds adecuado es de 5.5-7.0, aunque la SAGAR (1998) maneja un rango de 5.5-
6.5.

3.2 Principales enfermedades que afectan el cultivo del frijol

3.2.1 Caracteristicas del género Fusarium

3.2.1.1 Pudriciones de raiz causadas por Fop en frijol

En el frijol, generalmente se e ha dado mayor importancia a las enfermedades foliares
que a las pudriciones de raiz debido bésicamente a la rapida deteccién de los sintomas;
sin embargo, las pudriciones de rajz también pueden retrasar y disminuir el desarrollo de
las plantas, ocasionando ademas pérdidas en la produccién (Keenan ef al., 1974 citado

por Sdnchez y Cardenas, 1988 ; Schwarts y Galvez, 1980). Dentro de los patogenos que
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inducen este tipo de enfermedades se encuentran los hongos de los géneros Fusarium y
Rhizoctonia,

Las pudriciones radiculares producidas por los patogenos Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii, Pythium Spp. y Fusarium solani causan pérdidas en el rendimiento del frijol
superiotes al 50% (Sénchez, 1983). Este impacto es debido a 1a mortandad de las plantas
que causan y a la reducci6n del potencial productivo de las plantas que subsisten.

Vatios factores han sido relacionados con la magnitud del dafio que producen estos
hongos, como la temperatura y humedad del suelo (Van Bruggen et af, 1986), estrés
hidrico en la planta (Diaz y Teliz, 1991) y fertilizacién nitrogenada (Reyes y Mendoza,
1991), la calidad, estado fisico ¥ ausencia de compuestos fendlicos también juegan un

papel importante en el desarrollo de Ja enfermedad (Rodriguez, 1997).

3.2.1.2 Tmportancia de Fusarium como hongo fitopatégeno

La pudricién de raiz ocasionada por F. solani (Mart.) Appel and Wollenw., f, sp.
phaseoli (Burk.) Snyder y Hansen, es una de las m4s extendidas a nivel mundial, aunque
- basicamente se le encuentra en zonas templadas (Smith y Dunez, 1992). La severidad
del dafio que ocasiona depende de la ocurrencia de otros factores que afectan a la planta,
En frijol, Fop T, sp. phaseoli (Fop) y F. solani £ Sp. phaseoli, estan considerados como
los principales patégenos que causan las pudriciones de raiz en América Central,
América del Sur, Africa y otras 4reas. En Nicaragua, Valles Alios de México,
Venezuela, Noreste de Brasil Y regiones andinas del Pert, se han presentado severos
dafios al cultivo y pérdidas econdmicas considerables, aunque desafortunadamente no
existen datos cuantitativos de estas (Pastor-Corrales y Abawi, 1990),

I solani £, sp. phaseoli es el responsable de la enfermedad conocida como pudricién
seca de la raiz del frijol. En 1962, la entonces Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidrulicos, sefialé a F. solgn; como un problema de produccién en los estados de
Sinaloa, Tamaulipas, Durango, Jalisco, Veracruz, Guanajuato y Chiapas.

Se ha encontrado que F. solani estd afectando en mayor proporcién a cultivos como el
frijol y la papa, ocasionando una pudricidn seca en raiz y tubéreulos, respectivamente.
Esta es una situacion grave porque en general se observa que lag pudriciones causadas

por hongos son las mas generalizadas, en parte debido a que las poblaciones de los
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hongos se han incrementado af ser favorecidas por multiples factores, entre ellos la
practica del monocultivo (Romero, 1993).

La enfermedad que causa este patégeno (Fop) se conoce como “marchitamiento o
amarillamiento por Fusarium” ¥ 5¢ presenta como un problema critico en zonas del pais
donde prevalecen temperatuias altas (20 a 28 °C) y periodos de sequia durante el ciclo
del cultivo (SARH, 1992),

Este patdgeno se encuentra dentro de los hongos que causan pudriciones de raiz, su
distribucién es muy amplia y el niimero de hospedantes también. 1.3 marchitez es un
sintoma tipico de las plantas afectadas por la enfermedad, donde los restos de vegetales
infectados son Ia principal fuente de inéculo. Dentro de las diez especies que afectan el
cultivo, sin duda alguna la m4s perjudicial es Fop pues entre sus hospedantes figuran
cultivos con alto valor econdmico como: jitomate (Lycopersicum esculentum), papa
(Solanum tuberosum), chicharo (Pisum sativum), frijol (Phaseolus vulgaris L.), cebolla
(Allium  cepa), col (Brasica oleraceae), melon (Cucumis melo), sandia (Citrilus
vulgaris), plitano (Musq spp.), café (Coffea arabica), tabaco (Nicotiana tabacum),
algodon (Gossypium spp.), etc.

En muchos casos el hongo no ataca de manera individual, si no que lo hace con ofros
patdgenos (Parry, 1990). Esto demuestra sy capacidad para adaptarse a la interaccién

con otros organismos fitopatégenos para obtener un beneficio mutuo,

3.2.1.3 Clasificacion taxondmica y caracteristicas morfolégicas de Fusarium
(Kendrick, 2000).

Phylium Dikaryomicota
Subphyllum  Ascomicotina
Clase Ascomycetes
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae
Género Nectria
Especies . oxysporum

Las especies oxysporum y solani, cuentan con formas especiales (f. sp.), es decir formas
que atacan a una especie vegetal en particular, y que en el caso de frijol se les ha

denominado forma especial phaseol],
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3.2.1.4 Deseripcién del género Fusarium

Segim la descripeign que hace Link en 1915 (citado por Romero, 1993), Pusarium
presenta conidiéforos alargados en forma de botella, con ramas g intervalos regulares o
verticiladas, septados, individual.es 0 agrupados en esporodoquios; conidios de dos tipos:
a) microconidios clipticos o piriformes, unicelulares o bicelulares, no curvados en
cabezuelas o en cadenas, b) macroconidios falcados en forma de medig luna o elipticos,
de hasta nueve septas, dpice puntiagudo, romo o en forma de gotero, base puntiaguda o
en forma de pie, ¢) clamidosporas si se producen, globosas, ovales o piriformes,
individuales o en grupos, intercalares o terminales, uni o bicelulares, lisas o rugosas y
generalmente de color café. No todas las especies se reproducen sexualmente, lag que si
lo hacen producen peritécios del tipo Nectrig, Hypomices, Gibberella o Caloneciria
(Romero, 1993),

microconidios), ademds de estructuras  de  conservacién (clamidosporas). Sus
macroconidios tienen forma de “hoy” son multiseptados, gruesos, no puntiagudos, con
pared gruesa, anchura maxima de 4.5-5.5 micras, Los microconidios son pequefios y
elipticos producidos en conidioforos alargados y las clamidosporas son de redondas a
ovales o piriformes con didmetro de 6-16 micras. Generalmente s¢ producen de manera
individual, pero también se les puede encontrar en pares o formando grandes masas. Las
masas de esporas son de coloy crema amarilla, azul-verde o violeta (Schwarts y Morales,
1989).

Fop 1. sp. phaseoli produce macroconidios finos, alargados, puntiagudos, de pared
delgada, anchura maxima 3-4.5 micras y 25 a 35 micras de largo, de 3 a 5 septas, a
menudo tienen una célulg basal pedicelada, se forman al principio en fislides
individuales y luego en esporodoquios, Los microconidios slempre estdn presentes son
oval elipsoides mono o bicelulares y se forman en fidlides cortas no ramificadas, nunca
en cadena, pero agrupadas en falsos capitulos. Las clamidosporas son hialinas sin septos,
solitarias o pueden estar en cadenas cortas (Smith y Dunez, 1992; SARH, 1992) y las
masas de esporas son color rosa, plrpura o violeta, Hasty 1992 se conocian dos razas

fisiolagicas del patogeno (Abawi y Pastor-Corrales, 1990).
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3.2.1.5 Ciclo de vida de Fopy F, solan;

3.2.1.5.1 Germinacion

hongo; estas esporas requieren de nitrégeno, carbohidratos Y una humedad relativa
superior al 96 % (N A.8., 1980). El micelio del hongo no crece g través del suelo; ests
limitada a los tejidos de los hospedantes. Blakeman y Williamson (1994) mencionan que
la germinacién de Jas clamidosporas de £ solani f, sp. phaseol; puede estimularse por
diversos aminodcidos Como  asparagina, glutamina, glicina, entre otros, y por los
azlicares glucosa, sacarosa y fructuosa tanto en ¢l suelo como “in vigro ", Ej estimulo se
da por exudados de raices de plantag hospedantes o por contacto con residuos de

material contaminado,

durante varios afios Y germinar al disponer de nutrientes y de las condiciones adecuadas,

como cuando se localizan en las partes jovenes de las raices,

3.2.1.5.2 Desarrollo Y Penetracién

nematodos de los géneros Meloidogyne SPP. Y Pratylenchus Spp. Las lesiones de las
plantas son muy importantes para la infeccién inicial, ya que estas incrementan la

ocurrencia de una infeccidn exitosa. Los. factores que favorecen su germinacisn y
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Segiin Campos ( 1991) el desarrolio de solani se puede producir a partir de log 22 °C,
mientras que Smith y Duney (1992) mencionan que los Gptimos térmicos para su
desarrollo son de 26-28 °C, favoreciéndose por déficit hidricos en el suelo, Fn el caso de
Fop, el éptimo de temperatura para su desarrollo es de 20 °C (Schwarts y Morales,
1989).

3.2.1.5.3 Invasi6n ¥y colonizacién

El patogeno invade el xilema de la planta, pues el fluido xilematico es un medio perfecto
de desarrollo, ya que cuenta con pH de 5.0 en promedio.

Desde el punto de penetracién, el hongo se extiende hacia arriba. por los vasos
xilemdticos mediante crecimiento miceliar y formacién de microconidios que se
transportan en la corriente transpiratoria (Smith y Dunez, 1992). En el interior de su
hospedante e] hongo establece una relacion parasitica Y se forman estructyras de
infeccion especificas como apresorios. Su desarrollo es acompafiado por un incremento
en su actividad metabélica que implica un rdpido aumento en la sintesis de
macromoléculas, parcialmente de RNA Y protefnas (Sussan, 1992). La patogénesis est4
relacionada con el bloqueo de los vasos y con la formacién de enzimas ¥ toxinas,
Cuando la colonizacién se lleva a cabo en raices jovenes, el hongo se mueve
intercelularmente o intracelularmente en los vasos del xilema en desarrollo y los invade
antes de que logren su madurez (Marshall ef o/, 1981).

En sus etapas iniciales el hongo generalmente es confinado a los elementos de Jog vasos
del xilema, pero también puede invadir las célulag del parénquima xilemético, después el
micelio en desarrollo y los conidios se expanden por la planta. Conforme Ja enfermedad
avanza puede invadir tejidos adyacentes como el cambium y floema.

En grados m4s severos de infeccion, ademas de invadir los tejidos ya mencionados, los
esporodoquios forman grandes cantidades de macroconidios sobre la superficie de las
partes afectadas. Para sobrevivir en condiciones adversas producen clamidosporas; éstas
regresan al suelo cuando la planta muere, persistiendo en los residuos de cosecha, para

posteriormente reiniciar e] ciclo (Marshall ef al,, 198 1).
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3.2.1.54 Sintomatologia

interior de los tejidos del huésped, el marchitamiento que el hongo ocasiona en lag
porciones aéreas de la planta es un efecto subsecuente de la infeccion que logr6 invadir a
la raiz (N.A.S., 1980). En F solani t SP. phaseoli los sintomas se observan en el
hipocétilo y la raiz, inicialmente en forma de franjas o puntos alarpados de color rojizo
cuando la planta tiene de 8-15 diag de nacida. A medida que la enfermedad avanza las
lesiones se unen y se tornan de color marron (SARH, 1992), extendiéndose hasta e]

cuello de la raiz sin una forma definida; las raicillas mueren por el ataque, pero

adventicias que les permiten continuar vivas e incluso producir grano, pero si las
condiciones favorecen el desarrollo del hongo, éste puede llegar a matarlas (Campos,
1991). Por otro lado, 1a parte acrea tiene un crecimiento lento, presenta sintomas de
marchitamiento, clorosis y una defoliacién prematura, Cuando la raiz muere, ¢l interior
del tallo se hace hueco (Schwarts y Galvez, 1980).

Fop ataca a la planta durante las ctapas fenologicas V4, RS ¥ R6. Los sintomas de las
plantas susceptibles atacadas aparecen a los 7-9 dias después de la inoculacién las hojas
primarias muestran epinastia y 4reas cloréticas blandas y htimedas en sus margenes. La
expresion de los sintomas progresan rapidamente y casi todas las hojas muestran
epinastia, clorosis Yy pudriciones a los 14 dias después de la inoculacién, Y en ataques
severos la planta afectada puede morir a los 21 dias aproximadamente. Dichos sintomas

consisten en una pudricién seca de la porcién superior de la rajy, pivotante y del cuello

(Smith y Dunez, 1992; Pastor-Corrales, 1987).

