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EVALUACION DEL AVANCE GENETICO POR RESISTENCIA EN
FRIJOL CONTRA Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli MEJORADOS POR
METODOS CUANTITATIVOS

Consepcion Arce Espinol y Roberto Garcia Espinosa2

RESUMEN
Un programa de mejoramiento genético iniciado en 1988, por resistencia horizontal global
en frijol, con énfasis en tizon comin, para la region Mixteca, conducido por un equipo de
investigacién en el Colegio de Posgraduados (C.P.), ha producido numerosos genotipos de
alio rendimiento pese a la presencia de enfermedades. Se realizaron experimentos de
laboratorio y campo en las estaciones de verano/otofio del 2002 en el C.P. y en Chapingo,
para evaluar el nivel de resistencia acumulado en los genotipos de los ciclos 3, 4, 5,6,y 7,
comparéandolos con los niveles de resistencia de los padres originales, y los de algunas
variedades regionales y variedades comerciales. Mediante la aplicacién de severa presion de
inéculo, se evidencio el mayor avance genético contra Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli, en los genotipos de los ciclos mas avanzados, con base en rendimicnto y/o
incidencia y dafios reducidos de la bacteria, tanto en experimentos de laboratorio como de

campo.

Palabras clave: Resistencia genética, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoll,
Phaseolus vulgaris.
! Tesista
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EVALUATION O¥ GENETIC ADVANCE TOWARDS RESISTANCE IN
BEANS TO Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli IMPROVED BY USING

QUANTITATIVE BREEDING METHODS

ABSTRACT

A breeding program initiated in 1988 for comprehensive quantitative resistance in
beans against several diseases (but with emphasis in the bacterial blight disease) for
the Mixteca region, carried out by a research team at Colegio de Postgraduados
(C.P.) has produced numerous high yielding genotypes although disease incidence
was present. Laboratory and field experiments were conducted during winter/fall
seasons 2002, at Chapingo and C.P. to asses the level of quantitative resistance
accumulated in genotypes of breeding cycles 3, 4. 5, 6, and 7, compared to the level
of original parents, and of some commercial and regional varieties. By applying
severe inoculum pressure of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, the genotypes of
advanced breeding cycles showed the highest level of resistance, based on higher
yields and/or reduced incidence and damage of the disease, both in laboratory and

field experiments.

Keywords: Horizontal resistance, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoll, Phaseolus

vulgaris.



L INTRODUCCION

I.a resistencia genética contra enfermedades en cultivos agricolas es, generalmente, la
verdadera solucién a los problemas fitosanitarios. Sin embargo, en tiempos recientes, ha
sido el camino abandonado del manejo fitosanitario. Bl abandono de la busqueda de
resistencia ha traido por consecuencia que en muchos cultivos, haya aumentado la
dependencia del uso de agroquimicos pard el mancjo fitosanitario ¥ esto, en
consccuencia, ha incrementado la propia erosion de la resistencia, ademas de inducir el
surgimiento de resistencia por parte de las especies parasiticas copira los quimicos

empleados.

Lse abandono de la busqueda de la resistencia a parasitos se debe a que se ha
privilegiado el uso de productos quimicos en aras de lograr €l mayor éxito en el control
de problemas fitosanitarios en el menor tiempo posible, pero iambién se debe a la nocion
generalizada en el ambiente agronémico de que toda resistencia, tarde o temprano s¢
rompe; es decir, deja de ser cfectiva en un cierto tiempo, no es durable. Su rompimiento,
trae por consecuencia epidemias devastadoras y con ello, una profunda frustracion y

desaliento en los fitomejoradores que han logrado producir las variedades resistentes.

1a creencia generalizada de que toda resistencia tarde o temprano ha de romperse, €8
una consecuencia de la forma de hacer mejoramiento por resistencia. Durante todo el
siglo XX, la oscuela dominante fue la del mejoramiento por resistencia vertical, la cual
se define como la resistencia que es efectiva contra alguna o algunas razas de sélo una

especie pardsita pero no contra otras, Una de las razones pot Jas que los fitomejoradores



operaron este tipo de resistencia, fue por la fascinacion hacia la resistencia vertical, ya
que es una resistencia que, cuando estd presente ¥ operando, da el aspecto de inmunidad,
es decir, hay ausencia absoluta de sintomas. Ademds, los méiodos de transferencia de
monogenes representan una mayor facilidad para manejar las caracteristicas de la
resistencia por 1o preciso de las técnicas mendelianas deniro de un programa de
mejoramiento genético. Sin cmbargo, este tipo de resistencia es temporal, ya que existe
una relacion gene a gene por ambas partes, tanto del parésito como del hospedante, o
que significa que si estd ausente la raza del patdgeno que acopla a los genes de
resistencia, el cultivo no sufre dafios en absoluto, pero no por que sca resistente, sino por
1a ausencia del parasito; por la ausencia de la raza acoplante. Cuando en {a poblacion del
parésito surge, por cualquiera de los mecanismos de cambios genéticos, la nueva raza
acoplante, ¢ dice que la resistencia se ha roto, cuando en realidad, nunca hubo

resistencia, es 5010 que 5€ realizo la seleccion en ausencia de parasitismo.

El sonado éxito de la resistencia vertical en unas cuantas especies agricolas frente a unas
cuantas enfermedades, establecié casi como un dogma, que la blsqueda de resistencia,
deberia ser considerando a la resistencia como un carécter cualitativo 0 monogénico o
(ransmitido por un solo gene 0 unos cuantos genes; 1o cual implica el uso de
herramientas de mejoramiento conocidas como de pedigri. El empleo de este tipo de
herramienta hace muy dificil el mejorar al mismo tiempo contra mMas de una especie de
parésito, por lo que resulta practicamente imposible para el fitomejorador, el liberar

cultivos resistentes a varios parasitos.




Por muchos afios el mejoramiento genético por resistencia a enfermedades en frijol se ha
hecho considerando a ésta, como una variable cualitativa y muy poca informacién se ha
publicado sobre mejoramiento genético que considere a la respuesta a enfermedades
como una variable cuantitativa. Si a la resistencia a enfermedades se le considera como
una variable cuantitativa, para el fitomejoramiento por resistencia, deben usarse métodos

de mejoramiento en poblacién, como la seleccion masal recurrente.

En frijol (Phaseolus vulgaris 1.), se ha realizado fitomejoramiento por resistencia
cuantitativa, empleando seleccion masal recurrente, en el llamado Proyecto de
Resistencia Horizontal Global en Frijol para la Region Mixteca, desde 1988, conducido
por un equipo interdisciplinario del Colegio de Postgraduados y en cooperacion con la
Universidad de Gueph, Canada, traba] ando con el Virus del Mosaico Comin del Frijol
(BCMV), y con el tizon comun del frijol (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli). Dicho
proyecto inicié con 7 variedades locales, seleccionadas por su elevada susceptibilidad a
los patotipos designados (aislamientos de la bacteria y del virus, mantenidos en
laboratorio para poder ser usados como indculo artificial para ejercer severa presion de
seleccion sobre las poblaciones de frijol) por cada una de las enfermedades. Los
patotipos fueron usados para inocular todas las poblaciones de seleccion subsecuentes ¥
de esta manera se asegurod que no estuvieran presentes y operando genes de resistencia
vertical durante el proceso de seleccion; los padres fueron cruzados enire ellos por
cruzas dialélicas y cada generacion de seleccién masal fue sometida a seleccion tardia
(después de tres generaciones de autopolinizacion) siempre en condiciones de campo ¥

aplicando presion de seleccion, seleccionando bajo el criterio del mayor rendimiento.



El empleo de técnicas de fitomejoramiento en poblacion en frijol ha demostrado ser
cficiente en la acumulacion de niveles altos de resistencia a enfermedades como el Tizén
comtn, el Virus del Mosaico Comun (VMC) vy a las pudriciones de raiz (inducidas pot
hongos, tales como Phytium spp, Rhizoctonia solani, Macrophomind phaseolina 'y
Fusarium spp (Garela et al., 2003), como resultado de los trabajos desarrollados como
parte del Proyecto de Resistencia Horizontal del frijol para la Region Mixteca {Garcia et

al., 2001, 2003).

