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Caracterizacion de lineas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) resistentes a la
mancha angular (Pseudocercospora griseola).

Luis Alberto Monserrate Oyola
Henry Victor Espinoza Delgado

Resumen. La mancha angular causada por el hongo Pseudocercospora griseola es una de
las enfermedades méas comunes en la produccion de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.),
la cual en condiciones favorables causa pérdidas hasta de un 70% de la produccién. Para
seleccionar lineas de frijol comun resistentes a la mancha angular es necesario la
caracterizacion fenotipica con razas del hongo y el uso de marcadores moleculares SCAR
(regiones amplificadas de secuencia caracterizada), ligados a caracteres de interés. El
objetivo del estudio fue caracterizar la resistencia de lineas de frijol comun a la mancha
angular usando razas de P. griseola y marcadores moleculares. Se utilizé un disefio de
bloques completos al azar con 12 tratamientos y cinco repeticiones cada una. Las lineas se
sembraron en casa de malla con micro aspersion, usando maceteros de 20 cm de didmetro.
Las plantas fueron inoculadas con inéculo (2 x 10* conidias/ml) de las razas 31-31, 63-31,
63-43 de P. griseola, a los 15, 22 y 29 dias después de siembra (DDS). Se evalu6 la
reaccion de las lineas de frijol desde la aparicion de los sintomas tipicos hasta la etapa de
floracion (30, 37 y 42 DDS) utilizando la escala de severidad de 1-9 (1-3= resistente; 4-6=
intermedia; 7-9= susceptible) del CIAT (1987). Se identificé como resistentes a las lineas
ALS 0532-6, ALS 0531-41, ALS 0532-38 y NIC 604-29 a las tres razas de P. griseola. Se
determind que estas lineas poseen los marcadores SCAR SNO2 y EACA/M CTT 330 de
los genes Phg-2 y G10474. La accesion andina G06727 con presencia del marcador SH13
del gen Phg-1 presentd una reaccion intermedia.

Palabras claves: Marcadores SCAR, razas patogénicas, reaccion fenotipica, severidad de
dafios.

Abstract: The angular leaf spot caused by the fungus Pseudocercospora griseola is one
of the most common diseases in the production of common beans (Phaseolus vulgaris L.),
which under favorable conditions can cause production losses up to 70%. To select
common bean lines resistant to angular leaf spot it is necessary phenotypic
characterization of races of the fungus and the use of SCAR (sequence characterized
amplified regions) molecular markers, linked to traits of interest. The main objective of
the study was to characterize the resistance of common bean lines to angular leaf spot
using races of P. griseola and molecular markers. The study was conducted using a
randomized complete block desing with 12 treatments and five repetitions. The lines were
grown in an screen house with micro spray, using pots of 20 cm in diameter. The plants
were inoculated with inoculum (2 x 104 conidia / ml) of the races 31-31, 63-31, 63-43 of
P. griseola, at 15, 22 and 29 days after planting (DAP). The reaction of bean lines were



evaluated once typical symptoms were observed until the flowering stage (30, 37 and 42
DDS) using the 1 to 9 severity scale (1-3 = resistant; 4-6 = intermediate; 7-9 =
susceptible) of CIAT (1987). The lines 0532-6 ALS, ALS 0531-41, 0532-38 and NIC
604-29 were resistant to the three races of P. griseola. It was determined that these lines
have the SNO2 and EACA / M CTT 330 SCAR markers of the Phg2 and G10474 genes.
The andean accession G06727 with the presence of the SH13 marker of the Phg-1 gene
showed an intermediate reaction to all races.

Keywords: Pathogenic races, phenotypic reaction, disease severity, SCAR markers.
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1. INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una de las leguminosas de grano alimenticio
mas importante para consumo humano (Voysest 2000). En Centroameérica, el frijol es un
componente basico en la dieta por ser una de las fuentes mas barata de proteina;
adicionalmente es un cultivo importante en la generacion de ingresos econémicos para los
pequefios productores (Martinez et al. 2004).

La mancha angular es una de las enfermedades mas comunes en la produccion de frijol.
Es causada por el hongo Pseudocercospora griseola, causando severas perdidas de
rendimiento en paises tropicales y subtropicales y esta presente en mas de 60 paises
alrededor del mundo (Guzman et al. 1993). En condiciones favorables las pérdidas
causadas por la mancha angular pueden llegar hasta un 70% de la produccion (Sartorato y
Rava 1992); en Centroamérica, las variedades susceptibles pueden sufrir dafios de hasta
un 80 % de la produccién (Rosas 2003).

Cuando son infectadas por el patdgeno, los sintomas en las plantas de variedades
susceptibles normalmente se presentan en la cuarta semana después de la siembra (Araya
y Hernandez 2006). La mancha angular ataca al follaje, las vainas y las semillas del frijol.
Los sintomas de la infeccion son comunes en las hojas y se presentan generalmente como
lesiones angulares delimitadas por las nervaduras. Inicialmente aparecen en el envés de
las hojas como pequefios puntos grises y, dependiendo de la variedad, pueden presentar
un halo clorético de méargenes indefinidos. En los foliolos de las hojas mas desarrolladas,
los lados de las lesiones son definidas por las nervaduras formando angulos, del cual se
deriva el nombre de la enfermedad (Castellanos et al. 2013). Ataques severos de esta
enfermedad causan amarillamiento y caida de las hojas afectadas, lo que reduce el
rendimiento cuando ocurre temprano en el ciclo del cultivo (Araya y Hernandez 2006).

Las condiciones favorables podrian causar que las conidias germinen en tres horas, las
esporas infectan el tejido de la hoja al penetrar a través de los estomas y destruyen la
epidermis desintegrando las células del parénquima en empalizada (Liebenberg vy
Pretorius 1997). El desarrollo de la enfermedad se disemina més eficientemente con
temperaturas moderadas, humedad continta sobre el follaje y tallos, alternada con
periodos de baja humedad y viento (Schwartz et al. 1982).