La severidad de la enfermedad €5 proporcional a la temperatura de incubacién y a la
densidad de indeulo, log sintomas aéreos iniciales aparecen en la hojas inferiores de Ia
planta (hojas mas viefas), las cuales presentan amarillamiento y marchitamiento debido a
la reduccién de la absorcign de agua por la raiz; posteriormente, las hojas jévenes
también presentan estas caracteristicas, pero de manera mas pronunciada. En las hojas

infectadas también se pueden observar margenes necrdticos. La clorosis va cubriendo
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progresivamente toda la planta, Las plantas severamente afectadas muestran marchitez
permanente y defoliacion prematura (SARH, 1992; Abawi y Pastor-Corrales, 1990),

Las masas de esporas rosadas que son tipicas de esta forma especial de Fusarium,
pueden hacerse visibles en el tallo, Eg muy caracteristica también la coloracidn vascular,
evidente después de la aparicién inicial de los sintomas foliares.

Cuando el frijol es sembrado por varios afios consecutivos en un mismo terreno se
incrementan las pudriciones causadas por hongos como Fusarium, Rhizoctonia y

Thielaviopsis, obteniéndose bajos rendimientos (N.A.S., 1980).

3.2.1.5.5 Diseminacién

El hombre transmite al patdgeno a través de) manejo de material vegetal infectado v la
magquinaria e implementos de trabajo, que muchas veces conservan residuos de suelo
donde se encuentra el hongo, ocasionando 1a expansion de la enfermedad.

Este patogeno tiene diferentes medios de diseminacién por agentes abi6ticos (agua,
viento, suclo) v transmision por agentes bidticos (animales, incluyendo al hombre,
plantas infectadas); sin embargo, los agentes m4s importantes en la préctica son el suelo
y el material de multiplicacién. Fsta forma se da cuando los propagulos del hongo
(conidios y clamidosporas) se encuentran en lg superficie de semillas infectadas o en e
interior de las mismas, o bien si las semillas permanecen en los residuos de cosecha
contaminados. En la semilla el hongo puede mantenerse viable por 7 meses o mas, lo

que le permite sobrevivir de una estacion a otra (Marshall et al., 1981).

3.2.1.5.6 Control
Las formas de controlar el hongo pueden ser a través de: a) précticas culturales, b)

control quimico y ¢) aprovechamiento de variedades que presentan resistencia genética,

3.2.1.5.6.1 Practicas culturales

Mantener un adecuado drenaje y fertilizacién para promover el desarrollo vigoroso de la
planta. Rotaciones de 6-8 afios en las que no se cultive ninguna especie de leguminosa o
bien la rotacién de cultivos como frijol-cebada-frijol, incorporando la paja o rastrojo de

la cebada antes de sembrar frijol. Con esta practica se disminuye la poblacién de
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Fusarium spp., con la descomposicién lenta de) rastrojo, pues esto liga los nutrimentos
del terreno particularmente el nitrégeno soluble, a (a] grado que interfiere en la
germinacién de las clamidosporas y en el desarrollo de los tubos germinativos de Ias
esporas que si germinan (N.A.S., 1980). En terrenos con problemas criticos de Fop se
debe implementar una rotacion de cultivos de cereales por periodos largos de tiempo,
como minimo 5 afios (SARH, 1992).

3.2.1.5.6.2 Control quimico

protectores aplicados como recubrimiento de Ia semilla, pueden destruir o mactivar al
indculo transportado en Ia misma o bien protegeria al igual que a la plantula contra las
CSporas que germinan en el suelo,

Los productos mas usados son: Metacid 400 TS (i. a. Thiram), Pentaclor 600 F (i. a.
Quintozeno) y Quifolatan 4 F (1. a. Captafol). Bl tratamiento a semillas es mas efectivo
cuando se aplica como “slurry” o “garapifiado”, que consiste en empapar las semillas
con solucién fungicida. Otros de los fungicidas que se pueden utilizar son Promyl 50
PH (i. a. Benomyl) y Captan 400 (i. a. Captan), Benomyl es un producto sistémico con
movilidad local, se dice que es un fungicida con sitio especifico, con un alto riesgo de
desarrollo de resistencia, por lo cual se recomienda mezclarlo con fungicidas de
diferente modo de accién, como el Captén o el Manzate 200 (i. a. Mancozeb). Captan
POr su parte es un fungicida de contacto, muy utilizado en 1 desinfeccién de semillas ¥
tubérculos; en semillas se recomienda usar una dosis de 1-3 g de ingrediente activo por
kilogramo de semilla, por lo general eg aplicado antes o durante Ja siembra (Schwarts y
Galvez, 1980; Diaz, 1993; De {a Garza, 1996).

3.2.1.5.6.3 Resistencia genética
Se pueden obtener variedades resistentes, como resultado de los trabajos de
mejoramiento y manejo del cultivo, a través de la seleccion de material potencialmente

resistente al ataque del hongo.
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3.2.1.5.7 Manejo de enfermedades del frijol.

El uso de variedades moderadamente resistentes a las enfermedades con practicas de
cultivo adecuadas como parte del manejo de enfermedades, ha mostrado ser una
alternativa eficaz y de bajo riesgo en la alteracién del agroecosistema (Sukla, 1981), De
las practicas agricolas mas comiinmente usadas tanto de beneficio agrondmico como
fitosanitario son: la rotacién de cultivos {Aceves, 1988; Campos, 1991), y el manejo
adecuado de la humedad del suelo (Aceves, 1989; Stepen, 1984),

3.2.1.5.8 Uso de variedades resistentes

El largo proceso de domesticacién y la alta diversidad de condiciones ecoldgicas en las
que se cultiva, han permitido una gran diversidad genética en Mexico, de manera que
actualmente son reportadas mas de 70 especies de frijol entre silvestres y cultivadas
(Reyes, 1985). Robinson (1987) justamente consideré al frijol como un cultivo
particularmente apto para mejoramiento por resistencia horizontal a enfermedades, como
una necesidad de revalorar la resistencia intrinseca de los materiales criollos en

beneficio de una produccién mas estable y sostenida,

3.2.2 Definicién de resistencia

La resistencia se puede definir como el conjunto de mecanismos que brindan la
capacidad a las plantas para evadir, retardar, inhibir o escapar al desarrollo de la
infeccién causada por un patégeno. Los niveles de resistencia van desde la inmunidad,
cuando los patdgenos no causan dasio alguno a las plantas, hasta la susceptibilidad,
cuando los patégenos causan diversos grados de dafio en las plantas (Dickinson y Lucas,
1997; Agrios, 1995),

La resistencia genética se define como la habilidad de la planta hospedante para impedir
el crecimiento y/o desarrollo del patogeno (Parlevliet, 1979, citado por Beebe y Pastor-
Corrales, 1991).

De acuerdo a Agrios (1995) existen diferentes tipos de resistencia, como se indica a

continuacion:
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3.2.2.1 Resistencia de plantas no hospedantes
Solo en estos casos se pucde hablar de inmunidad, pues aunque se presenten las
condiciones ambientales adecuadas para el ataque del patdgeno, al no haber una

compatibilidad con la planta, ésta no sufre dafio alguno.

3.2.2.2 Resistencia verdadera

Es cuando la planta cuenta con diversos mecanismos de defensa que actitan contra el
ataque del patégeno; estos pueden formar parte de Ia estructura y composicién de la
planta: ceras, cuticula, paredes celulares, endodermis, estomas o lenticelas, nutrientes,
PH, compuestos toxicos e inactivadores de enzimas, o bien pueden ser inducidos en el
momento que el patégeno inicia sy ataque: lignificacion, capas de abscision, barreras
entre las heridas, tilides, fitoalexinas ¥ mecanismos de destoxificacién (Dickinson y
Lucas, 1997).

Este tipo de resistencia a su vez se divide en:

3.2.2.2.1 Resistencia horizontal

Esta controlada por diversos genes: poligénica o de genes multiples, que se encargan de
los procesos fisiol6gicos de la planta y ademas generan las estructuras y sustancias de
los mecanismos de defensa, Fs efectiva contra todas las razas de un patogeno y se ve
afectada por las condiciones ambientales,

Resistencia horizontal (RH) es la resistencia no especifica para una raza y se caracteriza
por la ausencia de interaccién genética entre el huésped y el patégeno (Robinson, 1987,
citado por Becbe y Pastor-Corrales, 1991). A la resistencia horizontal se le identifica
también como poligénica, no especifica, de genes menores, resistencia duradera o

resistencia de campo.

3.2.2.2.2 Resistencia vertical
Esta confiere la proteccién a la planta contra razas especificas de patégenos. Es
controlada por uno o algunos genes: resistencia monogénica u oligogénica. Inhibe o

limita el establecimiento del inéeulo inicial del patégeno.
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La resistencia vertical (RV) es la resistencia especifica para una raza v se caracteriza por
la presencia de una interaccién genctica entre el huésped y el patégeno. Implica que hay
un rango variable de genotipos resistentes diferentes. También se le identifica como

resistencia monogénica, de genes mayores o de raza especifica,

3.2.2.2.3 Resistencia aparente

De esta podemos encontrar: escape a la enfermedad y resistencia moderada a la

enfermedad,

3.2.2.2.3.1 Escape a la enfermedad

Se presenta cuando por alguna razén, uno a més de los tres elementos para el desarrollo
de la enfermedad: hospedante susceptible, condiciones ambientales favorables y un
patégeno virulento, no interactia en el momento adecuado o bien su duracion es

insuficiente. Se controla totalmente por el ambiente,

3.2.2.2.3.2 Resistencia moderada a la enfermedad

Es cuando a pesar de que las plantas estdn infectadas por un patégeno, tienen la
capacidad de producir una buena cosecha,

Otro término de uso frecuente Yy no siempre bien empleado para el caso de hongos es el
de tolerancia. Se acepta que un cultivar tiene “verdadera tolerancia” a una enfermedad,
si presenta sintomas tipicos de susceptibilidad y soporta la misma cantidad de inéeulo
del patdgeno que otro cultivar, pero produce significativamente mas grano y calidad; o
también, que tiene el mismo rendimiento y calidad que otro, pero soporta
significativamente mds incidencia (presencia, ataque) del patdgeno. En muchos casos los
agrénomos utilizan el término de tolerancia, para referirse a un grado intermedio de

resistencia (Robinson, 1987, citado por Beebe y Pastor-Corrales, 1991).
3.3 Estudios a nivel molecular

Estos estudios se han empleado en diferentes campos del conocimiento, tales como Ia

medicina, taxonomfa, biologfa, agronomia, 4rea forense y criminalistica, principalmente.
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3.3.1 PCR y sintesis de DNA

La PCR es una metodologia que se ha venido utilizando con bastante éxito desde que fue
patentada en 1985. Tiene varios requerimientos, entre los cuales es indispensable un
molde de DNA, moléculas iniciadoras llamadas “ptimers”, una enzima Tag DNA
polimerasa  resistente & fluctuaciones  de temperatura,, una mezcla  de
desoxirribonucledtidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, y dITP), un amortiguador
apropiado y un equipo llamado “termociclador”. La PCR consiste de tres pasos
esenciales: el primero es la desnaturalizacién v sirve para separar mediante temperatura
(94 °C) la molécula doble de DNA a cadenas sencillas, que servirdn como moldes para
la sintesis de los fragmentos respectivos, En ¢ segundo paso, la temperatura se reduce
para permitir ¢l alineamiento (0 reconocimiento) de las moléculas iniciadoras a la
secuencia blanco del DNA molde. Las moléculas iniciadoras son lineales que pueden
variar en longitud, composicién de bases nitrogenadas y especificidad para parearse con
la secuencia blanco y dependiendo de esto, 1a temperatura de alineamiento puede variar
desde 25 °C a 65 °C. En el tercero, se lleva a cabo el alargamiento o extension de la
molécula iniciadora mediante la enzima Tag DNA polimerasa a 72 °C, la mayoria de
Tag DNA polimerasa proviene de la bacteria terméfila Termus aquaticus, que tolera la
temperatura de desnaturalizacion sin alterar su funcién de polimerizacion. Estos 3 pasos
(ciclos) se repiten en el termociclador, permitiendo obtener de manera exponencial el
fragmento o fragmentos discretos sintetizados a partir del molde de DNA; asi que, en
una reaccion de 30 a 35 ciclos se acumulardn alrededor de 10° a 10° moléculas de DNA,
estas secuencias amplificadas (sintetizadas de novo), pueden ser visualizadas en un gel

de agarosa o acrilamida con técnicas de tincién convencionales (Valadez y Kahl, 2000),

3.3.2 Componentes de la PCR

Debido al complejo de interacciones entre los componentes de la PCR v la amplia
variedad de aplicaciones en las que este método se ha usado, no hay un listado tnico de
condiciones que puedan ser las Optimas para todas las posibles reacciones; sin embargo,
aqui se citardn los componentes mds cominmente utilizados.