Para corroborar el avance genético por resistencia cuantitativa en el material de frijol
una vez alcanzado el séptimo ciclo de seleccion (seleccionados los padres del séptimo
ciclo de mejoramiento), s planted realizar una serie de experimentos en laboratorio y en
campo comparando en cuanto a su reaccion a la inoculacién de la bacteria Xanthomonas
axonopodis Pv. phaseoli, a los padres originales, algunos genotipos avanzados de los
ciclos de mejoramiento Ures, cuatro, cinco, seis y siete del proyecto de Resistencia

Horizontal, asi como variedades comerciales y regionales, bajo el siguiente objetivo.



Objetivo

Comparar el nivel de resistencia horizontal contra algunas enfermedades del
frijol, con énfasis en la bacteriosis del tizon comin Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli, alcanzado en los materiales avanzados del proyecto de resistencia
horizontal del frijo! det Colegio de Postgraduados en comparacion con los padres

originales, y algunas variedades comerciales Y variedades regionales.

Hipotesis

El proyecto de resistencia horizontal, con su metodologia de seleccion masal
ecurrente, busco desarrollar niveles altos de resistencia horizontal contra Jas
especies parasitas localmente importantes €1l Ja Region Mixteca, aunque con
énfasis en virus mosaico comtn del frijol y tizém comun. Los materiales
avanzados de esie proyecto, han elevado sus niveles de resistencia horizontal

respecto a 10s padyes originales, variedades comerciales y variedades regionales.

e



IL REVISION DE LITERATURA

2.1, Variabilidad genética del frijol
La especie Phaseolus vulgaris €s originaria del area México-Guatemala ya que en estos

paises se encuentra una gran diversidad de variedades tanto en forma silvestre como en
forma de cultivo. El genero Phaseolus incluye aproximadamente 150 especies de las
cuales la mayoria son sitvestres y de origen americano (CIAT, 1980; citado por Mufioz,

1994),

Se ha determinado que la variabilidad genética en frijol es mayor en formas silvestres
que en las cultivadas, lo cual sugiere que en las poblaciones silvestres existen mayores
probabilidades de encontrar genes que puedan transferirse y conferir resistencia, ventajas
adaptativas ain ausentes i {as formas cultivadas. L.a variabilidad genética existente en
P. yulgaris probablemente ¢s mayor en sus centros de diversificacion primaria, esto es,

cn Mesoamérica y en el sur de los Andes (Muruaga et al., 1995).

México es uno de los centros de origen y domesticacion det frijol comun, por lo que
tiene una amplia variabilidad genética tanto en frijol como en sus parasitos (Garcia et al.,

1999).

Existe una amplia diversidad genética en el cultivo del frijol en México, por lo que su
mejoramiento podria basarse casi exclusivamente en ia seleccion de los genotipos con
las caracteristicas deseables para cada caso (Garcia, Robinson, comunicaciéon personal;

citado por Madariaga, 1998).

g



2.2. Resistencia genética del frijol
Uno de los puntos débiles del frijol es su susceptibilidad a enfermedades, al grado de

representar el factor adverso mds severo, limitando severamente su productividad

(Mufioz et al., 1995).

Existe una amplia distribucion geogréfica de enfermedades y plagas en gspecies
silvestres del genero Phaseolus que, de acuerdo a la sintomatologia y tipo de dafio, son
las mismas causantes de pérdidas en el frijol cultivado cuando no se controlan; és
posible que en un mismo ciclo agricola tanto poblaciones silvestres como los cultivos de
frijol estén sometidos a las mismas presiones de estos pardsitos, sin embargo, su
persistencia muestra que existen posibilidades de que dichas poblaciones contengan

plantas resistentes a esas enfermedades y plagas (Muruaga et al., 1995).

Navarrete (1996) sefiala que en el germoplasma mexicano del frijol existe resistencia al
tizén comtin en genotipos silvestres y cultivados de Phaseolus spp. Algunos de estos
genotipos evaluados sugieren la existencia de una resistencia de tipo horizontal y pocos
genotipos mostraron resistencia de tipo vertical, con lo cual, confirma la variabilidad
patogénica de esta bacteria. La misma autora sefiala que por la complejidad para el
manejo de la enfermedad del tizoén comun a través de variedades con resistencia de tipo
vertical y la ya mencionada variabilidad patogénica de la bacteria, seria més conveniente
desarrollar variedades con resistencia de tipo horizontal o por acumulacion de resistencia
con lo que se podria lograr una resistencia mas duradera y evitarfa la susceptibilidad de

las variedades al cultivarlas en lugares distintos a donde se desarrollaron.




2.3. Tipos de resistencia genética
El fitomejoramiento consiste en explotar la variacion genética, la cudl puede ser creada

deliberadamente o ya existir en los cultivos o en las poblaciones silvestres,
seleccionando dentro de las poblaciones, variables para encontrar y preservar los
individuos méas deseables. Si se desean caracteristicas monogénica u oligogénicamente
heredables, como es la resistencia vertical, se emplea un proceso de transferencia de
genes y un programa de refrocruzas; es una resistencia cualitativa en el sentido de que,
sin valores intermedios, estd presente o ausente. Si se desean caracteres heredados
poligénicamente como es el caso de la resistencia horizontal, es necesario lograr
cambios en las frecuencias de genes y las técnicas que deben ser empleadas son las de
seleccién masal. La resistencia cuantitativa puede mostrar cualquier nivel entre un

minimo y un méaximo (Robinson, 1987).

De todos los factores que pueden causar inestabilidad en el rendimiento de los cultivos,
son solo los parasitos los que pueden cambiar genéticamente e incrementar rapidamente
las poblaciones de esas nuevas y mas virulentas formas con resultados catastroficos, por
lo que la resistencia genética a estos pardsitos es la tactica de manejo mas eficiente,

econdmica y ecoldgicamente apropiada (Garcia, 1996).

En el proceso de busqueda de alternativas para el control de enfermedades, la obtencién
de genotipos resistentes es la opcidén més conveniente desde el punto de visia econdmico
y ecoldgico. Sin embargo, los genetistas han prestado escasa atencién a los caracteres
cuantitativos que, en conjunto y en interaccién con el ambiente, determinan las tasas de

infeccion e invasion del hospedante y la reproduccion del patdgeno una vez que la



resistencia vertical ha sido rota. El proceso de seleccion por resistencia horizontal,
consiste en ufilizar la variabilidad genética, natural o inducida, de un cultivo para
acumular caracteristicas que en conjunto permitan incrementar su rendimiento en
presencia de patdgenos para los cuales se esta buscando tesistencia. Debido a lo anterior
es indispensable inactivar epidemiologicamente la resistencia vertical, de lo contrario
existe el riesgo de que la ausencia de infeccién en miembros de una poblacién dada sea
debida a este tipo de resistencia y en consecuencia la resistencia horizontal sea
enmascarada, por lo que es necesario que al inicio del proceso de seleccién, la base
genética sea formada con progenitores susceptibles a una misma cepa de patdgeno, la
cual debe ser subsecuentemente utilizada durante todos los ciclos de seleccidn, llamada

técnica del patotipo designado (Guzman et al., 1995).

2.4. Caracteristicas de la resistencia horizontal
Dentro de las caracteristicas de la resistencia horizontal se mencionan las siguientes:

resistencia durable, no puede ser acoplada porque siempre lo estd, funciona contra las
razas del pardsito que ya acoplaron la resistencia vertical del hospedante, y que ya
iniciaron el proceso de parasitismo, ocurre en todas las plantas independientemente de
los genes de resistencia vertical que pueda contener y funciona contra todas las razas del
pardsito, independientemente también de los genes de parasitismo vertical que pueda
contener; para todo fin prictico es una resistencia permanente. Posee variabilidad
cuantitativa con todos los grados de diferencia entre un minimo y un méximo, lo que
significa que estos niveles de resistencia pueden cambiar; es de esperarse ese rango de
diferencias, porque en las plantas silvestres la capacidad epidemioldgica de los pardsitos

varia en forma similar; en clima favorable, los pardsitos tendrdn la méxima capacidad