Las temperaturas entre 16 y 28 °C son propicias para el desarrollo de la mancha angular
(Ledn 2009), especialmente cuando las temperaturas son bajas y hay presencia de rocio en
el ambiente (Paula y Zambolim 1998). El patégeno puede ser diseminado mediante las
salpicaduras producidas por el agua de lluvia o de riego y mediante el viento, al arrastrar
esporas provenientes de lesiones en esporulacion de restos contaminados de cosechas
anteriores (Moreno 1977). Se ha reportado que la transmision del patdgeno por semilla es
muy baja (Schwartz et al. 1982).

La mancha angular posee extensa variabilidad genética, por lo que algunos genotipos
evaluados hasta ahora son resistentes a unas razas y susceptibles a otras. En América
Central se reportaron presencia de razas fisioldgicas donde los aislamientos mas
virulentos fueron colectados en México y Honduras (Jara 1998). Existen dos acervos
genéticos de frijol comdn, el andino que corresponde a la region andina y el
mesoamericano que incluye México y Centroamérica (Gepts et al. 1991). Asi mismo,
también existen dos grupos de aislamientos de P. griseola, uno andino y otro
mesoamericano que corresponden a los dos acervos genéticos de frijol comun (Chacén et
al. 1996).

En 1995 se aprobd el uso de un vivero de 12 genotipos diferenciales y su valor binario
para la caracterizacion de razas de P. griseola desarrollado por el CIAT. Estos
diferenciales se encuentran divididos en dos grupos: seis andinos (Don Timoteo, G11796,
Bolon Bayo, Montcalm, Amendoin y G05686) y seis mesoamericanos (PAN 72, G2858,
Flor de Mayo, México 54, BAT 332 y Cornell 49242) (Pastor-Corrales y Jara 1995).

El patdégeno puede ser controlado con fungicidas pero debido al alto costo y dado que una
parte importante de la produccion de frijol es producida por agricultores de subsistencia,
se les dificulta el acceso a estos fungicidas (Garcia et al. 2006). El uso de variedades
resistentes es considerado la principal préactica de manejo de P. griseola (Teixeira et al.
2003). En la mayoria de las regiones frijoleras, P. griseola es un problema serio debido a
la falta de variedades de frijol resistentes a la enfermedad.

La mayoria de las fuentes resistentes registradas en otras regiones generalmente
corresponden a variedades con resistencia a los aislamientos locales del patdgeno en
donde fueron identificadas (Pastor-Corrales y Schwartz 1994). Un claro ejemplo de esto
fue la linea avanzada de CIAT, BAT 332 que se registré como resistente en paises como
Brasil (Mora et al. 1985), El Congo y Colombia (CIAT 1985); sin embargo, se comporto
como susceptible en Argentina (Sartorato 1989). Las variedades resistentes en un
determinado afio no necesariamente son resistentes en los afios siguientes por cuanto P.
griseola es un hongo altamente variable (Busugoro et al. 1999)



Para seleccionar lineas de frijol comun resistentes a la mancha angular, es necesario el uso
de marcadores moleculares SCAR (regiones amplificadas de secuencia caracterizada), los
cuales son primers (cebadores) especificos ligados a caracteristicas de interés,
ampliamente utilizados en el mapeo genético y en la seleccion asistida por marcadores
moleculares (SAM) que determinan la presencia 0 ausencia de genes de resistencia
(Herrera 2004). Los SCAR utilizan primers especificos de 20 a 30 pares de bases,
disefiados a partir de secuencias establecidas mediante marcadores RAPD ligados a una
caracteristica de interés (Castro et al. 2003).

El presente estudio tiene como objetivos:

Caracterizar la resistencia de lineas avanzadas de frijol comdn a la mancha angular
mediante su reaccién a razas de Pseudocercospora griseola.

Identificar la presencia de marcadores moleculares asociados a los genes de resistencia a
razas especificas de P. griseola en las lineas avanzadas.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion del estudio.

Las evaluaciones de la resistencia de las lineas avanzadas de frijol desarrolladas por el
Programa de Investigaciones en Frijol (PIF) de Zamorano a razas de Pseudocercospora
griseola, se realizaron en casas de malla implementadas con un sistema de riego por
micro aspersion en las facilidades PIF. Los analisis moleculares se realizaron en el
Laboratorio de Biotecnologia Aplicada del PIF en la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, Honduras. Zamorano se encuentra localizado a una altura de 800 msnm, con
temperatura promedio de 24° C y precipitacion promedio anual de 1100 mm.

2.2 Evaluacion fenotipica con razas de Pseudocercospora griseola de Honduras.
2.2.1 Siembra.

Se hicieron tres siembras de las lineas y testigos en maceteros ubicados en casa de malla
de 5 x 3 m para evaluar fenotipicamente la resistencia de estas lineas previamente
identificadas como resistentes bajo indculo natural a nivel de campo (Cuadro 1). Las
lineas mejoradas por resistencia a la mancha angular provienen del programa de
mejoramiento a través de la piramidizacion de genes resistentes a P. griseola. En la
primera etapa del desarrollo se desarrollaron lineas resistentes conteniendo dos genes de
resistencia, Phg-1 y Phg-2, aportados por el padre andino G06727 (Guarzo Popayan) de
Colombia, y el padre mesoamericano Tio Canela 75, respectivamente. Las lineas ALS
9951-42 y ALS 9951-62 seleccionada de la cruzas de Tio Canela 75/G06727, fueron
utilizadas como fuentes de los genes Phg-1 y Phg-2 en cruzas con la linea MR13697-2-5,
fuente del gen de resistencia identificado en la accesiébn G10474 procedente de
Guatemala, las que dieron como resultado las lineas incluidas en este estudio.

La unidad experimental consistio en un macetero con dos plantas por linea de frijol. Se
utilizaron maceteros de 20 cm conteniendo un sustrato de suelo: compost (2:1). La
siembra se realizo con semilla pre-germinada de las lineas de frijol. La casa de malla
utilizada en el estudio tiene instalado un sistema de ventilacion y micro aspersores que se
encendieron cada 30 minutos por 30 segundos, para proveer condiciones favorables al
desarrollo de la enfermedad, incluyendo alta humedad relativa (80-95%), temperatura



media (24-28°C) y una lamina de agua continua sobre la superficie de las hojas para
facilitar la entrada del hongo por los estomas y la produccion de lesiones tipicas de la
enfermedad.