La mayoria de los oligonuclestidos utilizados como iniciadores para la PCR, tienen una

longitud de 10 a 30 bases. Se les usa generalmente a concentraciones de 0.2 a 1.0 uM,
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pero la concentracién Gptima, asi como la concentracién del DNA se determina
empiricamente. El amortiguador estandar para la PCR contiene 50 mM de KCl, 10 mM
de Tris-HCl y 1.5 mM MgCl,. En particular, la concentracién de MgCl; puede tener un
efecto marcado sobre la especificidad y los productos que se amplifican.

La enzima Tag DNA polimerasa que se requiera en la reaccion de PCR se utiliza
generalmente a la concentracién de 2.5 unidades por 100 pl. de reaccidn. Los
desoxirribonucledtidos trifosfato (dNTPs) se usan normalmente de 50 a 200 pM cada
uno, pero si las concentraciones son altas es posible que se promuevan falsas
incorporaciones por la polimerasa, lo que debe evitarse. El segmento de DNA que se
amplificara a partir del molde puede tener hasta 5 kb de longitud, aunque lo mas tipico y

sencillo son amplificaciones de 100 3 1000 pares de bases (bp) (Valadez y Kahi, 2000).

3.3.3 Marcadores basados en la PCR

Los marcadores principales basados en PCR son STSP (Sequence Tagged Sites
Polymorphisms, por sus siglas en inglés), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNApor sus siglas en inglés) y DAF (DNA Amplification Fingerprinting, por sus siglas
en ingles) los cuales se describen a continuacidn:

Recientemente se han disefiado iniciadores que son complementarios a clones de copias
lnicas o a regiones que delimitan las secuencias repetidas continuas en el genoma, es
decir a los microsatélites Y s¢ usan para la deteccion de los STSP. Esta dltima téenica,
permite sintetizar secuenciag especificas de microsatélites y s muy utilizada para el
analisis de marcadores de especies cuyos genomas tienen relativamente poco
polimorfismo. Esta clase de marcadores pertenecen a los “marcadores de segunda
generacion” (o marcadores tipo IT) y se tiene confianza de que puedan acelerar el andlisis
de genomas de especies cultivadas, particularmente de aquellas que presentan poco
polimorfismo (Valadez y Kahl, 2000).

3.3.4 Amplificacién Aleatoria de Marcadores del DNA Polimérfico (RAPD)
Williams et al (1990) modificaron los componentes para PCR, utilizando sdlo
nanogramos del DNA genémico total con la finalidad de detectar polimorfismos entre

diferentes genotipos. El DNA es amplificado empleando iniciadores cortos y arbitratios.
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Ellos denominaron a este método RAPD. Los cuales son faciles de utilizar, son
economicos y es un método que se ha utilizado para detectar Y construir mapas
genéticos. Una poblacién F2 provee mayor amplitud genética de la regién a ser
detectada que una poblacién derivada de un retrocruce (Michelmore ef af,, 1991).

Los marcadores tipo STSP también tienen limitaciones en e] sentido de que se requiere
al menos, una minima cantidad de datos acerca de la secuencia gendmica del Joci de
interés que permita el disefio de los iniciadores apropiados. Estas limitaciones se han
superado con el uso de iniciadores de tipo aleatorio en la PCR, que se utilizan en la
metodologia [lamada RAPD, que permite la sintesis de diferentes fragmentos pequefios
del DNA. El procedimiento de RAPD es relativamente rdpido, puesto que solamente se
utilizan pequefias cantidades de 4cido nucleico y no involucra transferencia tipo
Southern, ni el uso de radioactividad, Usualmente esta técnica provee marcadores
dominantes, ya que los polimorfismos se detectan mediante la presencia o ausencia de
bandas que resultan de inserciones o deleciones en las regiones amplificadas, o a partir
de cambios de bases en el DNA que alteran la unién del iniciador (Valadez y Kahl,
2000),

3.3.5 Amplificacién de huellas del DNA con la Técnica DAF

Otro método similar RAPD para identificar polimorfismos genémicos es la técnica
DAF. Este método se caracteriza porque en la PCR se utilizan moléculas iniciadoras
pequefias (5 a 15 nucledtidos), pero a concentraciones altas (de 3 a 30 pM) respecto a las
otras metodologias reportadas en donde Ia concentracion es de alrededor de 0.3 a 3 uM.,
La concentracion de DNA molde es muy baja (alrededor de 2 ng por reaccion), asi como
la temperatura de alineamiento (para permitir la unién no perfectamente homéloga al
sitio blanco). Los productos de amplificacién son analizados por electroforesis en geles
de poliacrilamida y son detectados por tincién sensitiva con plata. La alta resolucion del
gel de poliacrilamida y la alta sensibilidad de la tincién con plata, producen mds bandas
que la técnica de RAPD y dependiendo de la especie permite detectar mas
polimorfismos. Un experimento DAT toma mas o menos el mismo tiempo que uno de
RAPD: un dia (Valadez y Kahl, 2000).
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3.4 Uso de los marcadores moleculares en frijol

No obstante que el frijol es un cultivo de poca importancia en los paises desarrollados,
ha recibido mucha atencién en investigacién sobre marcadores moleculares, debido a
que es de ciclo corto y fécil manejo en condiciones de invernadero y laboratorio; es
susceptible a numerosos patégenos y atractivo para marcar genes de resistencia. Los
acervos y razas de frijol exhiben polimorfismo para estudios de DNA, Los marcadores
moleculares basados en DNA como RFLP, RAPD, SCAR y ASAP son la herramienta
mas novedosa para el mejoramiento de cultivos (Lépiz, 2000).

En el caso del frijol, la seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS), puede
realizarse por lo menos en los siguientes casos: a} hibridacién y produccién de
cruzamientos con padres multiples y finales; b) en retrocruzas, inclusive por caracteres
controlados hasta por cuatro genes; c) en seleccion gamética; y d} generaciones
tempranas para seleccién negativa (eliminacion de plantas con alelos no descables)
(Beebe y Pedraza, 1998).

Segun Lépiz (2000) algunas ventajas del uso de los marcadores moleculares en el
mejoramiento de cultivos, son las siguientes: la seleccidn de caracteres sin necesidad de
evaluar los materiales en campo; seleccién segura de caracteres de baja heredabilidad
que en el campo presentan gran variabilidad por efecto ambiental; seleccion de varios
caracteres dificiles de reconocer por el fenotipo. Se han identificado mis de 30
marcadores RAPD ligados a 17 genes principales que controlan la resistencia a cuatro

patdgenos de frijol (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Genes para caracteres de im

portancia en el fiij

ol y marcadores asociados.

7 Ntmero de genes identificados, inclu
Fuente: Beebe y Pedraza, 1998.
SCAR (Sequense Characterized Amplified Region, por sus siglas en inglés).

Caracteres Genes Genes Marcados Marcadores SCARs | No. minimo  de
genes necesarios
Factores Bisticos
Hongos
Roya 9 4 1 I
Antracnosis 7 4 2 2
Mancha Angular - - 2
Macrophomina 2 2 1
Mustia 5 5
Fo 2 -
Bacteria
Xanthomongs 8 8 2
Virus
VMCF 5 2 2 1
YMDF 4 3 3
Rugoso 2 -
Nematodos 3 -
Insectos
Zabrotes
subfascians ! 1 1
Apion godmani 1 1 1
Factores Abidticos
Nodulacion 7 7
Fijaci6n biolégica 5 5 3
de Nitrégeno
Raices/absorcién
P, 7 7 4
Eficiencia P - -
Sequia 9 9 2
Fotoperiodo 2 2
Tolerancia bajo
hierro 2 -
Eficiencia Potasio i
Total 82 60 25 N

yendo QTL,

3.4.1 Bisqueda de marcadores para caracteristicas agronémicas en frijol

La seleccion para rendimiento y otras caracteristicas agronémicas, incluyendo

resistencia a estrés bibtico y abiético, arquitectura vertical de la planta, habito de

crecimiento, resistencia y maduracién han sido muy utilizados por mejoradores de frijol

para desarrollar variedades con rendimiento superior; o desarrollar variedades adaptadas

a medios ambientes especificos y/o sistemas de cultivo (Singh y Muiioz, 1999).

Otros estudios identificaron marcadores especificos

para resistencia a enfermedades

(Schneider er al,, 2001), caracteristicas morfol6gicas (Jung ef af, 1996), tamafio de

26




semilla (Park ef al., 2000), tolerancia al estrés por sequia (Schneider er al., 1997) vy
caracteristicas que son afectadas por procesos de domesticacién en frijol comin
(Koinange et al., 1996), caracteristicas responsables de rendimiento de semilla,
arquitectura de la planta v desarrollo de la planta (Bunyamin ef al., 2002),

En frijol comun la respuesta de la floracién al fotoperiodo es afectada por dos genes
mayores, Ppd y Hr, los cuales muestran epistasis recesiva (Kornegay et al., 1993;
Wallace ef al., 1993). Aunque esta es una tendencig, general para sensibilidad de] frijol
de bajar en temperaturas frias (White y Laing, 1989; Kornegay et ai., 1993). Acosta y
White (1995) mostraron que las variedades o cultivares varian en la sensibilidad a la
temperatura de acuerdo a la respuesta al fotoperiodo. Log germoplasmas sensibles al
fotoperiodo de latitudes medias, tales como México y Pert, parecen mostrar baja
sensibilidad a la temperatura, Argumentan que esto podria ser ventajoso para tales
regiones donde el régimen de lluvia ¥ temperatura son impredecibles de afio a afio, pero

la variacion en el fotoperiodo es larga y predecible.

3.4.2 Blisqueda de marcadores para resistencia a enfermedades en frijol

Algunas de las razones para el desarrollo y uso de variedades resistentes, como
componente principal en el manejo de las enfermedades son: a) dafio de enfermedades,
problema de produccion importante en frijol; b) existencia de variabilidad genética para
resistencia a enfermedades en frijol; ¢) método de control practico, econdémico y de facil
adopcién por los productores; d) método de obiencion de variedades resistentes
relativamente sencillo, cuando se irata de resistencia monogénica; y ) resistencia de
duracién aceptable en tiempo (Lépiz, 2000).

El control quimico de las enfermedades es caro y la generacién de semilla libre de
patégenos es a menudo dificil en pafses en desarrollo; de esta forma la resistencia
genética representa la mas confiable cstrategia de control (Pastor-Corrales y Tu, 1989).
En Brasil la variedad EMGOPA 201 Ouro (linea A 295), tiene resistencia multiple a
enfermedades: antracnosis, roya, mosaico comin y mancha angular (CIAT, 1996).

El INIFAP ha liberado el Bayo Zacatecas, Bayo Madero, y Pinto Villa que también es
resistente a roya, y es la variedad de mas €xito en este grupo y se estd sembrando en mas
de 350 000 ha en Chihuahua, Durango y Zacatecas (Cuellar, 1999),
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Estudios genéticos indican que la resistencia al tizén comin del frijol (Common
Bacterial Blight) es diferente, dependiendo del origen de la resistencia, y puede ser
determinado por genes mayores y menores (Musaana ef g/, 1993). El ntimero de gencs
de resistencia para CBB va de un rango de uno (Adams es al., 1988) a cuatro (Musaana
et al., 1993). Mc Elroy (1985) reportd que la resistencia al tizon comin en P, acutifolius,
accesion PI 319443 mostré herencig cuantitativa, y predominé un efecto aditivo de
genes y dominacion parcial para resistencia al tizon comtin. Los datos fueron
encontrados consistentes con la hipétesis de un gen mayor predominante y otros dos
genes de bajo efecto controlando la resistencia.

La herencia cuantitativa de reaccion al moho blanco en frijol comun, fue destacado por
algunos investigadores (Kolkman y Kelly, 1999), mientras que un gen singular
dominante controlando resistencia a moho blanco (WM) en una cruza de P, vulgaris x
P. coccineus L. fue reportado por Abawi et al. (1978).

Miklas y Beaver ( 1994) determinaron que la resistencia en campo a M. phaseoling es
controlada por més de un gen. La base poligénica aparente de resistencia en frijol a A
Phaseolina, combinado con las dificuliades del trabajo con enfermedades del suelo, ha
impedido el progreso en el desarrollo de germoplasma y variedades resistentes,

Olaya et al. (1996) encontrs consistencia con la hipétesis de que la resistencia a M
Phaseolina en frijol es controlado por dos genes dominantes complementarios
(designados como Mp-1 y Mp-2); ambos genes deben estar presentes aunque no
necesariamente como homocigotos, para producir la resistencia del genotipo.