epidemiologica v, por lo mismo, sus ecotipos vegetales silvestres también acumularan
los maximos niveles de resistencia horizontal. De manera contraria, en clima
desfavorable, donde el parasito apenas pueda sobrevivir, o en ausencia fisica de ellos
serd minima la necesidad de la resistencia horizontal en el hospedero. En esas
circunstancias, los ecotipos hospederos perderan la mayor parte de ella y devendran muy
susceptibles, si es que son llevados a un é4rea donde el pardsito posee gran capacidad
epidemiologica. Por todo lo anterior los fitomejoradores pueden disponer de un rango
amplio de resistencia horizontal y siguiendo este ejemplo, pueden lograr la seleccién
artificial de altos niveles de resistencia horizontal que logren un control total de muchos
pardsitos en muchos cultivos y en muchas dreas, obteniendo una proteccién permanente
y completa. Para tener una variabilidad cuantitativa y realizar mejoramiento genético por
resistencia horizontal, no es imprescindible comenzar con una buena fuente genética de
resistencia, pero si una amplia base genética de padres relativamente susceptibles. Dicho
mejoramiento requiere realizarse por seleccién masal recutrente y ésta, permite la
seleccion simultdnea de muchas variables diferentes, lo que significa que el
fitomejorador puede ejercer presiones de seleccion miltiples para todos los objetivos de
mejoramiento, y en la préctica el genetista sélo requiere de seleccionar a nivel poblacién
para obtener altos rendimientos, alta calidad del producto cosechado, buena
adaptabilidad agronémiba y buena fitosanidad en presencia de todos los pardsitos
localmente importantes. Durante cada generacién de seleccion el criterio de buena
fitosanidad consiste en hallar los individuos menos parasitados.

La resistencia horizontal es funcional contra todas las razas de un parédsito que se
encueniren presentes y no falla contra razas que pudieran aparecer posteriormente, Para

lograr resistencia horizontal no se requiere contar con una buena fuente de resistencia,



esta resistencia puede estar presente eil cualquier planta hospedante contra cualquier
pardsito de la misma, por lo que es posible hacer mejoramiento para resistencia
horizontal si so0lo se cuenta con una amplia base genética a partir de la cual es posible
acumular resistencia horizontal. La resistencia es completa y el control ejercido no
requiere del uso de otros métodos v, puesto que €8 continuamente variable, es posible
incrementar el nivel de resistencia durante cierto nimero de ciclos de seleccion masal
recurrente hasta lograr un nivel méaximo con el cual se de un completo conirol del
parésito en cuestion, no es un método de mejoramiento repetitivo, ¥ cuando és alcanzado
un buen nivel de resistencia horizontal, las variedades no requieren ser reemplazadas,
excepto por una gue sea superior en todos los aspectos, incluyendo el nivel de resisiencia

hotizontal (Robinson, 1996},

2.5. La resistencia cuantitativa en frijol
Para desarrollar un programa de mejoramiento genético por resistencia horizontal, se

debe inactivar la accion de la resistencia vertical durante el proceso de seleccidn, para
evitar que se seleccione por ausencia de parasitismo. Esto, se puede lograr por medio de
1a téenica del patotipo designado, técnica que con mayor frecuencia se usa para inactivar
epidemiologicamente la resistencia vertical durante el proceso de seleccion. Implica la
seleceion de un patotipo nico, mismo que no requiere de la identificacion de su
composicion de genes, conlleva la seleccion de un nimero determinado de patodemos,
que formardn la poblacion de padres potenciales en el proceso de mejoramiento, los
materiales no acoplados son descartados y son retenidos Gnicamente aquellos que son

acoplados y de esta manera s¢ asegura que todas las resistencias verticales que pudieran

 E—



estar presentes cn la poblacion de seleccién sean acopladas, por lo que cualquier

resistencia que permanezca sera resistencia horizontal (Robinson, 1987).

Un ciclo de mejoramienio, consiste en todas las operaciones que ocurren enire un
periodo de polinizacién cruzada de los progenitores seleccionados, terminando justo
antes de la siguiente polinizacién cruzada. Pueden pasar varias generaciones, incluidas
las de multiplicacién, descendencia de una sola semilla, que puede ser
multigeneracional, y tal vez una seleccion tardia para obtener los padres del siguiente

ciclo (Robinson, 1996).

El programa de mejoramiento genético por resistencia cuantitativa en frijol en el Colegio
de Postgraduados, empled la técnica de seleccidn masal recurrente, inicié con el trabajo
de investigacion de Valenzuela en 1988. De 72 genotipos de frijol colectados de la
regién Mixteca, se hicieron muesircos para obtener aislamientos de los principales
patogenos presentes, obteniendo aislamientos de Macrophomina phaseolina (pudricién
carbonosa), Rhizoctonia solani (pudricién de la rafz), Xanthomonas campestris pv
phaseoli (tizon comin) y Virus Mosaico Comun del Frijol (BCMV), seleccionados por
su acoplamiento con la mayoria de los genotipos y en forma simultanea, de esta manera
fue posible designar los patotipos V-972, M-52 y X-118 v los patedemos 4, 20, 31, 48,
52, 54 y 55. El autor argumenta, que un programa de mejoramiento por resistencia
horizontal debe iniciarse con materiales as seleccionados. Los patodemos son todos
susceptibles a todos los patotipos, por lo que la resistencia vertical ha sido inactivada y

es necesario ahora acumular poligenes de resistencia horizontal.
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Alvarado (1993) realizé un trabajo de investigacion en Huaquechula, Puebla, con
genotipos de frijol para evaluar el avance de la resistencia horizontal a enfermedades en
este cultivo. En este trabajo, se utilizaron los patodemos 4, 20, 31, 48, 52 y 54, que
designd Valenzuela (1992) v genotipos del primer y segundo ciclos de mejoramiento.
Pese a lo temprano de la evaluacién (sélo dos ciclos de mejoramiento), encontrd un
ligero incremento en los niveles de resistencia en algunas progenies del segundo ciclo de
mejoramiento, aunque no distintas de algunos de los padres originales, respecto a su
reaccién frente a la inoculacién con la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,

tanto en condiciones de campo como de invernadero.

Madariaga (1998) realizo un trabajo de investigacion cuyvo fin fue evaluar el avance
genético de los materiales de frijol producto del segundo y {ercer ciclos de mejoramiento
por resistencia horizontal global. Su trabajo, no apoya la hipdtesis de acumulacion de
resistencia a tizon comun, ya que encontrd que son precisamente los materiales mas
avanzados los que presentan los mayores sintomas ¥ con mayor rapidez en comparacion
con sus progenitores, sin embargo, su experimento parece indicar que entre los
materiales ensayados, aquellos cuya semilla provenfa de campo (de reciente inoculacion
intencional) presentan una infeccidn interna que no mostréd sintomas hasta el momento
en que los foliolos fueron expuestos a las condiciones ideales para el desarrollo de la
enfermedad; por lo que especula que la inoculaciéon no fue lo que establecid la
diferencia, sino la presencia y transmisién del patégeno a través de la semilla. Sobre esta
aseveracion no fue posible tener certeza pues por diversas dificultades no se pudieron
establecer los testigos correspondientes sin inoculacién. El dafio mayor observado en

los materiales avanzados, tal vez se deba a que se trataba apenas de los progenitores del



segundo y tercer ciclo de mejoramiento y de acuerdo con Robinson (1996), son
necesarios un minimo de siete ciclos completos de fitomejoramiento para alcanzar
niveles adecuados de resistencia horizontal. En los primeros ciclos completos de
mejoramiento no se obtienen resultados espectaculares, puesto que un programa de
mejoramiento  genético por resistencia horizontal, es un procese paulatino y

acumulativo.