Cuadro 1. Lineas de frijol comdn usadas para la evaluacion fenotipica y molecular de la
resistencia a Pseudocercospora griseola causante de la mancha angular.

Linea Pedigri

ALS 0546-78 Aifi Wuriti//F1(ALS9951-62/MR13697-2-5)
ALS 0532-6 Cardenal//F1(ALS9951-62/ MR13697-2-5)
ALS 0546-97 Aifi Wuriti //F1(ALS9951-62/MR13697-2-5)
ALS 0531-41 Amadeus77//[F1 (ALS9951-42/MR13697-2-5)
ALS 0532-38 Cardenal//F1(ALS9951-62/ MR13697-2-5)
ALS 0531-97 Amadeus77//[F1 (ALS9951-42/ MR13697-2-5)
ALS 0546-60 Aifi Wuriti //F1(ALS9951-62/MR13697-2-5)
ALS 0532-4 Cardenal//F1(ALS9951-62/ MR13697-2-5)
ALS 0626-35 Cardenal//F1(ALS 9951-62/MR 13697-2-5)
NIC 604-29 INTA Precoz// F1 SRS 2-31

G06727 (testigo resistente) Guarzo-Popayan

Tio Canela 75 (testigo susceptible) DOR483//F1(DOR391/PompadourJ)

2.2.2 Inoculacion de las lineas de frijol con razas de P. griseola.

Las lineas avanzadas y los testigos fueron inoculados con in6culo de tres razas de P.
griseola causante de la mancha angular. Estas razas provienen de aislamientos de
muestras recolectados en la Vega 4, Zamorano, Departamento Francisco Morazan;
Sulaco, Departamento de Yoro y EI Barro, Departamento de El Paraiso, Honduras
(Cuadro 2). La identificacion de las razas se hizo utilizando la técnica del Vivero de
Diferenciales de la Mancha Angular, asignandose valores binarios a los diferenciales que
muestran susceptibilidad a un aislamiento determinado. La sumatorio de los valores
binarios de todos los genotipos andinos y mesoamericanos determina la raza de P.
griseola (Pastor-Corrales y Jara 1995).

Los resultados de las pruebas realizadas con los genotipos diferenciales de frijol que
dieron lugar a las razas utilizadas como indculo en el presente estudio se indican en el
Cuadro 3.



Cuadro 2. Procedencia de las razas utilizadas para la inoculacion de lineas de frijol y la
caracterizacion de su resistencia a Pseudocercospora griseola en Honduras.

Raza Aislamientos Lugar de Recoleccion ARo
31-31 Pg-V Vega 4, Zamorano, Francisco Morazan 2015
63-31 Pg-Su Sulaco, Yoro, Honduras 2015
63-43 Pg-EB El Barro, El Paraiso, Honduras 2015

Cuadro 3. Determinacion de las razas de Pseudocercospora griseola utilizadas en la
inoculacién para evaluar la resistencia a la mancha angular de lineas avanzadas de frijol
comun. Zamorano, Honduras, 2015,

Andinos Mesoamericanos
Razas Asmto* A B C D E F G H 1 3J K L
D @ (4 (B (16 (32 1 2 (4 B (16 (32
3131 PgZz - - - - - 4 - - - - -4
63-31 Pg-Su - - - - - - - - - - - +
63-43 Pg-EB - - - - - - - - + - + -
“ Aislamiento.

Diferenciales: Andinos (A: Don Timoteo, B: G11796, C: Bolén Bayo, D: Montcalm, E:
Amendoin y F: G05686) y Mesoamericanos (G: PAN 72, H: G2858, I: Flor de Mayo, J:
México 54, K: BAT 332y L: Cornell 49242).

Reaccion: Resistente (+); susceptible (-)

Para asegurar una buena infeccion durante la evaluacion de la resistencia de las lineas de
frijol, se realizaron tres inoculaciones, a los 15, 22 y 29 dias después de la siembra (DDS),
con cada una de las razas de P. griseola. El indculo se obtuvo de aislamientos puros de las
tres razas de P. griseola, los que se multiplicaron en medio V8 durante 12 dias para
producir un inéculo con una concentracion de 2 x 10* conidias/ml. Por cada litro de
indculo se coloco una gota de Tween 20 para dispersar las esporas y facilitar su adhesion
al follaje. La inoculacion se hizo sobre el haz y el envés de las hojas con un atomizador
Bilviss® adaptado a un compresor de 10 psi. Después de cada inoculacion, las plantas
pasaron un periodo de incubacién de 48 horas, bajo riego por micro aspersion para
promover la infeccion de las plantas.

2.2.3 Evaluacion de la severidad de dafio en las lineas y testigos.

Se evaluo la reaccion de las 10 lineas y dos testigos de frijol usando indculo puro de cada
una de las tres razas de P. griseola, utilizando la escala de severidad de 1-9 (1-3=
resistente; 4-6= intermedia; 7-9= susceptible) establecida por el CIAT (1987), y cuya
severidad de dafios en trifolios de frijol comin se observan en la Fig. 1. La severidad de la



enfermedad en lineas de frijol fue evaluada en tres ocasiones, cada siete dias desde la
aparicion de los sintomas tipicos hasta la etapa de floracién (30, 37 y 42 DDS).

Figura 1. Representacion de la escala de severidad de dafio (CIAT 1987) para la
evaluacion de la severidad de dafios causados por Pseudocercospora griseola en plantas
de frijol (1-3= resistente; 4-6= intermedia; 7-9= susceptible).

2.3 Evaluacion genotipica con marcadores moleculares SCAR.

Se utilizaron tres marcadores moleculares SCAR (SH13, SNO2 y EACA/M-CTT 330)
para la identificacion de la presencia de los genes de resistencia a la mancha angular Phg-
1, Phg-2 y G10474, respectivamente (Cuadro 4).