La existencia de numerosas razas fisiolégicas de C. lindemutianum reduce el uso de
genes de resistencia singulares, La mayor preocupacion en los Estados Unidos es g
falta de resistencia brindada por el gen “A” 3 la raza 7, ya que la mayoria de los
cultivares de frijol de temporal solo tienen este gen singular de resistencia (Kelly et al.,
1994),

Debido al acontecimiento dado de dos nuevas razas de C, lindemutianum en Norte
América, la més efectiva estrategia de control de la enfermedad podria ser la
piramidacién de los genes “A” y “Are” de resistencia dentro de nuevos cultivares. Ia
combinacién de los genes A/Are podria condicionar la resistencia a todos los

aislamientos conocidos en Norte América de C. lindemutianum incluyendo las razas 7,
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73, alpha-Brasil y delta. EIl MAS ha sido demostrado en mejoramiento para resistencia
en virus del mosaico comin del frijol (BCMV), donde la combinacién de los genes
I/bc-3 permite piramidar la resistencia a todos los aislamientos de BCMV conocidos
(Haley et al., 1994). Actualmente un marcador RAPD ha sido ligado fuertemente (2.0
cM) al gen “Are” que ha sido identificado (Young y Kelly, 1994), pero otro marcador
ligado al gen “A” necesita ser identificado.

La variabilidad genética de C. lindemutianum ha sido observada en diferentes partes del
mundo donde el frijol es cultivado (Beebe y Pastor-Cotrales, 1991) y muchas razas del
patogeno han sido caracterizadas (Balardin et al., 1997).

Un alto nivel de diversidad rﬁolecular en C. lindemutianum fue observado dentro de la
Republica Mexicana. Muchos alelos fueron encontrados solo en México, asi como
también aquellos reportados en Ecuador y Argentina (Sicard et al., 1997).

Dos variantes independientes de genes dominantes condicionando la resistencia a
antracnosis fueron identificados en una poblacion F2 derivados de un cultivar diferencial
de frijol de enorme resistencia “G 2333”. Un gen fue alelo al gen Co-4 en el cultivar
diferencial “TO” y fue nombrado Co.4; mientras que a un segundo gen le fue asignado
el nombre temporal de Co-7 (Young ef al., 1997).

Pastor-Corrales et al. (1994) demostré que la resistencia a antracnosis en el cultivar
diferencial “G 2333 fue controlada por dos genes de resistencia desconocidos.

En frijol, los marcadores RFLP o RAPD han sido identificados y ligados a genes de
resistencia a las siguientes enfermedades: roya (Miklas et al., 1993), tizén comin
(Nodari et al., 1993) y antracnosis (Adam-Blondon et ai., 1994).

En forma especifica para México, serfa muy Gtil conocer los genes que confieren
resistencia a las razas de antracnosis y roya prevalentes en las dreas frijoleras del norte-
centro del pais, lo que facilitarfa y harfa més eficiente el trabajo de incorporacion de
resistencia a estos patogenos en las nuevas variedades (Lépiz, 2000).

Igualmente Lépiz (2000) argumenta que deberd procurarse la implementacion de la
seleccion asistida por marcadores moleculares, herramienta que estd disponible para
algunos genes de roya, antracnosis y mosaico dorado; y también reconoce que la mejor

estrategia para el combate de las enfermedades es el mancjo integrado, y que el
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uso de las variedadeg resistentes,

En Europa segtin Fouilloux ( 1979) la antracnosis ha sido controlady por 30 afios por yn
gen  singular dominante llamado  “Are» (Mastenbroek, 1960) y recientemente
renombrado Co-2 (Kelly y Young, 1996). Recientemente Kelly et a1 (1994) han
reportado el acontecimiento de razag que superan cualquiera de los dos Co-1 ¢ Co-2,

El gen “Are” o Importante porque este representa uno de los mayores origenes

Kelly (1995) reportd que piramidando tres genes mayoreg (Ur-3, Ur-4 ¥ Ur-5) resulté

una resistencia a 63 de 65 razas de roya del frijol reportadas en Estados Unidos, Sin
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transferidos dentro de un cultivar susceptibie (Kelly, 1995).

Algunos reportes indican que la resistencia a la 1oya del frijol es controlada por genes
mayores singulares dominantes (Faleiro, 1997; Park ef al., 1999), Sin embargo, hay
también reportes de que la resistencia es determinada por uyn gen recesivo singular
(Zarter ef al, 1989), por dos genes (Finke er af, 1986) por dos genes dominantes
complementarios (Grafton ef al., 1985), y por dos genes independientes (Grafton et o/,
1985).

detectar y medir la variabilidad entre individuos, Estog marcadores son casj ilimitados en

nimero y no son afectados por el medio ambiente (Williams et af., 1990).

3.4.3 El uso de los marcadores genético moleculares en Iy biisqueda de resistencia
en frijol para Fop f. sp. phaseoli

Ribeiro y Hagedorn (1979) indican que un solo gen controla Ia resistencia de cada raza
de I, oxysporum. La resistencia a la raza de Brasil parece ser controlada por un gen
dominante tentativamente designado como Fop 1. Este gen esta presente en lag
variedades Tenderete, Pintado ¥ posiblemente Early Gallatin, La resistencia a la raza de
Estados Unidos parece estar controlada por un gen dominante incompleto tentativamente

designado como Fop 2. Los heterocigotos de Ia progenie I1 de la cruza de 1a variedad

desarrollo del patégeno en el sistema vascular de plantas inoculadas,

patogeno en el hospedante,
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La reaccién de variedades de frijol a la cepa de Fop de Brasil es altamente influenciada
por la temperatura de incubacion Yy concentracién de esporas en el indculo; la severidad
de la enfermedad eg inversamente proporcional a g temperatura de incubacién v
directamente proporcional a la dosis del indeulo (Ribeiro y Hagedorn, 1979).

Distintos tipos de resistencia en especies hospedantes singulares a otras formas
especiales de Fop que provocan pudriciones, existen ¥ son controladas genéticamente
(Henderson y Winstead, 1961),
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4. MATERIALES Y METODOS

La metodologfa utilizada en 13 presente investigacién se realizé en tres fases.

4.1 Fase 1

4.1.1 Progenitores de frijol y cruzas realizadas

Progenitores

Los progenitores de frijol usados fueron las variedades Bayo blanco (B), Pinto
americano (P) (Phaseolus vilgaris L.} y Tepary (T) (Phaseolus acutifolius Asa Gray);
de los cuales el Bayo y el Tepary fueron considerados como resistentes y el Pinto
americano como susceptible a Fop. No existe mucha informacién sobre la resistencia o
susceptibilidad a Fop de las variedades de frijol utilizadas en 1a presente investigacion,
Sin embargo se les asigné ese calificativo de acuerdo con ensayos preliminares
realizados en presencia del patogeno a concentraciones altas, y en donde se tomaron en
cuenta el porcentaje de germinacion y la altura de plantas (variables). Las variedades

seleccionadas se destacan por las siguientes caracteristicas:

4.1.1.1 Pinto americano
Por ser una de las variedades de frijol mas importantes comercialmente a nivel nacional,
sobre todo para la parte norte del pais, y ademds porque presenté mayor susceptibilidad
a Fop en los ensayos preliminares de patogenicidad con respecto a las variedades Bayo y
Tepary. Ademas, segin la PRONASE y SAGARPA, (2004) la variedad Pinto americano
se adapta bien en primavera-verano en los Estados de Baja California Sur, Coahuila,
Nuevo Leodn, Sonora y Tamaulipas. En otofio-invierno en Baja California Sur, Sonora,
Tamaulipas y Nuevo Leén. Es susceptible a la antracnosis, a la roya o chauixtle, al tizon
“comun y al tizén de halo, Se adapta a siembras de temporal y de riego. Su densidad de
siembra es para otofio-invierno de 50 Kg-ha' Yy para primavera-verano de 45 g 70 Kgha
. Su hébito de crecimiento es indeterminado de semiguia corta. Los dias a floracién van
de los 36 a los 39 dias dependiendo de las condiciones ambientales y manejo del cultivo.
Su madurez fisiologica es de 78 a 80 dias. Sus flores son de color blanco, el color del

grano es pinto (crema y café) y las plantas alcanzan una altura promedio de 49 cm,
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4.1.1.2 Bayo blanco

dias a floracién de ambag son de alrededor de 40 dias, por lo que al Bayo se le denomina
en la region “Bayo cuarentero” (comunicacién petsonal del productor que proporciond

la semilla de Pinto americano y Bayo blanco).

Tayas amarillas poco visibles,

4.1.1.3 Tepary
Existen referencias no especificas acerca de la resistencia del frijol Tepary al tizon

comun del fiijol, N.AS., (1979) afirma que algunas selecciones se han utilizado para

recomendado hacer colectas de germoplasma en las 4reas primitivas de crecimiento,
particularmente en México ¥ Guatemala. El uso de Teparis silvestres Y domesticados en
huevos esfuerzos de mejoramiento podria producir cultivares €on mayores rendimientos
Y mayor resistencia a enfermedades de rafz particularmente ¥ mayor tolerancia al
ambiente, El fiijol Tepary presenta ventajas con respecto a lag variedades Pinto y Bayo;
por gjemplo su ciclo de produccién es de 60 dias, mientras que el de las otras rebasa log
80 dias (N.A.S., 1979). Adema4s se hecesita suficiente humedad para la germinacién de
la semilla y adelantar sy crecimiento hasta Jg floracién, pero después de eso, la escasa

lluvia del desierto -en donde crece en forma silvestre- 0 atn sin €sta, puede ser suficiente
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Teparis estan adaptados a Ia agricultura semiarida con riego minimo o agricultura de
¢scorrentia, as{ como a la agricultura de secano (N.A.S,, 1979).

Sobre suelo y ambiente seco los Teparis parecen superar a la mayoria de las otras
variedades. Hoy utilizando lg fertilizacién v métodos moderados de riego, los
agricultores comerciales de Tepary han cosechado 1100-1200 Kgha'; pero el
rendimiento record eg mayor de 4000 Kgha” en California bajo riego minimo (N.A.S
1979), respecto al rendimiento promedio de las variedades cultivadas 4 nivel nacional de
638.28 Kg'ha! (SAGARPA, 2004).

4.1.1.4 Cruzas realizadas

Se realizaron cruzamientos especificos con la finalidad de dar lugar a la expresion de la
herencia del caracter de resistencia a Fop en la descendencia F2 de cruzas entre la
variedad Pinto y las variedades resistentes. 1os cruzamienios fueron los siguientes:
Cruza 1: TQ x P& (a), TS x P& (b); en donde el Tepary es resistente v €l Pinto es
susceptible a Fop,

Cruza 2: PQ x BS (a), PQ x BJ (b); en donde el Pinto es susceptible y el Bayo es
resistente a Fop.

Cabe sefialar que lo ideal habria sido utilizar en lugar del Bayo el mismo Tepary, pero
debido a que existe poca compatibilidad genética entre las especies acutifolius con
vulgaris, se llevé a cabo de estg manera utilizando también una variedad compatible de
la misma especie que el Pinto. Entra también en juego el efecto materno ya que en lag
dos cruzas donde se utiliza el Tepary como progenitor femenino, quiza se obienga més
rapido la resistencia requerida del Tepary (por efecto materno), pero quizd seria
necesario mediante retrocruzas obtener el color y tamafio del Pinto, que es el de mds
interés comercial. a variedad Pinto se utilizé como progenitor masculino y femenino
con la finalidad de evaluar la forma de conferir la resistencia mas facilmente,

Las semillas F1 obtenidas de cada cruza fueron tres para la cruza TQ x P& (a); dos para
la cruza TQ x P3 (b), haciendo un total de 5 semillas; dos para la cruza PPxBJ (@ y
cinco para la cruza P? x B3 (b), haciendo un total de 7 semillas. Para obtener ia

generacién F2 se sembraron todas las semilias F1,
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Tanto progenitores, como las progenies F1 y F2 se mantuvicron en condiciones de
invernadero en macetas de 10 y 1 kg respectivamente con tierra de monte previamente

desinfectada con bromuro de metilo, sembradas a una profundidad de 4 cm.

4.2 Fase 2 Colecta del patégeno e identificacién mortologica

4.2.1 Colecta del patdgeno y aislamiento

Fop se aisl6 de raices de plantas de fiijol colectadas en el Campo Experimental del Valle
de México (INIF AP-CEVAMEX) Texcoco México.