Madariaga (1998) argumenta que el camino que se ha seguido en el proceso de
mejoramiento por resistencia horizontal global, aunque lento, muestra ser el correcto. El
porqué el progreso en seleccién para resistencia a una amplia gama de patdgenos es muy
lento, se debe a que no existe un método confiable de evaluacion donde los resultados
varfan de un experimento a otro y la resistencia estd asociada con otros caracteres
agronomicos indeseables. Si el método de ¢valuacién es bueno, se pueden distinguir
pequeflas diferencias en resistencia y la resistencia a patégenos no especializados
involucra genes que afectan procesos fundamentales en las plantas, esta seleccidn
afectara varios aspectos de la planta y frecuentemente no en la direccion deseada por el
mejorador. La seleccién llega entonces a ser un compromiso y los incrementos en
resistencia son pequefios pero tales avances pueden ser considerados como permanentes
puesto que se asume que no existe adaptacion del patdgeno. Evaluando el avance
genctico de los materiales de frijol generados del segundo y tercer ciclos de
mejoramiento, reportd la acumulacién de resistencia a la bacteria del tizén comun por

parte de los padres del cuarto ciclo de cruzas.
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Cruz (2001) con la finalidad de conocer el nivel de resistencia acumulada después de
tres ciclos de seleccidn recurrente, evalué en campo 70 genotipos de frijol (siete
progenitores iniciales, 33 progenitores del ciclo tres de seleccidn y 30 progenitores del
ciclo cuatro de seleccién) ante la presencia del patégeno (inoculacién artificial) en tres
localidades con el objeto de conocer el nivel de resistencia de cada grupo de
progenitores ante el tizén comun, el avance en rendimiento y sus componentes, Sus
resultados indicaron que el avance en rendimiento después de tres ciclos de seleccion
recurrente fue de 18.9 % y los componentes de rendimiento (numere de vainas, longitud
de vainas) mostraron avance respecto al grupo de progenitores iniciales. El avance en
resistencia al tizén comun a través de tres ciclos de seleccidn recurrente fue de 54.4%. El
grupo de progenitores mds avanzado presentd los niveles mas bajos de dafio causados
por la bacteria del tizon comtn. El rendimiento se encontrd asociado a caracteristicas
fisiologicas y epidemiologicas del tizén comun por lo que la biisqueda de resistencia
debe estar asociada a la seleccién de genotipos con respuesta de altos rendimientos en
presencia del patogeno. Demostrd la factibilidad de la acumulacién de genes que
confieren resistencia para Xanthomonas axonopodis pv phaseoli, mediante seleccién

recurrente.



2.6. Caracteristicas generales del tizén comin

2.6.1. Descripcion
Es una bacteria gram negativa, mide 0.4-0.9 micras de didmetro por 0.6-2.6 micras de

largo, movil, con un solo flagelo polar y aerébica. En el medio de cultivo las colonias

son convexas y de color amarillo brillante (SARH, 1992).

2.6.2. Sintomas
El Tizén comun del fiijol manifiesta sintomas foliares que aparecen primero como

pequefios puntos acuosos en ¢l envés de las hojas, lesiones flacidas y rodeadas de un
borde angosto de color amarillo culminando con una necrosis de color café afectando
amplia superficie de las hojas, sobre todo las inferiores y mas viejas, presentandose a
altas temperaturas y elevada humedad relativa en etapa de floracion y posterior a esta

(Valenzuela, 1992).

La enfermedad del tizén comtin causa dafios en tallos, vainas y semillas, pero lo méas
caracteristico son las manchas de aspecto himedo de forma irregular que se presentan en
cl envés de las hojas. Al aumentar de tamafio las manchas se unen y le dan una
apariencia de flacidez a la hoja, en algunos casos se forma una delgada capa de color
amarillo alrededor de la lesion y posteriormente todo el tejido se pone negro causando la
calda prematura de las hojas. Puede provocar una defoliacién completa en la planta y
como se puede diseminar a través de semillas infectadas es un problema potencial para
otras regiones donde no esta presente la enfermedad (SARH, 1992).
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2.6.3. Epidemiologia
Los factores climaticos principales que favorecen la infeccién son la alta temperatura

(28 C) y la alta humedad relativa (80-90 %). Esta humedad favorece la penetracion de la

bacteria en la planta a través de los estomas, hidatodos o heridas {SARH, 1992).

Rodriguez (2001) menciona que la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli se
transmite por semilla, puede ir adherida a la superficie de la semilla, estar deniro de ella

o acompafiarla, ya sea en residuos vegetales o en particulas de suelo.

El tizon comtn, es un serio problema en regiones tropicales, subtropicales y templadas,
donde se siembra el frijol, favorecida por la temperatura y humedad relativa alta en el

ambiente (Alvarado, 19953).

Navarrete (1996) menciona que las perdidas causadas por el tizon comtn en diferentes
variedades se debieron probablemente a que los experimentos desarrollados en campo
estuvieron sujetos a las condiciones climéticas aleatorias de los distintos afios y en
diferentes localidades, lo que puede resultar en escapes o diferencias en los niveles de
presién del indculo; ademas de diferencias en la reaccion de las variedades de acuerdo a
la etapa fenolégica en que ocurrié la infeccién y de la época de incidencia de la

enfermedad,



2.7. Virus del mosaico comin

2.7.1. Importancia
El Virus del Mosaico Comtin del Frijol (BCMV), es la enfermedad causada por virus de

mayor importancia econdmica en México. Esta enfermedad puede llegar a ser un
problema muy serio cuando no se le combate oportunamente en las zonas de
produccién. En esta situacion se pueden tener pérdidas en rendimiento hasta de un
95%. Ln el Estado de Guanajuato se han tenido problemas de produccién con dafios del
30%. Otros estados de la Republica donde también se han reportado problemas en el
campo con este virus son: Sinaloa, Jalisco, México, Morelos, Tamaulipas, Nayarit,

Veracruz y Chiapas (Andénimo 1).

2.7.2. Descripcion
El virus del BCMV se observa en el microscopio electrénico, como una particula en

forma de bastén la cual mide 750 milimicras de largo. Su particula se caracteriza por
tener una cubierta proteica con un peso molecular de 32.5 a 344 x 10

daltones (Andénimo 1).

2.7.3. Sintomas
Los sintomas més tipicos de esta enfermedad en las regiones productoras de México

consisten en mosaico de color verde en las hojas de la planta de frijol. Comtmmente se
presentan franjas o manchas como ampollas de un color verde mds oscuro, distribuidas
irregularmente sobre la ldmina foliar. Este sintoma también puede ir acompafiado por
una deformacidén de las hojas cuyos bordes se enroscan hacia el envés. Estas hojas en
ofros casos se pueden modificar, alargdndose y poniéndose delgadas. La accién de este

virus también ocasiona un cierto enanismo en las plantas y las vainas se desarrollan
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pequefias y curvadas. Todo esto, indudablemente, afecta el rendimiento del cultivo

(Andnimo 1).

Las plantas tolerantes desarrollan el mosaico y la malformacién, las sensibles
desarrolfan la rugosidad, el mosaico, malformacién de las vainas en la parte inferior de
la planta, y la muerie (cuando se encuentran a una temperatura de 26 C) (Brunt et al.,

1996).

2.7.4. Epidemiologia
La infeccién temprana de las plantas ocurre en las etapas fenologicas V2, V3, V4,

causando mayores dafios econdmicos al cultivo. La semilla infectada de frijol se puede
considerar que es la principal fuente de indeulo para la diseminacion del virus. El virus
se puede transmitir también al tocar plantas enfermas y después plantas sanas. Sin
embargo, la mayor dispersion de la enfermedad dentro de un campo de cultivo ocurre si
se presentan poblaciones de pulgones o afidos, los cuales son vectores muy importantes
de este virus. Algunas de las especies de estos insectos vectores son Myzus persicae v
Aphis gossypii. Existe un alto nimero de plantas cultivadas y de especies silvestres que
son hospedantes del virus, las cuales constituyen otra fuente importante de inéculo. Las
temperaturas intermedias entre 18 y 25 C son las mas favorables para que se presenten

los sintomas del virus (Brunt et. al, 1996).



2.7.5. Métodos de control
Control cultural: a) En las zonas productoras de frijol, se debe tratar de sembrar en una

¢poca en la cual se minimice el perfodo de exposicién a los dfidos; esta medida
permitiria reducir la incidencia de la enfermedad. b) FEl porcentaje de transmision del
virus a través de la semilla varia del 10 al 90%, lo cual hace necesario que se use
siempre semilla limpia de virus. ¢) Dentro del campo donde se este produciendo el

frijol, se debe eliminar malezas para reducir fuentes de inéculo (Anénimo 1).

Control genético: Dentro del mangjo integrado de esta enfermedad, el control genético
es ¢l mas conveniente y perdurable y, aunque de acuerdo con algunos autores {Andnimo
1), existen en el pais un numero considerable de variedades de frijol con buena

resistencia al BCMV, en la practica, tales variedades parecen no estar disponibles.

Control quimico: Las ventajas de esta medida de control son que al aplicarlo se reducen
las poblaciones de 4fidos y consecuentemente se disminuye la transmisiéon del virus. Se

debe emplear cuando se usen variedades susceptibles al BCMV (Anénimo 1).



III. MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo consta de dos fases: laboratorio y campo.
3.1. Trabajo de laboratorio
En Marzo del 2002, se establecio la fase de laboratorio para poder definir el avance
genético por resistencia a la bacteria del tizon comiin mediante un método cualitativo y

rapido.

3.1.1. Localizacion del experimento
El experimento se ubico en el laboratorio de Ecologfa de Enfermedades perleneciente al

area de Fitopatologfa, del Instituto de Fitosanidad, del Colegio de Postgraduados, en

Montecillo, Edo. de México.

3.1.2. Desarrollo del experimento

3.1.2.1. Incremento y concentracién de inoculo. Para realizar las inoculaciones con la
bacteria, ésta se reprodujo en medio de cultivo YDC (extracto de levadura-dextrosa, ver
procedimiento en el anexo 1). La bacteria se reactivé a partir de la coleccidn liofilizada,
colocando durante 4 horas el liofilizado en un matraz que contenia una mezcla de
extracto de levadura y agua destilada. Pasando este tiempo se sembré la bacteria en las
cajas petri que contenfan medio de cultive YDC. Una vez obtenido bastante inéculo de
bacterias, se transfirié a 10 matraces con medio liquido (extracto de levadura y glucosa)
y se colocd en la incubadora a 25 C por tres dias, después de los cuales, el cultivo se
centrifugd para eliminar el medio de cultivo y la bacteria se resuspendi¢ en agua
destilada estéri], calibrando la cantidad de células bacterianas por mililitro (1 x 10

c€lulas bacterianas/ml), mediante comparacién con concentraciones conocidas,



3.1.2.2. Inoculacién de la bacteria. Consistié en la utilizacion de foliolos desprendidos
de fiijol de genotipos tanto de ciclos avanzados de mejoramiento, como de padres
originales, variedades comerciales y variedades regionales. Los foliolos fueron
desprendidos cuando las plantas de frijol tenfan 28 dias de edad y fueron mantenidos en
tubos de ensaye de 25 ml conteniendo agua de la llave. Se utilizaron 10 foliolos por cada
variedad y el grupo de tubos con sus respectivos foliolos, se mantuvieron en cdmara
himeda (mediante la instalacién de un humidificador). Bajo esas condiciones de alta
humedad, una alta concentracion de células bacterianas de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli (1 x 10° células/ml) fue asperjada sobre los foliolos, manteniendo las
condiciones de alta humedad por 5 dias o mds. Por cada variedad se utilizaron 10 tubos,
los cuales fueron asperjados con el indculo de la bacteria y se utilizaron solamente ocho
tubos y los otros dos sirvieron como testigos. Este experimento se repitio dos veces en el
tiempo y en cada experimento se emplearon las mismas variedades, de hecho, los
foliolos fueron desprendidos de las mismas plantas, por lo que la unica diferencia entre
experimentos fue la edad de las plantas de las que se desprendieron los foliolos en cada
experimento. Los genotipos probados se indican en el Cuadro 1. Para el primer
experimento, los foliolos fueron desprendidos cuando las plantas estaban en la etapa de
desarrollo V3 (cuando las plantas tenian 28 dfas de edad y tenfan la primera hoja
trifoliada, ver anexo 3), para el segundo experimento, 12 dias después del primer

experimento en la misma etapa.



Cuadro 1. Genotipos comparados en su resistencia a Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli, inoculados bajo condiciones de camara himeda, mediante la utilizacién de
foliolos desprendidos, mantenidos en agua en tubos de ensaye. Montecillo, Edo. de
México, Primavera del 2002.

Padres Originales Genotipos Variedades Variedades
Avanzados Regionales Comerciales

Po 20 P4C 2 Negro Tezonteapa Pinto Villa
Po 32 P5C 1 Nativitas Negro Perla
Po 48 P5C 4

PsC7

P6C 7

P7C 10

P7C 11

P7C 15

3.1.3. Observacion de sintomas
Para la evaluacion del grado de resistencia, se empled una escala visual de 1 a 10, en la

que 1 es hoja sana, 5 hoja clordtica y 10 hoja necrosada con todos los rangos
intermedios. Las evaluaciones se realizaroén, en diferente fecha y después de la
inoculacion para cada experimento, para el primer experimento fue a los cuatro dias y
para el segundo experimento a los ocho dias. Se tomaron fotografias, estableciendo

contrastes enfre genotipos,

3.2. Trabajo de campo
La fase de campo se establecid para evaluar el nivel de resistencia de los genotipos

avanzados en comparacion con los padres originales, variedades comerciales y
variedades regionales bajo condiciones de campo mediante inoculacién artificial de la

bacteria del tizén comin.



3.2.1. Localizacién del experimento
La parcela experimental se ubic en terrenos del Campo Agricola Experimental de la

Universidad Auténoma Chapingo, durante los meses de junio a noviembre del 2002,
ubicada en la tabla agricola San Juan III, lote J-84 y con una superficie de 0.38 h.,
localizada a los 19° 29 latitud norte y 98° 53 longitud oeste, v a una altitud de 2250

msnm,

3.2.2. Clima
Garcfa (1988) describe el clima en la region de Chapingo como: Cb (Wo) (W) (") g,

templado subhtimedo con lluvias en verano, verano fresco y largo, siendo julio el mes
mas lluvioso, lluvia invernal menor al 5% del total anual y una temperatura media anual
enfre 13 y 18 C, oscilacion térmica anual de las temperaturas medias mensuales entre 5 y

7C.

3.2.3. Suelo ‘
El suelo moderadamente profundo con una capa de tepetate a la profundidad de 0.15 a

1.3 metros, de textura franco limoso con pH de 7 v un porcentaje de materia orgdnica de

1.5% (Molina, 1987).

3.2.4. Disefio experimental
El diseflo experimental empleado fue el de bloques al azar con 48 tratamientos y cuatro

repeticiones.



3.2.4.1. Modelo lineal
Yij = U+ Bi + Tj + Eij

b = nimero de bloques

t = numero de tratamientos

Yij = Respuesta obtenida en el j-ésimo tratamiento del i-&simo bloque
U = Efecto medio general

pi = Efecto atribuido al i-ésimo blogue

Tj = Efecto atribuido al j-ésimo tratamiento

Eij = Termino de error aleatorio

3.2.4.2. Tratamientos. En el presente trabajo se utilizaron 48 tratamientos. Cada
tratamiento tiene asignado un genotipo. Los genotipos incluidos en el trabajo de campo

se enlistan en el Cuadro 2.

3.2.4.3. Unidad experimental. La parcela experimental consistié en dos surcos de 5 m
de largo por 0.64 m de ancho y distancia entre calles de medio metro. Por cada parcela
se depositaron 110 semillas de forma manual, con una densidad de 55 plantas por surco

a una distancia de .09 m entre plantas.



3.2.4.4. Variables evaluadas. Se determinaron las variables de rendimiento, porcentaje
de dafio por el Virus Mosaico Comiin del Frijol y porcentaje de dafio por la bacteria del
tizon comin. El porcentaje de dafio por el virus se interpretd considerando sintoma 1
(moderado) y sintoma 2 (severo). Para el caso del tizén comiin se utilizé una escala con
valores de 0 a 5 e interpretados en porcentaje de dafio; en donde 0 equivale a 0 % de area
foliar dafiada, 1 corresponde al 12.5 %, 2 corresponde al 25 %, 3 al 50 %, 4 aun 75 % y
5 indica un 100 %; sélo se hizo una evaluacién, 15 dias después de iniciada la floracién.
El diagnéstico del tizon comin v del virus mosaico comin se realizd a nivel de campo

mediante observacion visual de los sintomas.

3.2.4.5. Andlisis de datos. Los datos obtenidos fuerén analizados mediante el paquete
estadistico SAS (Statistical Analysis System). Para la variable de rendimiento, se realizd
andlisis de varianza y la prucba de medias del rango multiple de Tukey al 5%. Para las
variables del nivel de dafio por la bacteria del Tizén Comun v nivel de dafio por el Virus
del Mosaico Comun del Frijol en relacién con el rendimiento, se realizé analisis de

regresion.

3.2.5. Preparacion del terreno.
El terreno fue preparado con un rastreo, surcado y trazado para delimifar el sitio

experimental.

3.2.6. Siembra.
La siembyra del frijol, se realiz6 el 17 de junio del 2002, de forma manual, cuidando de

que la profundidad fuera lo mas uniforme posible.