2.3.1 Utilizacion de marcadores moleculares tipo SCAR.
Para la identificacion de la presencia o ausencia de los genes resistentes a P. griseola en

las 10 lineas de frijol y dos testigos (resistente y susceptible), se utilizaron los protocolos
de extraccién, cuantificacion, amplificacion y separacion de ADN de la Universidad de



Wisconsin-Madison, adaptados al Laboratorio de Biotecnologia aplicada del PIF,
Zamorano.

Cuadro 4. Marcadores moleculares SCAR empleados en la identificacion de la presencia
de genes de resistencia a Pseudocercospora griseola.

SCAR Tama'?o Secuenciacion de Secuenciacion de Gen
(pb) avance Reversa
GAC GCC ACA CCC GCC ACA GAC ATG
SH13 520 ATTATGTT GAG CTT TA Phg-1
ACC AGG GGC ATT ACC AGG GGC AAC
SNO2 890 ATG AAC AG ATACTA TG Phg-2
EACA/M- 305 CTTGTTCTG AGT GAATTC ACAGTC G10474
CTT 330 CATTTACCT TGC CAA ACT CTA ATC

P Pares de bases.
Fuentes: Genes Phg-1 (Queiroz et al. 2004); Phg-2 (Nietsche et al. 2000; Miklas 2002); y
G10474 (Mahuku et al. 2004).

2.3.2 Extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN se utiliz6 el protocolo de la Universidad de Wisconsin-
Madison. EI ADN se extrajo de los primeros brotes de plantas de dos semanas de edad.
Las muestras se recolectaron de plantas individuales en micro tubos eppendof de 1.5 mL,
se agregd 50 pL de buffer PEX (etil xantogenato de potasio) para macerar el tejido en el
micro tubo usando una barra pestle de plexiglass de laboratorio, se le adicioné 450 uL de
buffer PEX.

Las muestras se colocaron en bafio Maria a 65° C por 60 minutos; para concentrar los
residuos de tejido las muestras se centrifugaron a 14000 RPM por 10 minutos. Luego se
precipitaron los acidos nucleicos, llenando los micro tubos con una mezcla 6:1; etanol:
acetato de amonio 7.5 M. por 30 minutos a temperatura ambiente; se peletizaron los
acidos nucleicos centrifugando las muestras a 3000 RPM durante 10 minutos. A los micro
tubos con tejido se les adicioné 300 uL de RNAasa (100 pg/mL) + buffer TE 0.1X y se
colocaron en bafio Maria a 37°C por 1 hora para eliminar el ARN de las muestras.
Seguidamente se precipitd el ADN llenando los micro-tubos con una mezcla de 10:1
etanol: acetato de sodio (3M), se mezclé invirtiendo los micro tubos para permitir que se
precipite el ADN a temperatura ambiente por 30 minutos. Para peletizar el ADN las
muestras se centrifugaron a 3000 RPM por 5 minutos. El tejido de ADN, previamente
lavado con etanol al 70% y secado a temperatura ambiente por 3 horas, se rehidrato con
100 pL de buffer TE 0.1X y se almaceno a -20°C.



2.3.3 Cuantificacion de ADN.

Mediante el protocolo sugerido en el manual del modulo de Diagnéstico Molecular
(Guachambala y Rosas 2008) determinaron la concentracion de ADN de cada una de las
muestras. Se utilizé un fluorometro Hoefer TKO-100, Aex + 365nm, Aem + 460 nm,
calibrado con ADN estandar bovino concentrado a 100 ng/mL.

Para calibrar el fluorémetro se mezclé 2 mL de buffer de cuantificacion TNE (100 mL de
TNE 1X, pH=7.4 y 10 pL de solucion para tinciéon concentrada Dye) con 2ul. de ADN
estandar bovino, en una cubeta de cuarzo puro para minimizar el margen de error al
momento de la lectura. Posterior a la calibracion el procedimiento se repitid utilizando 2
pL de ADN puro de cada muestra. La concentracion minima de ADN que se necesitd
para el protocolo SCAR es de 30 ng/mL.

2.3.4 Diluciéon de ADN.

Al obtener el dato de concentracion de ADN, las muestras que presentaron
concentraciones de ADN superior a 30 ng/mL se diluyeron con buffer TE 0.1X, para que
todo el ADN tenga la misma capacidad de amplificarse.

La dilucion se hizo mediante la siguiente ecuacion [1].

(Cf xVf)
———"-Vb 1]

Vi: Volumen inicial (uL), Cf: Concentracion final (ng/mL), Vb: Volumen del buffer de
dilucién TE 0.1X (100 uL), Ci: Concentracion inicial (ng/mL), Vf. Volumen final (100

pL).

Vi=

2.3.5 Amplificacion de ADN.

El ADN se amplificé en un termociclador Techne Unit TC-512 (Thermal cycler),
utilizando tres primers o cebadores (SH13, SNO2 y EACA/M-CTT 330), con diferentes
protocolos (Cuadros 4, 6, 8) y perfiles térmicos (Cuadros 5, 7 y 9).

2.3.6 Visualizacién de ADN.

Los productos de PCR fueron observados en geles de agarosa a 1.1% en solucion tampén
TE 0.5X (TrisHCI, pH 7.5; &cido borico, EDTA) en tanques de electroforesis. A los geles
de agarosa se les adiciond6 SYBR ® Safe DNA gel stain, a una concentracion de 1% con
la finalidad de tefiir las bandas de ADN. Se utiliz6 una escalera molecular de 100 pares
de bases para verificar la presencia o ausencia de bandas. Las bandas fueron separadas en
un Transphor/ Electrophoresis de 2.5 amperios a 120 Voltios durante 1 h 30 min. Las



bandas de ADN se visualizaron en el trans-iluminador Benchtop, UVP, modelo M- 26 VX
(95-0413-01), con una longitud de onda de 302 nm. A los geles de agarosa se les tomo
una fotografia con una camara convencional bajo luz ultravioleta para registrar resultados.