Las raices de las plantas muestreadas se lavaron con agua para eliminar la tierra y se
tomaron porciones de tejido vegetal de ‘aproximadamente 2 mm de longitud con
sintomas de necrosis vascular. Los cortes se colocaron en hipoclorito de sodio al 1%
durante 2 minutos con agitacidn continua, luego se eliming el hipoclorito enjuagando los
cortes con agua destilada estéril; posteriormente se colocaron en papel filtro estéril para
climinar el exceso de agua. Pequefias porciones de tejido se sembraron en cajas de Petri
con PDA y se incubaron durante 5 a 7 diag a 24 °C. Todas aquellas colonias que
mostraron caracteristicas de Fop, se reaislaron en cajas de Petri con PDA para
purificarlas, Se usé PDA modificado (150 g de papa, 10 g de dextrosa ¥ 20 g de agar'L’
h. Fop fue aislado y purificado de acuerdo a Silva Rojas (com. personal). Una vez que
Fop estuvo puro, se increments el inéculo para la produccién de conidios los que fueron

inoculados en invernadero,

4.2.2 Identificacién morfolégica

Se realizé de acuerdo a la descripcién dada por Snyder y Hansen (citados por Romero,
1993), los cuales describen a Fop con macroconidios finos, alargados puntiagudos de
pared delgada, anchura méxima 3.0-4.5 K, masa de conidios con pigmento violeta (ver
Figura 3).

Para las categorias inferiores a la especie, estos mismos autores sugieren la
denominacién de formas especiales (f. sp.) y razas, segin se ftrate de sub-grupos
semejantes morfolégicamente, pero con diferente patogenicidad hacia determinados

hospedantes o variantes de un mismo hospedante, respectivamente.
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4.3 Fase 3

4.3.1 Analisis moleculares

S¢ utiliz6 la téenica DAF-PCR para analizar el genoma de Ias plantas de las variedades
de frijol y cruzas respectivas con dos finalidades principales: a) estimar la variabilidad
gendmica de los progenitores y de Ia progenie F1; y b) perfilar el genoma de aquellas
plantas que mostraran resistencia o susceptibilidad a Fop y tratar de identificar alguna
banda de DNA asociadg a cualquiera de estos dos caracteres tanto en los progenitores
como en la descendencia,

a) Para la estimacion de 1a variabilidad genémica de log progenitores se utilizaron 10
plantas de cada uno de ellos; mientras que para la variabilidad de F1 se consideraron
muestras compuestas de todas las plantas resuitantes de log cruzamientos,

b) Para perfilar el genoma de las plantas resistentes ¥ susceptibles a Fop, se consideraron
plantulas inoculadas de los tres progenitores utilizados y de la descendencia F2 que
mostraron  sintomas severos a los 25 dias después de 1a inoculacién o muerte
postemergente. Se considerd una planta susceptible ¥ una resistente de cadg progenitor y
dos plantas F2 de cada Cruzamiento.

Para la toma de muestras de DNA de plantas susceptibles y resistentes a Fop de las 3
variedades y progenie F2 de frijol, se inocularon semillas de acuerdo al método utilizado
por Punja y Parker (2000). Este método consistis N sumergir por 5 minutos en una
solucién de 2.5 x 10° conidios'mL"" (ambos macro y microconidios) del aislamiento de
Fop, las semillas correspondientes (40/ variedad o progenie F2). El experimento
completamente al azar con cuatro repeticiones, se realizé en invernadero con una
temperatura media de 20-24 °C ep macetas de 1 kg con tierra de monte previamente
desinfectada con bromuro de metilo. Se sembraron 10 semillas por maceta a una
profundidad de 4 cm. Las semiilas que se utilizaron como control fueron manipuladas de

la misma forma, pero fueron sumergidas en agua destilada estéril.

4.3.2 Extraccién de DNA
Para la estimacién de |a variabilidad genémica de progenitores y plantas Fl1, se
utilizaron hojas jévenes Y sanas para obtener el DNA; pero en el caso de las plantas que

fueron inoculadas (progenitores y F2), se utilizaron hojas o tejido de la planta disponible
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pulverizado se pasé a un tubo estéril de 35 mI. que contenfa 15 ml, de buffer de
extracei6n precalentado 4 65 °C (100 mM Tris-HC! pH 8.0, 50 mM EDTANa; pH 8.0,
300 mM Na CL, 10 mM B-mercaptoetanol, 1.3% SDS) y 30 pL de B-mercaptoetanol. F]
tubo se cubrié con parafilm, se mezclé su contenido y se incubé a 65 °C e bafio de agua
por 10 minutos con inversign ocasional del mismo; luego se afiadieron 5 m, de acetato
de potasio 5 M, se mezclo por inversion y se mantuvieron a () °C por 30 minutos, Los
tubos fueron equilibrados debidamente con agua destilada estéri] Y se centrifugaron a
4000 xg por 20 minutos a 4 °C. g} sobrenadante se {iltré con una tela de gasa estéril a un
tubo que contenfa 10 mi, (un volumen) de isopropanol frio, se mezclé lentamente por
inversion y se incubé 30 minutos a -20 °C, Posteriormente ¢] DNA (nube blanquecina),
s¢ transfirié con un asa de vidrio estéril a un tubo de microcentrifuga que contenia 700
1L de buffer de dilucién (50 Mm de Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM de EDTA); una vez
disuelto el DNA se afiadieron 4 pl, de RNAasa (10 mg-mL™) y se incubg a 37 °C por 1

isopropanol fifo, se mezcléd nuevamente ¥ 8¢ mantuvieron a -20 °C por 2 horas, Por
Ultimo se centrifugd a 15 000 Xg por 5 minutos y se eliming el sobrenadante, La pastilla
de DNA se lavé con etanol 70 %, se volvi a centrifugar por 5 min mas Y se secd por
inversion del tubo durante 15 min. Finalmente el DNA se resuspendid en 100 uL de
buffer TE (10 Mm de Tris-HCl, 1 mM de EDTA.Nay pH 8.0) y se almaceng a 4 °C.

4.3.3 Estimacién de Ia cantidad y calidad del DNA
El DNA obtenido se cuantificd en un epectrofotdometro PERKIN-ELMER modelo
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DO 260 x Factor de dilucién x 50
Concentracién de DNA ug'uL"] e e
1000

Las preparaciones puras de 4cidos nucleicos (DNA y RNA) tienen valores entre 1.8 a
2.0; pero si hay contaminacién con proteinas o fenol, el valor obtenido de la relacion
puede ser significativamenie diferente (Sambrook es al., 1989).

Para estimar la calidad del DNA, normalmente se recurre a la electroforesis en gel de
agarosa, este método es de utilidad para conocer el nivel de degradacién o
fragmentacion que suftié el DNA durante el proceso de extraceion. Para esto se prepard
un gel de agarosa al 0.8% disuelto en TAE 1X (40 mM de Tris-1ICY pH 8.0; 20 mM de
acetato de sodio; 2 mM de EDTA). En los pozos se colocaron g del DNA y 0.1
volumen de amortiguador de carga 10 X (0.1% de azul de bromofeno] (p/v); 0.1% de
xileno cianol (p/v); 40% de glicerol y 60 mM de EDTA pH 8.0). La electroforesis se
cotrié a 70-80 volts, cuando ésta concluyé el gel se sumergié en una solucién de
bromuro de etidio (0.4 a 1.0 ugmL™Y) por 15 min para tefiir el DNA. Después se
documenté con el sistema Kodak Digital Science 1D 2.0 sobre un transiluminador de luz
uv Upland modelo TS-20.

4.3.4 Scleccién de iniciadores

Para el establecimiento de la técnica en el laboratorio, se seleccionaron previamente los
tniciadores mds apropiados y capaces de funcionar a 40 °C. Para esta seleccién se utilizo
DNA de la variedad Bayo que fue amplificado con los 20 iniciadores referidos en el
Cuadro 5. La mezcla de reaccién estuvo compuesta de 200 nM de dNTPs, 1X de
amortiguador para Tag DNA polimerasa, 2 mM de MgCly, 20 pmol del iniciador
correspondiente, 2 U de la enzima Tag DNA polimerasa y 40 ng de DNA en un volumen
final de 25 uL. Los tubos de reaccion siempre fueron cubiertos con el mismo volumen
de aceite mineral estéril para evitar la evaporaci6n de la muestra durante el termociclaje.
Las condiciones de amplificacion estdn referidas en el Cuadro 6.

La separacién de los productos amplificados se realizé en geles de agarosa Ultra Pure ™
de GIBCO BRL al 1.2% con amortiguador TAE 1X: para lo cual se cargaron 10 ul, de

cada producto con 0.1 volumen de amortiguador de carga 10X en los pozos respectivos
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del gel. La electroforesis se corri6 de 70 a 80 volts. Parg estimar el peso molecular de los
productos amplificados, se incluyd en el gel el marcador de peso molecular de 1 kb de
GIBCO BRI.. Una vez que finalizé el cotrimiento, los geles se tifieron con bromuro de
etidio durante 15 min y la imagen fue documentada para su posterior analisis. La
seleccién se realizo considerando aquellos iniciadores que amplificaron la mayor

cantidad de bandas nitidas y reproducibles.

Cuadro 5. Secuencia de bases de los iniciadores evaluados para el establecimienio de la
técnica DAF-PCR.
INICIADOR

SECUENCIA

ROTH-A01 |5’ CAG GCC CIT ¢ ¥
ROTH-A 02 | 5° TGC CGA GCT G 3’ |ROTH-A 12
ROTH-A 03 |5 AGT CAG CCA_C 3’ |ROTH-A 13

ROTH-A 04 |5 AAT CGG GCT G 3’ |ROTH-A 14
ROTH-A 05 |5 AGG GGT CIT G 3’| ROTH-A 15
ROTH-A06 [ 5° GGT CcC TGA C 3’ |ROTH-A 16
ROTH-A07 |5 GAA ACG GGT G 3 |ROTH-A 17
ROTH-A08 [5° GTG ACG TAG G 3’ ROTH-A i8
ROTH-A 09 |5 GGG TAA CGC C 3’ |ROTH-A i9

ROTH-A 10 |5 GTG ATC GCA G 3’ |ROTH-A 20

ITC CGA ACC C &

GCG ATC ¢ 3

4.3.5 Estandarizacién de Ias condiciones de reaccién de DAF-PCR.

Una vez seleccionados los iniciadores que se utilizarian para el establecimiento de Ja
técnica DAF, fue necesario estandarizar también Jas concentraciones Optimas de DNA,
MgCl, vy Tag DNA polimerasa; ya que estos Componentes de la reaccidn afectan
significativamente la resolucién y cantidad de bandas dependiendo del genoma a
amplificar. En estos casos lo ideal es amplificar con una muestra de| DNA problema y
con un solo iniciador algunas combinaciones entre estos componentes. Para este irabajo
s€ consideraron 0, 10, 15, 20, 30, y 40 ng de DNA; 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mM de
MgCl y 0.5, 1.0y 1.5 U de Tag DNA polimerasa por reaccidn, seleccionando en cada
ctapa aquellas concentraciones que resultaron mas eficientes,

Para este propdsito se utilizaron los iniciadores ROTH A-03 y ROTH A-16 con el DNA
del progenitor Bayo con diferentes concentraciones de los tres componentes antes
referidos. Todas las amplificaciones se realizaron con el mismo programa de

termociclaje utilizado para la seleccién de los iniciadores (ver cuadro 6), Los productos
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amplificados fueron separados en geles de agarosa al 1.2%, tefiidos con bromuro de

etidio y documentados después de las electroforesis respectivas.

4.3.6 Aplicacién de Ia técnica DAF-PCR

plantas de frijol con sintomas y sanag después de [a exposicién al hongo Fop £ sp.
Phaseoli fueron el ROTH A-01, ROTH A-04 y el ROTH A-13.

Para el andlisis de Ja variabilidad genémica de log progenitores y de las plantas F1 se
utilizé el DNA de 30 plantas (10 muestras simples por cada progenitor) y para F1 se
utilizaron siete muestrag tompuestas como ya se indicé anteriormente y en las figuras
correspondientes aparecen en orden como: (1) Tepary, (2) Bayo, (3) Pinto, 4) T2 x P3
@, 5) T¢ x P3 (b), (6) PQ x BZ (@ y (7) PQ x BG (b). La mezcla de reaccion
contenia 200uM de dNTPs, 1X de amortiguador para Tag DNA polimerasa, 2 mM de
MgCly, 20 pmol del iniciador respectivo, 1 U de enzima 7, ag DNA pol y 25 ng del DNA
correspondiente. L] programa de amplificacion utilizado fue el mencionado en el

siguiente Cuadro:

Cuadro 6. Programa de amplificacién utilizado en la técnica DAF-PCR

Desnaturalizacién
Alineamiento
Extensién
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Las condiciones de reaccign y de amplificacién de DAF fueron las mismas que se
utilizaron para el anlisis del DNA de progenitores ¥ poblacién F1 mencionadas en la

seccion 4.3.6.