3.2,7. Labores culturales :
Después de la siembra, la tmica labor cultural que se realizé fue el control de malezas.

Se realizaron fres deshierbes de forma manual, el 26 de julio el 2 de septiembre y el 18

de septiembre del 2002.

3.2.8. Inoculacién
En el laboratorio se obtuvo el inoculo de la bacteria del tizén comiin ¥ se esperd a tener

las condiciones de humedad y nublado para realizar la inoculacién en campo, utilizando
una mochila aspersora manual y aspetjando completamente las plantas. Debido a que en
la primera inoculacién no se observaron sintomas, se realizé una segunda inoculacidén y
desafortunadamente. tampoco se presentaron sintomas, por lo que se hizo otra
inoculacién aprovechando la presencia de alta humedad originada por la lluvia,

propiciando las condiciones necesarias para la manifestacion de sintomas.

3.2.9. Estimacién de rendimiento
A finales de noviembre del 2002, se cosecharon las plantas de frijol agrupando cada

genotipo por repeticién, se dejaron secar y fueron trilladas para obtener el peso de
semilla de cada una de las plantas seleccionadas. Para evaluar el rendimiento en gramos

se estimo el peso por parcela experimental.



Cuadro 2. Genotipos incluidos en el experimento de campo para la evaluacién del

avance genético por resistencia horizontal a la bacteria del tizén com
México, Otofio del 2002.

un. Chapingo,

Padres Genotipos Avanzados Variedades Variedades
originales Regionales Comerciales
Po-04 PC7-03 PC6 01 PC3-01 Negro Tezonteapa Bayo
Po-20 PC7-09  PC6-02 PC3-02 Amarillo regional Jamapa
Po - 31 PC7-10  PC6-03  PC3-03 Negro Noventefio Pinto villa
Po - 48 PC7-11 PC6—-04  PC3-04
Po - 52 PC7-12  PC6-05  PC3I-05
Po-54 PC7-15 PC6-06 PC3-06
Po - 55 PC7-21  PC6-07 PC3-07

PC5-01 PC4-01

PC5-02  PC4-02

PC5-03 PC4 - 03

PC5-04  PC4-04

PC5-05 PC4 - 05

PC5-06 PC4-06

PC5-07  PC4-07




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Trabajo de laboratorio

4.1.1. Primer experimento
En los resultados obtenidos en los experimentos realizados bajo condiciones de

laboratorio, se encontré diferente respuesta a la inoculacion de la bacteria, en los
genotipos, con base en los sintomas observados en las hojas del frijol. Los sintomas
mostraron diferencias en severidad (dentro de una escala visual con un rango de 1 a 10,
en la que 1 es hbja sana, 5 hoja clor6tica y 10 hoja necrosada con todos los rangos
intermedios) y fueron interpretados como niveles de resistencia, De acuerdo a la
severidad del dafio observada, en la Figura 1, se muestran diferencias enire genotipos.
Con valor inferior a dos en la escala empleada (niveles alios de resistencia), se
encontraron los genotipos P 5-1, P 6-7, P 7-15, Po 48 y Pinto Villa. Los valores mas
altos de dafio (superiores a cuatro en la escala empleada) se observaron en los genotipos
P 5-4,P 5-7,Po 20y Po 32 y con valores de severidad intermedios P 4-2,P 7-10, P 7-11
y las variedades regionales Negro de Tezonteapa y Nativitas y la variedad comercial
Negro Perla, De tres progenitores originales incluidos, dos mostraron los niveles de dafio
mas altos y s6lo el progenitor original 48 mostré resistencia, aunque el dafio observado

fue menor para uno de los progenitores del séptimo ciclo, el P 7-15,
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Figura 1. Nivel de dafio observado en los genotipos evaluados con base en la escala de 1
a 10 en respuesta a la inoculacién con Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli bajo
condiciones de cdmara hiimeda sobre foliolos desprendidos, a los cuatro dias de la
inoculacion. Montecillo, México, 2002.

4.1.2. Segundo experimento
Se observaron diferencias entre genotipos con base en los valores dados por la escala

utilizada (escala visual de 1 a 10, en la que 1 es hoja sana, 5 hoja clorética y 10 hoja
necrosada con todos los rangos intermedios); los niveles de resistencia mas altos (dafios
inferiores a la escala de 3) se presentaron en los genotipos P 7-15, Po 48 y en la variedad
comercial Pinto Villa. Niveles intermedios de resisteﬁcia (escala de 3 a 5) se observaron
para los genotipos de los ciclos avanzados P 4-2, P 5-1, P 6-7, P 7-11, y para la variedad
regional Nativitas y variedad comercial Negro Perla. Los genotipos més susceptibles
(con niveles de dafio superiores a 5) fueron: los progenitores originales Po 20 y Po 32 y
de ciclos avanzados P 5-4, P 5-7 y P 7-10, asi como la variedad Negro de Tezonteapa

(Figura 2).



Los experimentos desarrollados en laboratorio permitieron evidenciar en forma rapida la
acumulacion de resistencia horizontal en algunos de los genotipos avanzados del
proyecto y a su vez confirmar que al realizar un programa de mejoramiento genético por
resistencia horizontal, se logran acumular niveles de resistencia altos aunque se parta de
padres originales susceptibles, pudiendo llegar a obtener niveles de resistencia muy altos
después de varios ciclos de mejoramiento. Las diferencias en niveles de reaccion
permiten hacer comparaciones del nivel de resistencia acumulado en los genotipos
avanzados, en padres originales, variedades comerciales y variedades regionales, Se
ilustran ejemplos que mostrarén claramente el nivel de resistencia alcanzado en
genotipos avanzados, como el del P 7-15, comparado con el padre original Po 20 vy el

genotipo P 7-10 comparado con el padre original Po 32 (Figuras 3 y 4 respectivamente),
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Figura 2. Nivel de dafio observado en los genotipos evaluados con base en la escala de 1
a 10 en respuesta a la inoculacién con Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli bajo
condiciones de cdmara htimeda sobre foliolos desprendidos, a los ocho dias de la
inoculacién. Montecillo, México, 2002,



Figura 3. Aho nivel de resistencia
contra el tizon comiin alcanzado en uno
de los materiales mas avanzados en
fifiol. Se observa a la izquierda un
genotipo progenitor del séptimo ciclo
de mejoramiento y a la derecha un
genotipo padre original,

Figura 4. El Po
32, genotipo
altamente
susceptible a la
enfermedad,
muestra sinfomas
causados por el
tizén comin, vy el
P 7-10 genotipo
que después de
siete ciclos de
mejoramiento ha
logrado acumular
un nivel de
resistencia
aceptable.



4.2. Trabajo de campo

4.2.1. Rendimiento

Los resultados del andlisis de varianza sobre los datos de rendimiento (anexo 4)
indicaron que existen diferencias significativas entre los genotipos  evaluados,
considerando un nivel de significancia de o=0.05. Al realizar una comparacion de
medias mediante la prueba de Tukey (Cuadro 3), para saber cuales de los genotipos se
diferenciaron por su rendimiento, se observé que dentro de los mejores genotipos con
promedio arriba de Jos 1100 gramos por parcela se encueniran los de los ciclos
avanzados de mejoramiento (tres genotipos del séptimo, cuatro genotipos del sexto, tres
genotipos del quinto, un genotipo del cuarto y dos del tercero). En contraste, enire los
genotipos  que obtuvieron rendimientos promedio inferiores a Jos 700 gramos
(significativamente distintos a los anteriores) se encuentran cinco padres originales, las
tres variedades comerciales y las tres variedades regionales y dos genotipos del tercer y
cuarto ciclo de mejoramiento. El hecho de que cinco de los padres originales se
encuentren endre los 13 genotipos de menor rendimiento y de que uno de ellos, el Po 55
haya mostrado el mas bajo rendimiento en contraste con el hecho de que los 13
genotipos de mdés alto rendimiento scan todos genotipos de ciclos avanzados de
mejoramiento y que precisamente el de rendimiento mas alto corresponda a uno de los
genotipos del séptimo ciclo indica que ha habido avance genético en cuanto a

rendimientos.
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Cuadro 3. Pruebas Tukey para la variable rendimiento de los tratamientos empleados en
el cultivo del frijol. Chapingo, México, 2002. (Se incluyen sélo los 13 genotipos de
mayor ¥ menor rendimiento).