2.3.7 Protocolos de marcadores moleculares SCAR.

Para desarrollar la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) se
prepard una mezcla maestra para cada protocolo (SH13, SHNO2 y EACA/M-CTT 330)
con agua bi-destilada, buffer (5X) para mantener el pH estable (6.5 a 7.0), dNTP’s
(desoxinucleotidos tri-fosfatos), Mg Cl,(Cloruro de magnesio), primers de avance y de
reversa (10 mM), Taq (Thermus aquaticus) polimerasa (5 U/uL) y ADN (30 ng/mL).

Para identificar la presencia del gen Phg-1 se utiliz6 el protocolo del marcador SCAR
SH13 (Cuadros 5 y 6). El control positivo para éste gen de resistencia a la mancha angular
es la linea AND 277 de origen andina, el tamafio de la banda es 520 pares de bases (pb) y
se utilizé una escalera de 100 pb (Queiroz et al. 2004).

El protocolo del marcador SCAR SNO2 (Cuadros 7 y 8), permite identificar el gen Phg-2.
El control positivo con resistencia a mancha angular es la linea Cornell 49-242 de origen
mesoamericana, el tamafio de la banda es 890 pb para lo que se usé una escalera de 100
pb (Nietsche et al. 2000).

Para la identificacion del gen especifico G10474 se utilizd el protocolo del marcador
molecular SCAR EACA/M-CTT 330 (Cuadros 9 y 10). El control positivo resistente a
mancha angular es la accesion G10474 de origen mesoamericano, este gen presenta co-
dominancia a 305 pb en lineas resistentes y 280 pb en lineas susceptibles, y se utiliza una
escalera molecular de 100 pb (Mahuku et al. 2004).
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Cuadro 5. Mezcla maestra para la reaccion en cadena de la polimerasa para el protocolo
del SCAR SH13 para identificar la presencia del gen Phg-1.

Reactivos puL/muestra de ADN pL/ 12 muestras de ADN
DD H,0 7.1 85.2

Buffer 5X 3.0 36.0

dNTP’s sin MgCl, 1.2 14.4

Primer (F) SH13 (F) 0.5 6.0

Primer(R) SH13 (R) 0.5 6.0

Taq Polimerasa 0.7 8.4

ADN (30 ng/mL) 2.0

Total 15.0 156.0

Fuente: Queiroz et al. (2004).

Cuadro 6. Perfil térmico para la reaccion en cadena de la polimerasa para el protocolo del
SCAR SH13 para identificar la presencia del gen Phg-1.

Fases de la PCR Temperatura (°C) Tiempo (S) Ciclos
Desnaturalizacion 94 30 1
Desnaturalizacion inicial 94 30 35
Acoplamiento de primers 59 60 35
Extension 72 90 35
Extension final 72 90 1

Fuente: Queiroz et al. (2004).

Cuadro 7. Mezcla maestra para la reaccion en cadena de la polimerasa para el protocolo
del SCAR SNO2 para identificar la presencia del gen Phg-2.

Reactivos puL/muestras de ADN pL/ 12 muestras de ADN
DD H,0 6.5 78.0

Buffer 5X 2.0 24.0

dNTP’s con MgCl, 1.0 12.0

Primer (F) SH13 (F) 1.4 16.8

Primer(R) SH13 (R) 1.4 16.8

Taq Polimerasa 0.2 2.4

ADN (30 ng/mL) 2.5

Total 15.0 150.0

Fuente: Nietsche et al. (2000).
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Cuadro 8. Perfil térmico para la reaccion en cadena de la polimerasa para el marcador
molecular SCAR SNO2 del gen Phg-2.

Fases de la PCR Temperatura (°C) Tiempo (S) Ciclos
Desnaturalizacion 94 30 1
Desnaturalizacion inicial 94 30 30
Acoplamiento de primers 65 60 30
Extension 72 90 30
Extension final 72 90 1

Fuente: Nietsche et al. (2000).

Cuadro 9. Mezcla maestra para la reaccion en cadena de la polimerasa para el protocolo
del SCAR EACA/M-CTT 330 para identificar la presencia del gen de la accesion
G10474.

Reactivos pL/muestras de ADN  pL/ 12 muestras de ADN
DD H,0 5.6 67.2

Buffer 5X 2.5 30.0

dNTP’s 2.0 24.0

MgCl, 0.5 6.0

Primer (F) EACA/M-CTT 330 (F) 0.6 7.2

Primer(R) EACA/M-CTT 330 (R) 0.6 7.2

Taq Polimerasa 0.7 8.4

ADN (30 ng/mL) 2.5

Total 15.0 150.0

Fuente: Mahuku et al. (2004).

Cuadro 10. Perfil térmico para la reaccion en cadena de la polimerasa para el marcador
molecular SCAR EACA/M-CTT 330 del gen de la accesion G10474.

Fases de la PCR Temperatura (°C) Tiempo(S) Ciclos
Desnaturalizacion 94 300 1
Desnaturalizacion inicial 94 30 35
Acoplamiento de primers 65 45 35
Extension 72 30 35
Extension final 72 600 1

Fuente: Mahuku et al. (2004).
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Resistencia de las lineas avanzadas a razas especificas de P. griseola de
Honduras.

Para la evaluacion de la reaccion de las lineas y testigos a la inoculacién con cada una de
las tres razas de P. griseola (31-31, 63-31 y 63-43), se utilizaron los valores de la escala 1
a 9 del CIAT (1987). En esta escala los valores 1 a 3 indican resistencia, 4 a 6 reaccion
intermedia 'y 7 a 9 susceptibilidad.

Resistencia a la raza 31-31

Para determinar la reaccion de las lineas y testigos a la inoculacion con la raza 31-31,
procedente de un aislamiento de la Vega 4, Zamorano, se realizaron dos evaluaciones, a
los 30 y 37 DDS. En la primera evaluacion, los maximos valores, incluyendo en el testigo
susceptible Tio Canela 75, fueron intermedios (Cuadro 11). Segun lo que se recomienda
para estas evaluaciones, se debe tener una expresién de sintomas de por o menos 7.0 en el
testigo susceptible para considerar que las reacciones al indculo de las lineas restantes
sean aceptables. Cuando esto sucede se deben hacer evaluaciones adicionales, aprox. una
semana después de haberse realizado la lectura anterior.