Cuadro 7. Relaci6n de plantas de frijol scleccionadas para el anélisis de huellas de DNA
de plantas resistentes o susce ptibles a Fop £, sp. phaseoli,
(1) planta susceptible del progenitor Bayo

2)  planta resistente del rogenitor Bayo
(3) __planta susceptible del progenitor Tepa
(4) _ planta resistente del progenitor Tepa
(5) _ planta susceptible de] progenitor Pinto
(6) _ planta resistente dej progenitor Pinto
(7) _planta 1 susceptible de la cruza 1 (a) T x P& (susceptible C'1 P1 (a)
(8) planta 1 resistente de la cruza 1 (a) TS x PZ (resistente C1 P (a))
(9) _ plania 2 susceptible do Ia cruza 1 (a) TS x P (susceptible C1 P2 (a))
10y planta 2 resistente de Ia cruza 1 () T® x PJ (resistente C1 P2 (a))
(1D _planta I susceptible de Ia cruza 2 (b) TQ x P& (susceptible C2 P] (b))
12) planta 1 resistente de la cruza 2 (b) TQ x P (resistente C2 P (b))
(13) planta2 susceptible de Ia cruza 2 (b} TR x P (susceptible C2 P2 (b))
14) planta 2 resistente de la cruza 2 (L) TQ x P& (resistente C2 P2 (b))
(15) planta 1 susceptible de la cruza 1 a} PQ x BJ (susceptible C1 P1 a)
(16) planta 1 resistente de la cruza 1 a) PQ x BJ (resistente C1 P1 (ah)
(17) planta 2 susceptible de [a cruza 1 () PQ x B (susceptible Cl P2 a))
(18) planta 2 resistente de Ia cruza 1 (a) PQ x B (resistente C1 P2 a))
(19) planta 1 susceptible de la cruza 2 (b) PQ x B& (susceptible C2 P (b))
(20) planta ! resistente de la cruza 2(b) PP x BA (resistente C2 P] (b)

21) planta 2 susceptible de Ia cruza 2 b) P2 x BS (susceptible C2 P2 (b)
(22) plania 2 resistente de Ia cruza 2 (b) PQ x BJ (resistente C2 P2 (b))

23) planta susceptible a sequia progenitor Tepary (susceptible a seq uia
(24) planta resistente a sequia progenitor Tepar (resistente a sequia)

4.3.7 Separacion de productos amplificados con Ia técnica DAF-PCR

Los geles de poliacrilamida (PAA) se utilizan principalmente para separar fragmentos de
DNA de bajo peso molecular (de 50 a 1000 bp), como son los productos de reacciones
de amplificacién o productos de digestién con enzimas de restriccion que reqtﬁeren de
una mayor definicién. Dependiendo de la longitud del producto a separar, la
concentracion de poliacrilamida en ol gel puede ser variable; por ejemplo, para resolver
fragmentos de 80 a 500 bp la concentracién utilizada normalmente es de 5 %; para
fragmentos de 40 a 200 bp, la concentracién es de 12 %o; para fragmentos de 6 a 100 bp

se utiliza 20 % de poliacrilamida, Los geles PAA no desnaturalizantes se utilizan para la
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separacion de fragmentos de DNA de doble cadena con amortiguador TBE 1X y bajos
voltajes (de 1 a 8 V/em); pero si se requiere de separar fragmentos de DNA de cadena
sencilla (geles de secuenciacién) o moléculas de DNA en donde la movilidad pudicra
verse afectada por la composicicn de bases, se recurre a los geles PAA desnaturalizantes
que contienen UREA o formaldehido (Valadez y Kahl, 2000). Los geles de
poliacrilamida son corridos en sistemas de electroforesis vertical. Sin embargo, tienen
tres grandes ventajas sobre los geles de agarosa: (1) su poder de resolucién es mayor, ya
que pueden separar moléculas de DNA que difieran en 1 bp, (2) pueden alojar
cantidades de DNA mucho mas grandes que los geles de agarosa: Arriba de los 10 ng de
DNA pueden ser aplicados en una sola ranura de (lem x | mm) de un gel de
poliacrilamida tipico sin bajar la resolucién significativamente, (3) EI DNA recuperado
de geles de poliacrilamida es extremadamente puro y puede ser usado para otros
propositos (Sambrook ef. al, 1989},

La técnica DAF puede generar huellas de DNA de origen viral, bacterial, fungico,
plantas y animales, Iniciadores cortos de 5-12 nucletidos de longitud pueden producir
patrones de bandas complejas que pueden ser visualizadas en electroforesis en geles de
acrilamida y tincién con plata. Con dicha técnica sc utilizan pocos reactivos ¥ poco
tiempo de reaccion (Anolles e, of 1991).

Mediante la técnica DAF es posible identificar hibridacién en g progenie F1 en ausencia
de marcadores fenotipicos o fisiol6gicos y constituye la base para el mapeo genético
futuro y seleccion asistida por marcadores (Anolles ef. ol 1999).

Como ya se menciond anteriormente en la revision de literatura, que aunque los
productos amplificados DAF-PCR pueden ser analizados en geles de agarosa, el uso de
geles de poliacrilamida permite detectar més bandas de DNA ¢ incrementa Ja posibilidad
de detectar también mds polimorfismos. La tnica desventaja de este tipo de geles
respecto a fos de agarosa es que son mis laboriosos y requieren de mas tiempo de
corrimiento. Los geles PAA se preparan a partir de una mezcla de monoacrilamida,
bisacrilamida, TEMED y persulfato de amonio, Ia proporcién de las dos primeras
substancias influyen en el tamafio de] poro; el persulfato de amonio y €l TEMED inician
la polimerizacién (Valadez y Kahl, 2000). Las muestras DAF amplificadas para el

andlisis de variabilidad gendmica de progenitores fueron separadas en geles de agarosa
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al 1.2%, y para el analisis de F] y plantas resistentes y susceptibles a Fop, f. sp.
Phaseoli, fueron separadas en geles de acrilamida al 5% con las concentraciones que se

muestran en el siguiente cuadro:

Cuadro 8. Mezcla utilizada para la preparacion de los geles de acrilamida.

5 % (para 10 ml) | 5% (paral7 ml)
Acrilamida 30%
(acrilamida 29%, NN
bisactilamida 1%) 1.66 mi. 2.8 mL
Agua deionizada 6.27 mL 10.6 mL
TBE 5X 20 mL 3.4 mL
Persulfato de amonio 10% 70 oL 190 uL
TEMED 3.5 ul. 8.0 ul,

La preparacion de los geles de acrilamida consistié en lavar con alcohol 70% las dos
piczas cuadradas de vidrio, se enjuagaron con agua bidestilada (ddH,0). Se colocaron
las barras espaciadoras a los lados de los vidrios y se armé el sistema de electroforesis.
Se mezclaron 2.8 ml de acrilamida al 30%, 10.6 mL de agua deionizada, 3.4 mL de
amortiguador TBE 5X, 190 uL de persulfato de amonio al 10% y 8.0 pL de TEMED,
para preparar 17 mL de solucién (dos geles de 10 x 10 cm con capacidad de 10 muestras
cada uno). Esta se mezclé bien con ayuda de una jeringa succionando y expulsando tres
veces. Se tomé la solucién de acrilamida con la misma jeringa y se colocod enire los
vidrios v el peine en el lugar correspondiente. Las burbujas de aire se evitaron
inclinando el molde del gel y vaciando la solucion por uno de los lados. La
polimerizacion tarda aproximadamente 1 hora, pero como en la presente investigacion se
aument6 la cantidad de persulfato de amonio y TEMED esta tardé aproximadamente
media hora. Las cantidades de TEMED y persulfato se incrementaron de 5 SuL y 119ul
respectivamente recomendadas por Sambrook et al, (1989) a 8uL y 190pL en Ia
presente investigacién, Cuando el gel polimerizé se colocaron las placas de vidrio con
el gel en el sistema de electroforesis. Se llené con amortiguador TBE 1X el tanque del
sistema y se removieron los peines. Se mezclaron 10 KL de las muestras amplificadas de
DNA con 1/10 de volumen del amortiguador de carga y se colocaron en los pozos
ayudados de la micropipeta. Se incluyé en los extremos del gel el marcador de peso

molecular. Se corrieron [os geles a 70-80 voltios y la cédmara de electroforesis fue
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cubierta hasta la parte media con hielo, Después de la electroforesis, el gel se removié v
se tifid con bromuro de etidio por 15 minutos. Posteriormente fue observado y

documentado.

4.3.8 Precauciones para trabajar acrilamida y bromuro de etidio

La acrilamida y bisacrilamida son potentes neuroidxicos y son absorbidas a través de la
piel. Sus efectos son acumulativos, Se deben usar guantes v una mascarilla cuando se
este pesando acrilamida y bisacrilamida (Sambrook er. al., 1989). El bromuro de etidio
(bromuro de 3, 8 diamina—6-etil-S-fenilfenantridio) ¢s un colorante fluorescente y
cancerigeno que se intercala entre los pares de bases de la doble cadena del DNA ¢ del
RNA. La cantidad de DNA que puede visualizarse dependera del grosor del gel vy del
tamafio del pozo. También es posible Ia deteccion de los acidos nucleicos cuando esta
sustancia se incorpora a la muestra antes de [a electroforesis. El bromuro de etidio es un
poderoso mutagénico y es moderadamente toxico. Al trabajar con esta sustancia se

recomienda mantener las mismas recomendaciones que para la acrilamida.

4.3.9 Andlisis estadistico de bandas

Las bandas amplificadas y separadas en los diferentes geles fueron sujetas a un andlisis
estadistico multivariado con el programa NTSyS pc. 2.0, para lo cual se construyé una
matriz binaria de datos con la informacion de cada uno de los geles, se considero el
digito “1” para sefialar la presencia de una banda de DNA particular o el digito “0” para
referir la ausencia de dicha banda. T.os agrupamientos se realizaron considerando cl
coeficiente de Dice que s6lo toma en cuenta los valores positivos (presencia de bandas).
Con la matriz de similitud se realizé el andlisis de conglomerados utilizando el método

del promedio aritmético de pares no ponderados (UPGMA)).

45



3. RESULTADOS
5.1 Fase 1
5.1.1 Progenitores de frijol y cruzas realizadas

Progenitores

Figura 1. Muestra de semilla de los p ogenitres Bao
blanco, Tepary ¥ Pinto americanc en orden respectivo.

Cruzas realizadas

Tepary x Pinto Pinto x Bayo
TY x P3 (a) T2 x P& (b) P x BJ (a) PQ x B& (b)
3 semillas F1 2 semillas F1 2 semillas F1 5 semillas F1

3.2 Fase 2. Colecta del patégeno e identificacion morfologica

3.2.1 Colecta y aislamiento del patogeno

La colecta de raices de frijol comiin con sintomas de F usariosis de donde se obtuvo Fop
fue realizada en el campo INIFAP-CEVAMEX; estas estructuras de la planta
presentaron ahuecamiento y manchas longitudinales de color rojizo a lo largo del

sistema vascular.
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Figura 2. Rafces de plantas de fiijol
comin con sintomas de Fop f. sp.
phaseoli  colectadas en el campo
INIFAP-CEVAMEX.

5.2.1.1 Identificacién morfolégica
Después del aislamiento y purificacién del hongo se observé el crecimiento del micelio

caracterfstico color violaceo de Fop asi como formacién de macro y microconidios.

Figura 3. Crecimiento sobre PDA de
Fop f. sp. phaseoli obtenido de raices
de plantas de frijol comin con
sintomas de Fusariosis.

La identificacién de las estructuras reproductivas de Fop se realizé en un microscopio
compuesto a 40X en donde fue posible observar macroconidios finos, alargados
puntiagudos, pared delgada; asi como la presencia de microconidios (Figura 4). Con
estas caracterfsticas, fue posible determinar que el hongo patdgeno aislado de raices de
plantas de frijol, correspondfa a Fop f, sp. phaseoli de acuerdo a la descripeion dada por

Snyder y Hansen (citados por Romero, 1993).
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Figura 4. Estructuras propagativas micro
y macroconidios de Fop f. sp. phaseoli
observadas en miscroscopio compuesto
(40X).

3.3 Fase 3 Analisis moleculares

5.3.1 Seleccion de iniciadores

Al observar en el gel las diferentes amplificaciones de DNA de la variedad Bayo
realizadas con las 20 secuencias citadas en el Cuadro 5, se considerd conveniente utilizar
para los analisis planteados los iniciadores 01, 04 y 13 de la serie ROTH A} ya que

fueron los que mostraron mejores resultados sobre el genotipo evaluado (Figura 5).

Figura 5. Huellas de DNA tipo DAF de la variedad Bayo obtenidas con 20 iniciadores de la serie
A de ROTH. B representa la muestra blanco. Los iniciadores seleccionados para los andlisis
definitivos se sefialan con flechas. Bl marcador de peso molecular | kb se ubica en los extremos.