Genotipo Repeticion Media Grupo Tukey

PC7-03 4 1487.5 A
PC6-01 4 1425.0 AB
PC5-07 4 1325.0 ABC
PC5-01 4 1275.0 ABC
PC6-06 4 1245.0 ABC

. PC6-02 4 1236.3 ABC
PC7-15 4 1222.5 ABCD
PC4-03 4 1218.0 ABCD
PC5-02 4 1200.0 ABCDE
PC6-04 4 1200.0 ABCDE
PC7-09 4 1175.0 ABCDEF
PC3-03 4 1175.0 ABCDEF
PC3-05 4 1145.0 ABCDEFG

Existen diferencias significativas entre estos dos grupos

Po 54 4 702.8 GHIJKLMNO
Po 52 4 675.0 HIJKLMNO
PC3-07 4 671.8 [JKLMNO
Po 31 4 633.3 JKLMNO
PC4-02 4 630.8 JKLMNO
AMARILLO REGIONAL 4 488.8 KLMNO
Po 4 4 475.0 KLMNO
PINTCO VILLA 4 468.8 LMNO
NEGRO NOVENTENO 4 438.8 MNO
BAYO 4 356.8 NO
NEGRO TEZONTEAPA 4 355.0 NO
JAMAPA 4 325.3 NO
Po 55 4 292.8 O

o= 0.05, Medias con la misma letra son significativamente iguales.

El comportamiento por grupo de genotipos respecto a su rendimiento promedio (Figura
5), muestra que los genotipos que presentan los rendimientos més altos son los de los
ciclos mds avanzados (quinto, sexto y séptimo ciclo de mejoramiento). Por el contrario,
los padres originales, las variedades comerciales y las variedades regionales muestran

los mds bajos rendimientos.
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Figura 5. Rendimiento obtenido por grupo de genotipos.

4.2.2. Nivel de dafio de la bacteria del tizén comén sobre las poblaciones de frijol
El porcentaje de dafio causado por el tizén comin en los genotipos evaluados (Figura 6),

s un pardametro epidemioldgico que manifiesta como los genotipos han acumulado,
durante varios ciclos de mejoramiento, altos niveles de resistencia contra éste patdgeno.
Los padres originales v las variedades regionales presentan en su poblacién los
porcentajes mds altos del tizon comun, comparados con los progenitores de los ciclos
avanzados (PC3, PC6, PC4 Y PC7) a diferencia de las variedades comerciales en donde
no existe dafio por la bacteria, debido a que probablemente han sido seleccionadas por
ser resistentes a esta bacteria. Los padres originales presentaron los porcentajes mds
altos de dafio, debido a que son genotipos altamente susceptibles al tizén comun. Se
observa claramente como el grupo de los padres originales presenta el mayor porcentaje
de dafio (24.5 %) comparado con el grupo del séptimo ciclo de mejoramiento que
presenta el mas bajo porcentaje (0.5 %), esto demuestra que se han alcanzado altos

niveles de resistencia horizontal a la bacteriosis del tizén comtn.
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Figura 6. Porcentaje de la poblacién con 50 % o mds de drea foliar dafiada por tizoén
comun en promedio por grupo de genotipos de frijol.

4.2.3. Andlisis de regresién lineal entre rendimiento ¥ la incidencia del tizén comun
Con la finalidad de conocer el grado de asociacion que existe entre el porcentaje de dafio
por bacteriosis y el rendimiento obtenido en los genotipos, se realiz6 el andlisis por
medio de la técnica de regresion lineal simple (Figura 7), la cudl indica relacion entre el
porcentaje de dafio por la bacteria y el rendimiento. El analisis de regresioén permite
ajustar una linea recta para hacer predicciones acerca del rendimiento, manifestidndose
como una linea con pendiente negativa, es decir a medida que se incrementa el dafio por
la bacteria el rendimiento disminuye. Esta linea de regresion explica la pérdida en
rendimiento debida al ataque del tizén comtn en un 3 %, sin embargo, es una
apreciacion global, que incluye a materiales tanto susceptibles como resistentes. Los
datos de campo (anexo 5) permiten observar que del total de genotipos avanzados
(tercer, cuarto, quinto, sexto y séptimo ciclo), un 78 % de los genotipos fueron los de

rendimiento més alto, precisamente por su baja incidencia de tizén comin.
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Figura 7. Grado de asociacién entre el dafio por la bacteria y el rendimiento en genotipos
de frijol, tanto de ciclos avanzados de mejoramiento como progenitores originales,
variedades comerciales y variedades regionales.

4.2.4. Nivel de daiio del virus del mosaico comun sobre las poblaciones de frijol

Las variedades regionales, las variedades comerciales y los padres originales, presentan
en su poblacién los porcentajes més altos de dafio, comparados con los de los ciclos
avanzados (PC5, PC6 Y PC7) en donde no existe dafio por el virus. El porcentaje de
dafio causado por el Virus Mosaico Comiin del Frijol en los genotipos evaluados (Figura
8), manifiesta como los genotipos  han acumulado, durante varios ciclos de

mejoramiento, altos niveles de resistencia contra éste patégeno.
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Figura 8. Porcentaje de la poblacion dafiada con el sintoma severo del virus mosaico
comun del frijol en promedio por grupo de genotipos de frijol.

4.2.5. Analisis de regresion lineal entre rendimiento y la incidencia del virus del
mosaico comin

Para el caso de la incidencia del Virus del Mosaico Comun, el analisis de regresion
lineal simple (Figura 9), indica que existe una relacién inversamente proporcional entre
el porcentaje de daflo por el virus y el rendimiento. Con base en estos resultados el
porcentaje de dafio por virus contribuye de manera significativa en el rendimiento, en
donde a medida que aumenta el porcentaje de dafio por el virus el rendimiento
disminuye. El andlisis de regresion permite ajustar una linea recta con pendiente
negativa, es decir a mayor porcentaje de dafio por virus, menor rendimiento. Esta linea
de regresion explica la pérdida en rendimiento debida al ataque del virus del mosaico
comin en un 43 %; sin embargo, es una apreciacién global, que incluye a materiales
tanto susceptibles como resistentes. Los datos de campo (anexo 5) permiten observar

que del total de genotipos de ciclos avanzados, un 52% fueron los de rendimiento mds

alto, precisamente por su baja incidencia del virus del mosaico comun,
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Figura 9. Grado de asociacién entre el dafio por el virus en relacién con el rendimiento
en genotipos de frijol, tanfo de ciclos avanzados de mejoramiento como progenitores
originales, variedades comerciales y variedades regionales.

4.2.6. El efecto de la acumulacion de resistencia horizontal sobre el rendimiento

El comportamiento que tuvo el rendimiento entre genotipos fue variable, en el sentido de
que se vid influenciado por el porcentaje de dafio, tanto por el tizén comin como por el
Virus Mosaico Comun del Frijol y en respuesta al nivel de resistencia horizontal
presente en los genotipos de los ciclos avanzados de mejoramiento (tercer, cuarto,

quinto, sexto y séptimo) comparado con las variedades regionales y comerciales.

El significativo incremento en rendimiento por parte de numerosos genotipos de los
ciclos avanzados del programa de mejoramiento por resistencia horizontal (Cuadro 3),

encuentra explicacion en la menor incidencia y dafios de la bacteriosis del tizén comun



(Figura 6) observada para los genotipos de ciclos avanzados, especialmente en
comparacion con algunos de los progenitores originales. Muchos de los genotipos
individuales que alcanzaron los rendimientos més altos, lo lograron gracias a la menor
incidencia y dafios del tizon comtn (Anexo 4 y Figura 7). La acumulacion de resistencia
contra el Tizén Comin se evidencié de una manera ripida mediante el ensayo de

inoculacion sobre foliolos desprendidos de los experimentos de laboratorio.