En la segunda evaluacion con la raza 31-31, el testigo susceptible present6 un valor de la
escala >7.0, por lo cual se determind que la respuesta en el resto de las lineas a la
inoculacién con esta raza eran definitivas. Segun estos resultados, las lineas ALS 0532-6,
ALS 0531-41, ALS 0532-38, ALS 0626-35 y NIC 604-29 presentaron resistencia a esta
raza 31-31 de P. griseola; el resto de las lineas y el testigo resistente G06727 tuvieron una
reaccion intermedia.

Resistencia a la raza 63-31

En la evaluacion de la resistencia de las 10 lineas avanzadas y testigos a la raza 63-31, se
realizaron tres lecturas, a los 30, 37 y 42 DDS. En las tres evaluaciones de las reacciones
al inéculo de la raza 63-31, no se alcanzaron valores de una reaccion de susceptibilidad
(>7.0) tanto en el testigo susceptible ni en ninguna linea avanzada, por lo que estos
resultados obtenidos con esta raza deben considerarse tentativos y sujetos a verificacion
repitiendo una evaluacién adicional bajo condiciones similares (Cuadro 12). Bajo estas
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consideraciones, las lineas ALS 0526-78, ALS 0532-6, ALS 0531-41, ALS 0532-38, ALS
0531-97 y NIC 604-29, presentaron reacciones de resistencia a esta raza de P. griseola. El
testigo andino G06727 no presentd resistencia a esta raza 63-31, cuyo primer valor
binario 63 indica que ataca a todos los diferenciales andinos, por lo que resulta ser muy
virulenta cuando afecta genotipos de frijol procedentes de este reservorio genético andino.

Resistencia a la raza 63-43

Para la evaluacion de las reacciones de las lineas avanzadas y testigos a la inoculacion con
la raza 63-43 se realizaron tres evaluaciones a los 30, 37 y 42 DDS. El testigo susceptible
Tio Canela 75 no alcanzo el grado de susceptibilidad esperado (>7.0) ain después de la
tercera lectura a los 42 DDS (Cuadro 13). Como en la evaluacion de la raza anterior 63-
31, se debe considerar el realizar lecturas posteriores hasta que el testigo susceptible
alcance a presentar el valor esperado (>7.0) para considerar hacer la ultima lectura de una
evaluacion de la respuesta a la inoculacion con razas de P. griseola en plantas de
genotipos de frijol. Debido a lo anterior, la mayoria de lineas de frijol presentaron
reacciones de resistencia a la tercera y Gltima evaluacion realizada con la raza 63-43.

Las condiciones en la casa de malla incluyendo el sistema de riego por micro-aspersion
son relativamente controlables. Sin embargo, las condiciones no permiten controlar
adecuadamente las fluctuaciones en temperatura que pudieran en algunos dias sobrepasar
el rango adecuado de 16-28°C deseables para la infeccidn y desarrollo del patégeno. Por
lo que sera necesario tener en cuenta las evaluaciones en diferentes épocas del afio para
confirmar definitivamente la resistencia de las lineas generadas a través del mejoramiento
genético por el programa PIF. Por otro lado, hay que tener en cuenta que las plantas
varian con respecto a la edad en su susceptibilidad a las enfermedades dependiendo del
patégeno (Sarasola y Rocca 1975). Adicionalmente, se hace necesario el uso de
marcadores moleculares para verificar la presencia de genes de resistencia en los
materiales mejorados; por lo que parte de este estudio incluyd estas evaluaciones con
marcadores moleculares.
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Cuadro 11. Evaluacion fenotipica de la resistencia de 10 lineas de frijol comun
(Phaseolus vulgaris) inoculadas con la raza 31-31 de Pseudocercospora griseola.
Zamorano, Honduras 2015.

) ) Evaluacion 1 Evaluacion 2
Numero Lineas (30 DDSY) (37 DDS)
1 ALS 0546-78 3.6 4.2
2 ALS 0532-6 2.2 3.2
3 ALS 0546-97 2.6 4.8
4 ALS 0531-41 1.8 2.6
5 ALS 0532-38 2.0 3.2
6 ALS 0531-97 4.0 4.0
7 ALS 0546-60 3.6 4.6
8 ALS 0532-4 3.0 5.4
9 ALS 0626-35 3.4 3.2
10 NIC 604-29 3.0 3.2
11 G06727 (Resistente) 2.0 4.2
12 Tio Canela 75 (Susceptible.) 3.4 7.4
Valor P 0.6340 <0.0001
DMS 0.05 2.4 15
CV (%)" 64.4 27.9
Rango de severidad 1.8-4.0 26-7.4

Resistente (1-3), intermedio (4-6), susceptible:(7-9).
“ Dfas después de siembra, : Diferencia minima significativa, *: Coeficiente de variacion.
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Cuadro 12. Evaluacion fenotipica de la resistencia de 10 lineas de frijol comun
(Phaseolus vulgaris) inoculadas con la raza 63-31 de Pseudocercospora griseola.
Zamorano, Honduras, 2015.

NGmero Lineas Evaluacion 1 Evaluacion 2 Evaluacion 3
(30 DDS*) (37 DDS) (42 DDS)
1 ALS 0546-78 2.8 2.8 3.2
ALS 0532-6 1.8 2.0 2.2
3 ALS 0546-97 2.6 3.8 3.8
4 ALS 0531-41 1.8 2.0 2.5
5 ALS 0532-38 1.8 1.8 2.8
6 ALS 0531-97 1.6 1.8 3.2
7 ALS 0546-60 2.0 2.6 3.8
8 ALS 0532-4 2.0 2.8 4.4
9 ALS 0626-35 5.8 5.0 4.8
10 NIC 604-29 14 1.8 2.6
11 G06727 (R) 2.6 4.2 5.0
12 Tio Canela 75 (S) 4.0 4.0 6.0
Valor P <0.0001 <0.0001 0.0004
DMS 0.05" 1.1 1.2 0.5
CV (%) 335 335 29.1
Rango de Severidad 14-5.8 1.8-5.0 2.2-6.0

Resistente (1-3), intermedio (4-6), susceptible:(7-9).
“ Dfas después de siembra, : Diferencia minima significativa, : Coeficiente de variacion.
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Cuadro 13. Evaluacidon fenotipica de la resistencia de 10 lineas de frijol comun
(Phaseolus vulgaris) inoculadas con la raza 63-43 de Pseudocercospora griseola.
Zamorano, Honduras, 2015.