5.3.2 Estandarizacién de las condiciones de reaccién para DAY en DNA de frijol
5.3.2.1 Estandarizacién de DNA

La cantidad 6ptima de DNA de frijol de acuerdo a la calidad de bandas amplificadas
DAF con los iniciadores A-03 y A-16, indicd que el uso desde 10 ng hasta 40 ng de
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DNA es aceptable para trabajar con las especies P. vulgaris y P. acutifolius. Para los
analisis posteriores de la presente investigacion se selecciond la cantidad de 25 ng de
DNA por reaccion. Las amplificaciones respectivas para esta estandarizacion se

muestran en la Figura 6.

. Iniciador A-03 Iniciador A-16

Figura 6. Huellas de DNA tipo DAF en gel de agarosa al 1.2% con diferentes concentraciones de
DNA (0, 10, 15, 20, 30 y 40 ng por reaccion) de la variedad Bayo vy los iniciadores A-03 y A-16
de ROTH. M es el marcador de peso molecular 1kb.

5.3.2.2 Estandarizacién de MgCl,

Las muestras de DNA de fiijol Bayo amplificadas con DAF-PCR (25 ng por reaccion)
con los iniciadores A-03 y A-16 de ROTH y diferentes concentraciones de MgCl,,
indicaron que la cantidad 6ptima de MgCl; fue de 2 Mm. Esta concentracidn se dedujo

de la calidad de las bandas de DNA amplificadas con ambos iniciadores.

I'.lic.iadol'A'O:i © Iniciador A-i6 - 1§

Figura 7. Huellas de DNA tipo DAF en gel de agarosa 1.2% con diferentes concentraciones de
MgCly (1, 2, 3, 4 y 5 mM) con los iniciadores A-03 Y A-16. de la variedad Bayo. M es el
marcador de peso molecular 1kb.
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3.3.2.3 Estandarizacién de Taq DNA polimerasa

Para la estandarizacién de la cantidad Optima de Tag DNA polimerasa, se consideraron
amplificaciones con 25 ng de DNA de frijol Bayo, ImM y 2 mM de MgCl; y el iniciador
A-16, el cual presentd mejores resultados en la evaluacién anterior. De acuerdo a los
resultados del gel se decidié utilizar 2 mM de MgCly y se considerd que una unidad de
la enzima era suficiente; sin embargo, 1.5 U también mostré buenos resultados; no
obstante, con la finalidad de optimizar la cantidad de Tag DNA polimerasa, puesto que
¢s uno de los reactivos mas costosos utilizados en PCR, se opt6 por utilizar para el resto

de los andlisis 1 U de enzima por reaccién. Los resultados obtenidos se muestran en la

Figura 8.

2mM

-506

| M 0510 15 05 1.0 1.5 M
Figura 8. Huellas de DNA tipo DAF en gel de agarosa al 1.2% con 25 ng de DNA de la

variedad Bayo con el iniciador A-16, dos concentraciones de MgClh(1y2mM)y 0.5, 10y 1.5
U. de enzima. M es el marcador de peso molecular 1kb.

De acuerdo a la estandarizacién de las cantidades Optimas a utilizar en DAF para frijol
se concluyé utilizar 25 ng de DNA, 2 mM de MgCly y 1 Unidad de 7ag DNA

polimerasa, tal como se indicé en cada uno de los tres geles de las figuras anteriores.
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3.3.3 Anailisis con la técnica DAF-PCR

3.3.3.1 Evaluacién de la variabilidad genémica de progenitores

5.3.3.1.1 Gel de calidad

El DNA obtenido de las plantas de los progenitores se observé en el gel de agarosa
como una banda de alto peso molecular definida y compacta. La calidad observada en ¢l
gel se consideré como aceptable ya que no se aprecié en ningtin caso fragmentacion

marcada de la molécula (Figura 9),

Flgura 9, DNA de alto peso molecular en gel de agarosa al 0.8% para variabilidad de 10 plantas
representantes de los progenitores,

3.3.3.1.2 Anadlisis genémico

De acuerdo a los resultados obtenidos durante la estandarizacion de las concentraciones
optimas de DNA, MgCl, y 7ag DNA Polimerasa, asi como los iniciadores
seleccionados; se procedié al andlisis genomico de las diferentes variedades de frijol
referidas en el capitulo 4.1.1.

Previo a la realizacion de las cruzas se analizd la variabilidad genémica de cada
progenitor mediante huellas de DNA con la finalidad de detectar el grado de variacién
intrapoblacional. Los resultados que se obtuvieron indicaron una estabilidad gendmica
alt'a; es decir, con nula 0 minima variabilidad entre las 10 plantas analizadas de cada
progenitor. Es posible que este comportamiento se deba al alto nivel de endogamia
caracteristica del género Phaseolus. La nula variabilidad se presenté principalmente en
los genotipos de Pinto americano y Bayo blanco; pero la variedad Tepaty presentd
diferencias entre los genotipos posiblemente a que es una forma silvestre que ha sido
mejorada s6lo por seleccidn. En la Figura 10 se muestran los perfiles de DNA separados

en geles de agarosa obtenidos con DAF de las 30 muestras representantes de los tres
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progenitores; como puede observarse, los perfiles de las variedades Bayo blanco y Pinto
americano practicamente se mantienen homogéneos, aunque en algunos carriles de estas
variedades no es muy clara esta conclusion; la diferencia se debié muy probablemente a
un error de pipeteo durante la carga de las muestras en el gel (datos corroborados al
contrastar la imagen en la computadora), sin embargo, la variedad Tepary mostrd

variabilidad gen6mica de acuerdo a los perfiles detectados con los iniciadores utilizados.

las variedades Tepary, Bayo y Pinto obtenidas con los iniciadores A-01 y A-04 de la serie
ROTH. M es el marcador de peso molecular 1kb.

5.3.3.2 Anilisis genémico de Ia progenie F1

5.3.3.2.1 Gel de calidad

Para estimar la calidad del DNA se realiz una electroforesis en un gel de agarosa al
0.8%. El DNA se observé como una banda de alto peso molecular definida y compacta
que corresponde al DNA de las muestras compuestas del andlisis de progenitores y
progenie F1, La calidad observada fue aceptable ya que en el gel no hubo presencia de

barridos, lo cual indica que la molécula no estaba fragmentada (Figura 1 1).
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Figura 11. DNA de alto peso molecular en gel de agarosa al 0.8% para el andlisis de
progenitores y plantas F1. Tepary (T) (carril 1), Bayo (B) (carril 2), Pinto (P) (carril 3), TQ x P&
(a) (carril 4), TS x PJ (b) (carril 5), PQ x BJ (a) (carril 6) y PP x B3 (b) (carril 7).

5.3.3.2.2 Analisis genémico

El objetivo de este analisis fue demostrar mediante huellas de DNA obtenidas con DAF
y separadas en geles de acrilamida al 5%, que los hibridos F1 contenfan material
genético de los progenitores utilizados en las cruzas respectivas; para lo cual se realizd
una comparacién de las huellas de cada progenitor con la cruza respectiva. Para el caso
de los progenitores, como ya se menciond, se utilizé una “mezcla de DNA? que contenia
DNA de las 10 plantas consideradas, mientras que para la progenie F1 se utilizd también
una mezcla del DNA de todas las plantas F1 obtenidas en cada cruzamiento (las cuales
fueron 3, 2, 2 y 5 semillas F1 de cada cruzamiento).

En la Figura 12 por ejemplo, en la cruza de TQ x P& (b) (carril 5 en la figura de la
izquierda) aparecen dos bandas nuevas; esto se debe posiblemente a una nueva
combinacion genética debido a la cruza. En las cruzas (@) y (b) de PQ x BJ (carriles 6 y
7 en la misma figura izquierda) puede observarse una banda completamente definida
heredada del Bayo (carril 2); todas las bandas referidas se encuentran sefialadas con una
flecha. En los geles con los iniciadores 04 y 13 no se observaron bandas claras que

fueran heredadas a la progenie F1 de sus respectivos progenitores (Figura 12).
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B:P Tx B P TxP xB 1< T

Figura 12. Huellas de DNA tipo DAF en gel de acrilamida 5% de progenitores y plantas F1 con
los iniciadores A-01, A-04 y A-13. Tepary (T) (carril 1), Bayo (B) (carril 2), Pinto (P) (carril 3),
TR x PG (a) (carril 4), TP x P3 (b) (carril 5), PY x BJ (a) (carril 6) y PQ x B& (b) (carril 7). El
marcador de peso molecular se ubica en los extremos.

El dendrograma se construyé con el programa NTSYS pe 2.0 utilizando el coeficiente de
Dice y el método de agrupamiento del promedio (UPGMA). Contiene seis grupos
conformados a partir de 161 datos moleculares que provienen del andlisis de tres
iniciadores A-01, A-04 y A-13. Con un porcentaje de similaridad de 63 a 82 se
conforman dos grupos, el primero de ellos contiene al progenitor Tepary y dos cruzas
TxPay TxPb y el segundo a los progenitores Bayo y Pinto mas las cruzas PxBa y PxBb.
Todos los genotipos se asocian a una similaridad del 27 % lo que significa que presentan
bandas en comin. Con una similaridad del 94 % se conforman cuatro grupos el primero
contiene al progenitor Tepary y a la cruza TxPa, significando que el 94 % de las bandas
estudiadas son las mismas en ambos, el segundo contiene sélo a la cruza TxPb, lo que
significa una menor relacién, asocidandose a un 92 % de similaridad de bandas, el tercero
contiene a los progenitores Bayo y Pinto y el cuarto a las cruzas PxBa y PxBb. Con una
similaridad del 100% se conforman 6 grupos el primero contiene al progenitor Tepary,
el segundo a la cruza TxPa, el tercero a la cruza TxPDb, el cuarto al progenitor Bayo, el
quinto al progenitor Pinto y el sexto a las cruzas PxBa y PxBb lo que significa que sus

bandas son 100 % similares en niimero y tamafio (Figura 13).
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Figura 13. Relacién genémica de huellas tipo DAF de progenitores y plantas F1, con los
iniciadores A-01, A-04 y A-13. Tepary (T), Bayo (B), Pinto (P), T? x P3 (a), TP x P& (b), PQ
xBJ (a)y PQ x B (b).

5.3.3.3 Anilisis genémico de plantas susceptibles y plantas resistentes a Fop f. sp.
phaseoli

3.3.3.3.1 Gel de calidad

El DNA obtenido a partir de las plantas susceptibles y resistentes a Fop fue en cantidad
y calidad adecuadas como se puede apreciar en la Figura 14. Nétese una banda de alto
peso molecular definida, compacta y sin barrido en cada uno de los carriles, que

corresponden tanto a las plantas de progenitores y progenie F2 expuestas a Fop.

Figura 14. DNA de alto peso molecular en gel de agarosa 0.8% de plantas susceptibles y
resistentes a Fop. El significado completo y la abreviacién de las 24 muestras se encuentran en
el cuadro 7. El marcador de peso molecular 1kb se ubica en los extremos.
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5.3.3.3.2 Andlisis gendmico

El anélisis DAF en este tipo de plantas fue realizado con los iniciadores A-01, A-04 y A-
13. La mezcla de reaccion de los carriles donde no se observaron bandas fue preparada
nuevamente sin obtener resultado por lo que se concluyd que los iniciadores no
reconocicron ninguna parte del genoma en esas muestras (carriles 7 v 10 del iniciador A-
01, carriles 4 y 14 del iniciador A-04 y carril 15 del iniciador A-13), o probablemente
algunos de los componentes de la reaccidn estuvo dafiado.

El iniciador A-01 detecté un polimorfismo en el carril 4, el cual esta presente en el
progenitor resistente Tepary. En los carriles 15, 16, 17 y 18 que corresponden a la cruza
1 (a) de PQ x BJ (planta 1 susceptible, plantal resistente, planta 2 susceptible y planta 2
resistente respectivamente), se detectaron dos bandas polimérficas en los carriles 16 y 18
(marcadas con flechas) que también est4n asociadas a plantas resistentes v son quiza
polimorfismos nuevos que aparecen debido a la combinacion genética, que no estin
presentes en los progenitores pero que sin embargo también indican resistencia. En los
carriles 15 y 17 que corresponden a las plantas susceptibles, se detecté un polimorfismo
resaltado también con flecha el cual es también un polimorfismo nuevo que no esta
presente en los progenitores.

