Caracterizacion de ladiversidad genética del
germoplasma hondurefio de frijol comun

Raul David Rubio Medina

Honduras
Diciembre, 2002



ZAMORANO
CARRERA DE CIENCA Y PRODUCCION AGROPECUARIA

Caracterizacion de ladiversidad genética del
germoplasma hondureiio de frijol comun

Trabajo de graduacion presentado como requisito parcial para optar
al titulo de Ingeniero en Ciencia y Produccion Agropecuaria en el Grado
Académico de Licenciatura.

Presentado por

Raul David Rubio Medina

Honduras
Diciembre, 2002



El autor concede a Zamorano permiso
para reproducir y distribuir copias de este
trabajo para fines educativos. Para otras personas
fisicas 0 juridicas se reservan los derechos de autor.

Raul David Rubio Medina

Honduras
Diciembre, 2002



Caracterizacion de la diversidad genética del germoplasma hondur efio
de frijol comun

Presentado por

Ratl David Rubio Medina

Aprobada:

Juan Carlos Rosas, Ph. D. Jorge Ivén Restrepo, M.B.A.

Asesor Principal Coordinador, Carrera de Cienciay
Produccién Agropecuaria

Pablo Emilio Paz, Ph. D. Antonio Flores, Ph.D.

Asesor Decano Académico

Luwbia Aranda, Ing. Agr. Mario Contreras, Ph. D.

Asesor Director Gerera

Juan Carlos Rosas, Ph. D.
Coordinador de Area Temética



DEDICATORIA

A Dios, todopoderoso que siempre me acompafia y me guia por €l buen camino.
A mi Padre Ral, por la formeacion que me dio para seguir adelante.
A mi medre Délia, por confiar en mi.

A m seguda medre Alexandra, por todo su amor, preocupacion, confianza, apoyo
incondicional y siempre darme fuerzas para seguir adelante.

A mis hermanos, Sandra, Jonathan, Maria Belén, Carolyne, Rall Alexander, Jacob, por su
carifio, estar sempre ami lado y darme el apoyo para lograr mis metas.

A toda la familia Rubio.
A toda la Familia Romero.

A todas las personas que siempre han estado a mi lado.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por estar sempre conmigo y ser mi guia en todo momento.

A mi familia por su apoyo, carifio, por su preocupacion, esfuerzo y corfianza en m en
todo momento.

Al Dr. Juan Carlos Rosas, por su apoyo tiempo y confianza en la redizacion de este
estudio.

A lalng. Aracely Castro, por su apoyo incondicional.

Al Dr. Pablo Emilio Paz, por su apoyo, tiempo y colaboracion en la realizacion de este
estudio.

A la Ing. Luwbia Aranda, por su ayuda, tiempo y colaboracion en la redizacion de este
estudio.

A todo € persona del Programa de Investigacion en Frijol, por la colaboracion en la
realizacion de este estudio.

A m gran amiga Liga Luna, por los buenos momentos, por e apoyo incondicional,
gracias por la amistad, que la valoro como una de las mejores de mi vida.

A Byrony Deysi, por suamistad y apoyo.

Al Licenciado Roger Ramos, Tomesa y Luz, por su amistad y colaboracion incondicional
en este traba 0.

A Jorge Venegas, Danilo Moreta, Edwin Vinueza, Jacquelin Moreno, Gerson Morales,
por su apoyo Y colaboraciéon en este trabgjo.

A mis amigos: Guillermo Arce, Edisson Andrade, Jimmy Zumba, Eli Sanchez, Alex
Espinoza, Antonio Andino, Linnier Torres, Juan Pablo Sanchez, Andrés Egas, Manuel
Cerda, Marcos Tomeld, Rafael Trejo, Andrés Suazo, Carlos Suazo, M ontgdmery
Sanchez., Fausto Plaza, Diana Moran, Valeria Flores, Antonella Cordova, Vanesa Piedra,
Andrea Ontaneda, Ma. |sabel Cordova, por su especial amistad.



Vi

AGRADECIMIENTO A PATROCINADORES

A Zamorano, que a través del Fondo Dotal Suizo financid mis primeros tres afios de
estudio.

A la Fundacion Nippén por € financiamiento para terminar mis estudios.

Al Programa de Investigacion en Frijol (PIF) por e financiamiento y colaboracion para la
realizacion del estudio.

Al Proyecto Bean Cowpea CRISP por € financiamiento y colaboracion para la realizacion
del estudio.



Vi

RESUMEN

Rubio Medina, Rall. 2002. Caracterizacion de la diversidad genética del germoplasma
hondurefio de frijol comin. Proyecto Especia de Ingeniero Agrénomo. Zamorano,
Honduras.