NGmero Lineas Evaluacion 1 Evaluacion 2 Evaluacion 3

(30 DDS®) (37 DDS) (42 DDS)
1 ALS 0546-78 2.6 3.2 2.9
2 ALS 0532-6 1.8 2.0 2.2
3 ALS 0546-97 2.2 2.6 2.8
4 ALS 0531-41 1.8 2.0 2.2
5 ALS 0532-38 1.6 2.0 2.2
6 ALS 0531-97 2.0 2.0 2.2
7 ALS 0546-60 2.0 2.4 2.6
8 ALS 0532-4 1.8 2.6 2.8
9 ALS 0626-35 2.6 3.2 3.5
10 NIC 604-29 1.8 2.0 2.2
11 G06727 (R) 3.6 3.6 3.6
12 Tio Canela 75 (S) 3.4 3.4 4.0

Valor P 0.0005 0.0008 0.0029

DMS 0.05" 0.9 0.3 0.4
CV(%)" 32.7 27.3 28.4

Rango de Severidad 1.6-3.6 20-3.6 2.2-4.0

Resistente (1-3), intermedio (4-6), susceptible (7-9).
“ Dfas después de siembra, : Diferencia minima significativa, : Coeficiente de variacion.

Resistencia de lineas de frijol a tres razas de P. griseola

Segun los resultados de las reacciones de lineas y testigos de frijol a la inoculacion con
tres razas de P. griseola, bajo las condiciones del estudio llevado a cabo en casa de malla
en la facilidades del PIF en Zamorano, Honduras, se presentan lineas resistentes a una,
dos y tres razas (Cuadro 14). Las lineas resistentes a las tres razas, ALS 0532-6, ALS
0531-41. ALS 0532-38 y NIC 604-29, se presentan con buen potencial para su validacion
para ser liberadas como variedades o ser utilizadas como progenitores con fines de
mejoramiento. Estas lineas promisorias también poseen otras caracteristicas agrondémicas
y comerciales deseables. Las lineas resistentes a dos de las razas, ALS 0546-78 y ALS
0531-97, pueden ser utilizadas en mejoramiento teniendo en cuenta de incluir un
progenitor que complemente su resistencia a otras razas de P. griseola.
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Cuadro 14. Respuesta de 10 lineas y testigos de frijol comun (Phaseolus vulgaris) a la
inoculacién con tres razas de Pseudocercospora griseola.

Raza de P. griseola

Lineas Nombre
31-31 63-31 63-43
1 ALS 0546-78 I R R
2 ALS 0532-6 R R R
3 ALS 0546-97 I I R
4 ALS 0531-41 R R R
5 ALS 0532-38 R R R
6 ALS 0531-97 I R R
7 ALS 0546-60 I I R
8 ALS 0532-4 I I R
9 ALS 0626-35 R I I
10 NIC 604-29 R R R
11 G06727 (Resistente) I I I
12 Tio Canela 75 (Susceptible) S | I

Escala 1-9 (CIAT 1987): Resistente= R (1-3), intermedio= | (4-6), susceptible= S (7-9).

3.2 Evaluacion genotipica con marcadores moleculares SCAR

Las evaluaciones fenotipicas las 10 lineas y los testigos con base en la respuesta a la
inoculacion con tres razas de P. griseola bajo condiciones de casa de malla, fueron
complementadas con evaluaciones genotipicas utilizando tres marcadores moleculares
SCAR especificos para identificar la presencia de marcadores de tres genes de resistencia
a P. griseola, agente causal de la mancha angular del frijol comin, implementados en el
Laboratorio de Biotecnologia del PIF. Los marcadores SCAR utilizados fueron el SH13,
SNO2 y EACA/M-CTT 330 que determinan la presencia de los genes Phgl, Phg-2 y
G10474, respectivamente. Los resultados de los andlisis con marcadores SCAR se
discuten a continuacion.

3.2.1 Marcador molecular SCAR SH13 del gen Phg-1.

Los anélisis con el marcador molecular SH13 que indica la presencia del gen Phg-1
determind la presencia de este marcador (banda polimorfica de 520 pb) solamente en el
testigo resistente de origen andino G06727 (Fig. 2). Segun Ragagnin et al. (2004), la
presencia del gen Phg-1 de origen andino expresa la resistencia a la raza 63-23 de mancha
angular. La que la resistencia en las lineas avanzadas a las razas evaluadas se debe a los
otros genes evaluados u otros no evaluados en este estudio.
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3.2.2 Marcador molecular SCAR SNO02 del gen Phg-2

Los andlisis con el marcador SCAR SNO2 determinaron que todas las lineas avanzadas
evaluadas junto con los dos testigos presentaron la banda a 890 pb correspondiente al
marcador del gen Phg-2 de resistencia a la mancha angular (Fig. 3). Segun lo reportado
por Nietsche et al. (2000), el gen Phg-2 confiere resistencia a la raza 31-17 de P. griseola.

3.2.3 Marcador molecular SCAR EACA/M-CTT 330 del gen G10474

El marcador del gen G10474 de resistencia a P. griseola es co-dominante y expresa la
presencia del gen de resistencia a 305 pb y la ausencia a 280 pb. El andlisis de las lineas y
testigos con este marcador del gen de resistencia a P. griseola determiné que este
marcador se presentd en todas las lineas avanzadas y en el testigo susceptible Tio Canela
75, excepto en el testigo resistente andino G06727 (Fig. 4). La accesion G10474 es de
origen mesoamericano (procedencia Guatemala); y el gen G10474 confiere la resistencia
a la raza 63-63 de P. griseola (Mahuku et al. 2004).