El iniciador A-04 no detecté ninglin polimorfismo asociado con las caracteristicas de
resistencia o susceptibilidad; pero el iniciador A-13 detectd cinco polimorfismos que
corresponden a plantas resistentes a Fop del progenitor Tepary en el carril 4 (cuatro de
ellos seflalados con una linea y uno con una flecha). Si se comparan los carriles 5 y 6
que corresponden la planta susceptible y resistente respectivamente del progenitor Pinto,
se pueden observar en el carril 6 dos polimorfismos marcados con flechas que estan
asociados a la planta resistente. En los carriles del 7 al 14 que contienen las muestras de
las cruzas de T9 x PJ, se observan los cuatro polimorfismos superiores marcados con
lineas asociados a plantas resistentes de dicha cruza (son los mismos polimorfismos
heredados de la planta resistente del progenitor Tepary del carril 4). En los carriles 15,
16, 17 y 18 que corresponden a la cruza de PQ x B3 (a) (planta 1 susceptible, planta I
resistente, planta 2 susceptible y planta 2 resistente respectivamente) se encuentra un
polimorfismo en los carriles 16 y 18 indicando resistencia sefialados con flechas los

cuales al parecer son el mismo polimorfismo superior indicando resistencia en el
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progenitor Pinto (indicado en el carril 6). Sélo los polimorfismos anteriormente
sefialados fueron encontrados indicando susceptibilidad o resistencia tanto en los

progenitores como en la progenie F2 (Figura 15).

Iniciador A-01 bp
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Figura 15. Huellas de DNA tipo DAF en gel de acrilamida 5% de plantas susceptibles y
resistentes de progenitores y plantas F2 con los iniciadores A-01, A-04 y A-13. El marcador de
peso molecular 1kb se ubica en los extremos. El significado completo y la abreviacion de las 24
muestras se encuentran en el cuadro 7.

Con una similaridad del 58 % se conforman dos grupos, el primero contiene a los
progenitores Pinto y Bayo susceptibles y resistentes a Fop y a todas las cruzas PxB

susceptibles y resistentes, el segundo contiene al progenitor Tepary susceptible y
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resistente y a todas las cruzas TxP indicando la poca relacién con el progenitor Pinto
asocidndose con este a una similaridad del 45 %, y contiene también a los genotipos 23 y
24 correspondientes a Tepary susceptible a sequia y resistente a sequia respectivamente,

Con una similaridad del 79 % se conforman cuatro grupos el primero contiene a los
progenitores Pinto y Bayo susceptibles y resistentes y a las cruzas PxB exceptuando a
las cruzas 16 y 18 correspondientes a PxB resistentes, indicando la existencia de alglin
polimorfismo de resistencia , el tercer grupo contiene al progenitor Tepary susceptible y
a las cruzas TxP susceptibles, indicando la existencia de polimorfismos indicando
susceptibilidad o simplemente conformacién de un genoma diferente v ¢l cuarto
contiene al progenitor Tepary resistente, a todas las cruzas TxP resistentes indicando la
presencia de polimorfismos ligados a resistencia.

Con una similaridad del 91 % se conforman nueve grupos ¢l primero contiene a los
progenitores Bayo susceptible, Pinto resistente, Bayo resistente y alas cruzas PxB
susceptible y PxB resistente (1, 6, 19, 20, 21, 22, 2), el segundo contiene al progenitor
Pinto susceptible (5), el tercero agrupa a las cruzas PxB susceptibles (15 y 17),
indicando algtin polimorfismo de susceptibilidad, el cuarto a las cruzas PxB resistentes,
indicando algtin polimorfismo de resistencia, el quinto contiene al progenitor Tepary
susceptible y a las cruzas TxP susceptibles (3, 9, 11, 13), indicando sélo polimorfismos
comunes al genoma, ¢l sexto contiene a la cruza TxP susceptible indicando que es
diferente, ya que no presenta bandas con el iniciador A-01, el séptimo contiene al
progenitor Tepary resistente y a la cruza TxP resistente (4, 14), indicando la existencia
de algtn polimorfismo de resistencia, el octavo contiene a la cruza TxP resistente y a los
progenitores Tepary susceptible y resistente a sequia (8, 23, 24) y el noveno contiene a

las cruzas TxP resistentes (10,12) (Figura 16).
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Figura 16. Relacion gendmica huellas tipo DAF de plantas susceptibles y resistentes de
progenitores y plantas F2 con los iniciadores A-01, A-04 y A-13. Ll significado completo y la
abreviacion de las 24 muestras se encuentran en el cuadro 7.

Con el iniciador A-01 en el genotipo 4 (TR) se encontré un polimorfismo de
aproximadamente 1327 bp indicando resistencia, sin embargo no esta presente en
ninguno de sus descendientes F2 por lo que posiblemente es conformacién comun del
genoma de dicho genotipo. Encontramos también dos polimorfismos en los genotipos 16
y 18 de aproximadamente 500 y 2040 bp indicando resistencia los cuales no aparecen
en sus respectivos progenitores ni en la cruza PxBb, lo que significa que son
polimorfismos potenciales indicando resistencia a Fop para la combinacién genética
dada en dicha cruza (PxBa). En esta misma cruza en los genotipos 15 y 17 encontramos
un polimorfismo de aproximadamente 1636 bp indicando susceptibilidad, més sin
embargo esta también presente en sus progenitores correspondientes susceptibles y
resistentes por lo que sélo se considera conformacion del genoma. Con el iniciador A-13
en el genotipo 4 (TR) se encontraron cinco polimorfismos de aproximadamente 517,
1010, 1015, 1020 y 1636 bp indicando resistencia y posiblemente son polimorfismos
potenciales indicando resistencia a Fop, ya que también estén presentes en todas las
cruzas TxPa y TxPb resistentes (genotipos 8, 10, 12, y 14), excepto el polimorfismo de

517 bp el cual se considers sélo como un polimorfismo més del genoma.
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En el genotipo 6 (PR) se encuentran dos polimorfismos de aproximadamente 767 y 1018
bp indicando resistencia. El polimorfismo de 767 no se encuentra en ninguno de los
descendientes de PR por lo que se consideréd como un polimorfismo comiin del genoma
de dicho genotipo. El polimorfismo de 1018 bp se encontrd tambign en los genotipos 16

y 18 (PxBa resistentes), por lo que se considerd como un polimorfismo potencial para

resistencia a Fop (Cuadro 9).

60



Cuadro 9. Polimorfismos y pesos moleculares indicando susceptibilidad o resistencia a
fop.

r Iniciador A-01 Iniciador A-04 Iniciador A-13
Marcador | Marcador Marcador | Marcador Marcador | Marcador
distintivo | distintivoen | distintivo distintivo en | distintivo | distintivo en
en plantas | plantas en plantas | plantas en plantas | plantas

) resistentes | susceptibles | resistentes susceptibles | resistentes |susceptibles
No. | Genotipo
1 BS - - - - - -
2 BR - - - - - -
3 TS - - - - - -
4 TR 1327 - - - 517 -
1610
1013
1020
1636
5 PS - - - - - -
6 PR - - - - 767 -
1018
7 TxP 8 - - - - - -
3 TxP R - - - - 1010 -
1013
1020
1636
TxP S - - - - - -
10 [TxP R - - _ - - 1010 -
1013
1020
1636
11 |TxP § - - - - - -
12 |TxP R - - - - 1010 -
1015
1020
1636
13 |TxP 8 - - - - - -
4 |TxP R - - - - 1010 -
1015
1020
1636
15 |PxB § - 1636 - - - -
16 |PxB R 500 - - - 1018 -
2040
17 |PxB S - 1636 - - - -
18 /PxB R 500 - - - 1018 -
2040
19 |PxB S - - - - - -
20 [PxB R - - - - - -
21 [PxB 8 - - - - - -
22 |PxB R - - - - - -
23 |[TSs - - - - - -
24 |TRS - - - - - -
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6. DISCUSION

Los iniciadores primeramente seleccionados mostraron buen numero de bandas y de
buena resolucién quizé debido a que en la mezcla de reaccién se utilizé una muestra
compuesta de DNA. Pero como en los andlisis de variabilidad a progenitores y andlisis
genémico de progenitores y F2 de plantas susceptibles y resistentes a 7 op f. sp. phaseoli
se utilizaron muestras simples, fueron eliminados la mayotia de estos iniciadores por no
presentar buen ntimero y resolucion de bandas quedando sélo los iniciadores 01, 04 y
13,

Los resultados en el analisis de variabilidad a progenitores indican que fue posible
detectar varios grupos gendmicos en un mismo progenitor (Tepary), coincidiendo con
Williams et. al. (1990) que sefiala que los marcadores moleculares basados en DNA han
incrementado el potencial para detectar y medir la variabilidad entre individuos, estos
marcadores son casi ilimitados en nimero y no son afectados por el medio ambiente.

En los resultados obtenidos en el analisis gendmico de los progenitores y progenic F1
fue posible detectar polimorfismos nuevos en la progenie F1 de TQ x P& y
polimorfismos heredados de la variedad Bayo a la progenie de PP x Bd, siendo
resultados satisfactorios, ya que se demuestra que las cruzas o combinacion genética se
realizaron.

Los resultados del andlisis gendmico de progenitores y progenie F2 de plantas
susceptibles y resistentes a Fop f. sp. phaseoli indican que fue posible encontrar
polimorfismos ligados a resistencia heredados de los progenitores resistentes a sus
respectivas progenies (Figura 15 con el iniciador 13); asi como polimorfismos nuevos
que aparecen quizd debido a la combinacién genética, que no estan presentes en los
progenitores pero que sin embargo también indican resistencia o susceptibilidad (Figura
15 con el iniciador 01). Estos resultados indican que es posible detectar polimorfismos
relacionados con resistencia o susceptibilidad a Fop f. sp. phaseoli y que se presentan
buena cantidad de polimorfismos coincidiendo con Michelmore et. al. (1991) Sefialando
que una poblacién F2 provee mayor amplitud genética de la regidn a ser detectada que
una poblacién derivada de un retrocruce, y que todos los ligamientos as{ detectados
deben ser confirmados por el andlisis de poblaciones segregantes, el método del BSA

conducido con un pequefio niimero de individuos por grupo todavia podria ayudar a
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detectar marcadores ligados a los genes que se desea detectar. Estos resultados estén de
acuerdo también con el reporte de Beebe y Pedraza (1998) quienes sefialan al frijol
como un cultivo atractivo para marcar genes de resistencia ya que exhiben bastante
polimorfismo para estudios de DNA,

‘Los polimorfismos potenciales encontrados indicando resistencia a Fop con el iniciador
A-01 fueron los de aproximadamente 500 y 2040 bp en las cruzas PxB (lincas 16 y 18).
Con el iniciador A-13 se encontraron polimorfismos también indicando resistencia los
cuales fueron de aproximadamente 1010, 1015, 1020 y 1636 bp presentes en las lineas
4,8,10,12y 14 (TR, TxPa R, TxPa R, TxPb R, y TxPb R), y también el polimorfismo
de 1018 bp encontrado en las lineas 6,16y 18 (PR, PxBaR y PxBa R).

De acuerdo a los resultados y en funcién tanto de las huellas polimérficas distintivas
asociadas a resistencia o susceptibilidad en los materiales bajo estudio, asi como del
esquema de cruzamiento y evaluacion de las plantas expuestas al patégeno; pudiera ser
que los polimorfismos referidos, estén asociados a los caracteres mencionados; sin
embargo, esta informacién debera ser corroborada, mediante evaluaciones similares en
olros esquemas de cruzamiento en donde se involucren progenitores con niveles de
resistencia o susceptibilidad equivalentes para el mismo patégeno. De manera que los
andlisis que se hagan en estas nuevas poblaciones, permitiron descartar si los
polimorfismos encontrados en la presente investigacién estdn o no asociados los
caracteres de interés (resistencia o susceptibilidad a Fop), o solamente son
polimorfismos que hacen referencia a otras conformaciones del genoma detectadas por

los iniciadores utilizados.
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7. CONCLUSIONES

En basc a los resultados y a la discusién de los mismos se llegd a las siguientes
conclusiones: 1) La identificacién morfologica de Fop fue posible gracias a la
descripcién hecha por Smith y Dunez (1992) y Snyder y Hansen. 2) La seleccion de
iniciadores y la estandarizacién de DNA, Mg Cl, y Tag DNA polimerasa se llevd a cabo
satisfactoriamente aunque no es el método mds recomendado debido a que pudiera
haberse establecido un experimento factorial con los tres factores a estandarizar, dando
buenos resultados en los andlisis siguientes, 3) El analisis de variabilidad a progenitores
permitié diferenciar varios grupos genoémicos en un mismo progenitor corroborando asi
la variacién dentro de la misma variedad (Tepary). 4) El andlisis gendmico de los
progenitores y la progenie F1 permitié comprobar la combinacién genética dada durante
las cruzas con la deteccién de polimorfismos encontrados en la progenie F1 heredados
de ambos de sus dos progenitores correspondientes. 5) Con el andlisis genémico de
progenitores y progenie F2 de plantas susceptibles y resistentes a Fop f. sp. phaseoli fue
posible encontrar polimorfismos asociados a resistencia o susceptibilidad tanto en los
progenitores como en las progenies F2, siendo heredados de los progenitores o bien

siendo polimorfismos nuevos debido quizd a la combinacién genética.
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