S1 bien el mayor rendimiento de los genotipos avanzados puede ser explicado por los
dafios reducidos del Tizén Comtn, resulta atin méds claro este efecto por parte de la
incidencia y dafios reducidos del Virus del Mosaico Comun del Frijol. Las variedades
regionales, las variedades comerciales y los padres originales claramente muestran el
mayor grado de dafio en comparacion con los grupos de genotipos avanzados (Figura 8).
Esto parece indicar, por un lado, que la seleccion contra la virosis ha sido mdas efectiva y
por el otro, que los dafios de la virosis bajo condiciones de campo Son m4s severos, por
lo que el éxito del programa de mejoramiento, logra un nuevo balance productivo en las
variedades mejoradas que permite rendimientos supetiores, en algunos casos, de hasta
500 % respecto al progenitor de menor rendimiento. Esta recuperacidn en productividad
podria restablecer el balance productivo de las variedades regionales de la region
Mixteca, en virtud de que los materiales mejorados son idénticos a los genotipos
regionales, tan apreciados por los agricultores de estas regiones por sus cualidades
culinarias, excepto que los nuevos genotipos, han recuperado su resistencia al menos a

dos de los patosistemas regionalmente més devastadores.
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Los resultados del presente trabajo corroboran lo reportado por Garceia (2002) quien
indica que es posible observar la acumulacion de resistencia horizontal al mostrar una
correlacion negativa entre el alto rendimiento de los genotipos avanzados y su baja

incidencia de sintomas.

Garcia et al., (2001) indican, que, considerando el rendimiento como el parametro mas
holistico empleado en la seleccion, se han obtenido rendimientos que han superado a los
progenitores originales, los cuales rinden 200 k ha™ mientras que los genotipos del ciclo
mas avanzado rinden en promedio mas de 1400 k ha™'. Sus resultados que evidencian la
acumulacion de resistencia horizontal, sugieren que es factible obtener alta produccién y
alta calidad en cultivares con suficiente resistencia durable a todos los pardsitos
localmente importantes vy eliminar la necesidad de proteger a los cultivos con
agroquimicos. Al respecto, Garcia et al., (2003) indican que la resistencia puede ser
tratada como un cardcter cuantitativo y que el mejoramiento por resistencia puede
realizarse contra todos los patégenos localmente importantes y que es factible acumular

altos niveles de resistencia cuantitativa en un tiempo relativamente corto.



V. CONCLUSIONES

El avance genético por resistencia a tizén comin a través de siete ciclos de seleccion
masal recurrente, ha alcanzado niveles altos en los genotipos seleccionados, puesto que

tuvieron valores mas altos de rendimiento y menor incidencia de dafio.

El grupo de genotipos de los ciclos de mejoramiento mas avanzados presenté los niveles
mas bajos de dafio de Tizén Comun tanto en laboratorio como en campo. Asi mismo, los
genotipos de los ciclos de mejoramiento mas avanzados mostraron la menor incidencia

del Virus del Mosaico Comun del Frijol en el experimento de campo,

El rendimiento es un cardcter que se encuentra asociado a caracteristicas
epidemioldgicas del Tizén Comin y del Virus Mosaico Comin del Frijol, por lo que la
blsqueda de resistencia debe estar asociada a la seleccion de genotipos con respuesta de

altos rendimientos en presencia de estos patgenos.
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ANEXOS

Anexo 1. Ingredientes y protocolo de preparacion del medio YDC para aislamiento de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Schaad y Stall, 1980).

Reactivos Cantidad
Extracto de levadura 10.0g
Dextrosa 200¢g
Carbonato de calcio 200¢g
Agar 150¢
Agua destilada 1000.0 ml
Preparacion

Mezclar en un matraz de 500 ml de agua destilada el extracto de levadura, el carbonato
de calcio y el agar en un agitador magnético, debidamente pesados, v adicionandolos
uno por uno en el orden correspondiente, en otro matraz con 500 ml de agua destilada
vaciar la dextrosa y disolver. Una vez bien agitados los reactivos en los dos matraces,
meter a la olla de presidn para esterilizarlos durante 20 minutos a 15 libras.

Al momento de vaciar a las cajas petri debidamente estériles, mezclar la dextrosa con el
resto de los reactivos, mezclar bien mediante agitacién constante y vaciar a las cajas y
dejar enfriar.



Anexo 2. Etapas de desarrollo de la planta de frijol comin (Schoonhoven y Pastor-
Corrales, 1987).

ETAPA

DESCRIPCION

Vo

V1

V2
V3

V4

R5

R6
R7

R8

R9

Germinaci6n: absorcién de agua por la semilla; emergencia de la radicula v
su transformacion en raiz primaria.

Emergencia: los cotiledones aparecen al nivel del suelo y empiezan a
separarse. El epicétilo comienza su desarrollo.

IHojas primarias: hojas primarias totalmente abiertas.

Primera hoja trifoliada: se abre la primera hoja trifoliada v aparece la
segunda hoja trifoliada.

Tercera hoja trifoliada: se abre la tercera hoja trifoliada y las yemas de los
nudos inferiores producen ramas.

Prefloracion: aparece el primer boton floral o el primer racimo. Los botones
florales de las variedades determinadas se forman en el Gltimo nudo del
tallo o de la rama. Fn las variedades indeterminadas los racimos aparecen
primero en los nudos més bajos,

Floracién: se abre la primera flor.

Formacion de las vainas: aparece la primera vaina que mide mas de 2.5 cm
de longitud.

Llenado de las vainas; comienza a llenarse la primera vaina (crecimiento de
la semilla). Al final de la ctapa, las semillas pierden su color verde y
comienzan a mostrar las caracteristicas de la variedad. Se inicia la
defoliacion.

Madurez fisiolégica: las vainas pierden pigmentaciéon y comienzan a
secarse. Las semillas desarrollan el color tipico de la variedad.

V= Vegetativa; R = Reproductiva. Cada etapa comienza cuando el 50% de las plantas
muestran las condiciones que corresponden a la descripeién de la etapa.

Anexo 3. Andlisis de varianza para la variable rendimiento en los tratamientos

empleados en frijol. Chapingo, México, 2002,

Variable Dependiente: Rendimiento

Fuente gl Sumade cuadrados  Cuadrados medios Valor F calculado Pr>F
Modelo 50 17895506.30208330 7910.12604167 14.52 0.0001
Error 141 3475820.19270835 24651.20704048

Total 191 21371326.49479160

R cuadrada C.V, CME Media del rendimiento

0.837361 17.05835 157.0070286 920.41145833

Fuente gl Error tipo I Cuadrados medios  Valor F Pr>F
Genotipo 47 17845634.24479160  379694.34563387  15.40 0.0001
Bloque 3 49872.05729167 16624.01909722 0.67 0.5691
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Anexo 4. Datos de campo con porcentaje de dafio por el tizén comin y el virus mosaico
comun y rendimiento promedio obtenido en los genotipos de frijol. Chapingo, México,

2002,
GENOTIPO % NANC RENDIMIENTO GENOTLIO % DANO % DANQ RENDIMIENTO
POR FROMEDIO IroRr PoR PROMEDIO
TIZON (GRAMOS) TIZON YIRUS (GRAMOS)
COMON COMON MOSAICO
COMUN

PC7-03 0 14875 PC4-04 0 [H 10875
PC7-09 4 1175 PC4-05 1 0 740
PCT'] 0 0 1025 PC4-05 ] 0 5t
PC7-1 I 0 1010 PC4-07 0 ¢ 050
PC?'-l 2 0 0995 PC3-01 4] 0 902
PC7- 1 5 0 12225 PC3-02 0 0 1003,5
PC7-21 0 1125 PC3-03 0 1] 1175
PC601 a 1425 PC3-04 0 0 970,75
PC6"02 [+ 1236,25 PC3-05 0 4 1145
PC6_03 3 1075 PC3-06 0 0 896,5
PC6-04 4 1200 PC3.07 10 0 671,75
PC6-05 0 100,75 PO4 35 11 475
PC6-06 0 1245 PQz0 0 10 881,53
BC6-07 0 1031,25 PO 47 4 633,25
PC5-01 0 1275 PO48 51 7 921,75
PC5_02 0 1280 PO52 o [ 675
PC5'03 5 1S PO54 38 10 02,75
PC5-04 0 1050 PQSS 0 12 252,75
IJCS_OS 2 1050 YCBAYQ a 10 356,75
PC35-06 14 875  VCJAMAPA ¢ 19 325,25
PC5-07 10 1325 VCPINTO VILLA 0 t 468,75
Pc4_01 ¢ 775 VYR NEGRO k] i7 355

TEZONTEAPA
PC4-02 0 630,75 VR AMARILLO 30 1) 488,75

REGIONAL
PC4-03 4 1218 ¥R NEGRO 6 10 438,75

NOVENTEND