Figura 2. Bandas generadas por el primer SH13 en ADN de lineas de frijol comUn para
identificar la presencia del gen Phg-1. E: Escalera molecular de 100 pb, + (control
positivo, AND 277), - (control negativo, mezcla maestra sin ADN).
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Figura 3. Bandas generadas por el primer SNO2 en ADN de lineas de frijol comdn para
identificar la presencia del gen Phg-2. E: Escalera molecular de 100 pb, + (control
positivo, AND 277), - (control negativo, mezcla maestra sin ADN).

Figura 4. Bandas generadas por el primer EACA/M-CTT 330 en ADN de lineas de frijol
comun para identificar la presencia del gen G10474. E: Escalera molecular de 100 pb, +
(control positivo, AND 277), - (control negativo, mezcla maestra sin ADN).

Teniendo en cuenta los andlisis moleculares con los tres marcadores, se determind que
todas las lineas avanzadas y el testigo susceptible Tio Canela 75 presentan los marcadores
de los genes Phg-2 y G10474, y el testigo resistente andino G06727 los marcadores de los
genes Phg-1 y Phg-2 (Cuadro 15), sin embargo, no todas las lineas presentaron resistencia
fenotipica en las evaluaciones con las tres razas de P. griseola.
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Como se discutié anteriormente, las lineas ALS 0532-6, ALS 0531-41. ALS 0532-38 y
NIC 604-29 presentaron resistencia a las tres razas de P. griseola (Cuadro 14), y estas
lineas solamente poseen los marcadores de los genes Phg-2 y G10474 (Cuadro 15). Los
genes mencionados confieren resistencia a razas 63-23 y 31-17, respectivamente
(Ragagnin et al. 2004; Nietsche et al. 2000); y estas razas atacan severamente a los
diferenciales tanto andinos como mesoamericanos. En el caso del testigo Tio Canela 75,
de reaccién susceptible a la raza 31-31 e intermedia a las razas 63-31 y 63-43, puede
deberse a falta de una evaluacion de sintomas en una etapa posterior a las realizadas, o la
presencia de algun otro gen de resistencia no identificado.

Las reacciones intermedias del testigo andino G06727, previamente identificado como
resistente en varios ensayos en Honduras con las razas 31-63, 62-33 y 63-63 (Rodriguez
2013), sugiere la necesidad de revisar resultados anteriores y con un mayor numero de
razas. Por otro lado como se ha mencionado anteriormente, las lineas con combinaciones
de los genes Phg-2 y G10474, son las que fueron resistentes a las tres razas en este
estudio. Este testigo resistente andino G06727 s6lo presentd reaccion intermedia, debido a
que no posee el gen G10474 segun el analisis con los marcadores moleculares, lo cual
sugiere la importancia de utilizar este gen para desarrollar lineas resistentes a P. griseola
causante de la mancha angular del frijol.

Para estudios posteriores se deberd ampliar los testigos susceptibles y resistentes a por lo
menos dos de cada categoria, como la linea AMFF 1-12-1-17-1 que presenta los tres
marcadores de genes de resistencia a la mancha angular evaluados (Rodriguez 2013). Se
debe asegurar la maxima expresion en los testigos susceptibles y resistentes para hacer un
mejor uso de la escala 1 a 9 del CIAT (1987) que permita una evaluacion confiable y
efectiva de razas de P. griseola y lineas resistentes a estas razas de P. griseola.
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Cuadro 15. Identificacion de genes de resistencia a Pseudocercospora griseola en lineas
y testigos de frijol mediante marcadores moleculares SCAR.

Genes de resistencia a P. griseola

Lineas Nombre Phg-1 Phg-2 G10474
1 ALS 0546-78 - + +
2 ALS 0532-6 - + +
3 ALS 0546-97 - + +
4 ALS 0531-41 - + +
5 ALS 0532-38 - + +
6 ALS 0531-97 - + +
7 ALS 0546-60 - + +
8 ALS 0532-4 - + +
9 ALS 0626-35 - + +
10 NIC 604-29 - + +
11 G06727 (Resistente) + + -
12 Tio Canela 75 (Susceptible) - + +

+: Presencia, -: Ausencia
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4. CONCLUSIONES

Como resultado de las evaluaciones fenotipicas con la inoculacién con las razas 31-
31, 63-31 y 63-43 de Pseudocercospora. griseola en casa de malla, se identificaron
cuatro lineas avanzadas de frijol (ALS 0532-6, ALS 0531-41, ALS 0532-38 y NIC
604-29) resistentes.

Estas lineas resistentes a las tres razas de P. griseola presentaron los marcadores
moleculares SCAR SNO2 y EACA/M-CTT 330 de los genes Phg-2 y G10474, que
resulté ser la combinacidn de genes més efectiva a las tres razas de P. griseola.

El gen andino Phg-1 identificado con el marcador molecular SH13 resulté no ser
suficientemente efectivo a las razas evaluadas, ya que el testigo resistente G06727 de
origen andino, solo presento niveles intermedios de resistencia.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar evaluando la resistencia de las lineas seleccionadas y otras
en proceso de generacion por el PIF, incluyendo razas adicionales de P. griseola.

Para las evaluaciones fenotipicas incluir testigos susceptibles o resistentes con
reacciones extremas e incluir evaluaciones adicionales hasta alcanzar la maxima
expresion de susceptibilidad en los testigos incluidos para esos fines, con el fin de
mejorar el uso de la escala 1-9.

Utilizar otros marcadores moleculares SCAR para la identificacion de nuevos genes
de resistencia a mancha angular, como el marcador del gen Phg-3 identificado en la
linea mesoamericana Ouro Negro.

Continuar las actividades de validacién de las lineas resistentes a nivel de finca en
Honduras y otros paises interesados en la liberacion de variedades resistentes a la
mancha angular que también presentan caracteristicas agronémicas y comerciales
deseables.

Realizar nuevas recombinaciones mediante cruzamientos genéticos que incluyan los
tres genes estudiados y genes adicionales como el Phg-3, con el fin de ampliar la base
genética de la resistencia a P. griseola patdgeno causal de la mancha angular del frijol
comun.
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