Los centros de domesticacion de Mesoamérica y la regién sur de los Andes se relacionan
con la existencia de dos reservorios genéticos de frijol cultivado. El objetivo del  estudio
fue estimar la diversdad genética de un grupo de accesiones del germoplasma hondurefio,
utilizando criterios morfologicos, agrondmicos y moleculares, para su empleo en €
mejoramiento del frijol comin. El estudio se rediz6 en Zamorano, Honduras, se utilizaron
39 accesiones, nueve variedades comerciales y dos testigos resistentes. En € verano se
caracterizaron agrondmicamente utilizando un disefio de Bloques Conpletos al Azar
(BCA) con tres repeticiones. En todas las variables se observaron diferencias
significativas (P=0.01) en e germoplasma, sugiriendo que existe una gran variabilidad en
el germoplasma hondurefio; se identificé un grupo de accesiones con ato potencial de
rendimento (19%). En la época de verano y primera se evaluaron las reacciones a
enfermedades, utilizando un diseflio BCA con dos repeticiones. Se determind la incidencia
y severidad utilizando la escala del CIAT. Se observd diferencia significativa (P=0.01)
entre los genotipos y e testigp G06727 (resistente a la mancha angular), excepto para
bacteriosis, debido a que todos los genotipos resuitaron susceptibles. Todos los genotipos
fueron susceptibles a bacteriosis, pudricion carbonosa, antracnosis y mancha angular. Se
evalud la respuesta a la inoculacién con Rhizobium en invernadero empleando un disefio
BCA con cuatro repeticiones. Los genotipos Danli 46 y F-147 presentaron mayor
nodulacion y se observaron diferencias entre algunos de los tratamientos y e testigo
absoluto (sin inoculacion ni  fertilizacion nitrogenada), y € testigo nitrégeno  (sin
inoculacién y con fertilizacion nitrogenada). En € peso seco de nddulos no se observo
diferencia significativa. Para €l peso seco de follgje se regstraron diferencias entre
algunos de los tratamientos y los testigos. Los testigos absolutos y con aplicacion con
nitrégeno presentaron mayor vigor vegetativo. En la evaluacion molecular se utilizaron 19
cebadores RAPD, y se observaron polimorfismos (presencia/ausencia de bandas); se
estimd la similaridad genética aplicando € Coeficiente de DICE. Los marcadores RAPDs
generaron 42 bandas con 26% de polimorfismo. Los resuitados indican una ata
variabilidad genética, encontrdndose 28 modelos distintos de agrupaciones, se identificd
gue existen accesiones genéticamente similares. Los genotipos F-190, F-371 y Concha
Rosada presentaron un ato grado de similitud genética y agrondmica, y poseen un buen
potencial de rendimiento. Se debe continuar evaluando los mejores meateriales y
considerarlos como progenitores en programes de fitomejoramiento.

Palabras clave: Accesiones, dendrograma, marcadores moleculares, Phaseolus vulgaris,
rendimiento.

Abelino Pitty, Ph.D.
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NOTA DE PRENSA

CARACTERIZACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA DEL
GERMOPLASMA HONDURENO DE FRIJOL COMUN

Bl frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es consderado uno de los cultivos alimenticios
més importantes en la dieta de la mayoria de la poblaciéon rural y urbana en Centro y Sur
América. En Honduras, las variedades criollas de frijol utilizadas por los pequefios
productores, estdn relativamente bien adaptadas a sus sstemes de produccion
caracterizados por suelos de bgja fertilidad, estrés de sequia, cutivo en asocio 0 en
secuencia con maiz, empleo de bajos niveles de insumos (fertilizantes y pesticidas) y una
pobre mecanizacion del cultivo. El &rea de sembra y las tecnologias de mangjo varian de
una region a otra, obteniéndose un rendimiento promedio de 761 kg/ha en un érea
sembrada de 111,646 ha.

Contrario a lo que muchos consideran, en la actualidad, existen variedades y germoplasma
mejorados que poseen una base genética adecuada que confiere mayor adaptacion y
potencial de rendimiento, resistencia a las enfermedades y factores de estrés abidticos
predominantes. Sin embargo, muchas limitantes de la produccion ain deben superarse a
través del mejoramiento genético; e valor genético del germoplasma criollo y silvestre
del frijol comin resultan ser de gran importancia en esta tarea.

El megoramento tradicional tiene limitaciones como la rapidez y precisién con que
muchas de las caracterigticas Utiles pueden ser identificadas, seleccionadas y utilizadas en
sus programes de mejoramiento. Pero, algunas técnicas que han seguido la via del andlisis
del ADN, han contribuido a la identificacion de mercadores moleculares, que agunos
investigadores utilizan en sus programas de mejoramiento.

Con e objetivo de edtimar la diversdad genética de un grupo de accesiones del
germoplasma  hondurefio, € Programa de Investigacion de Frijol en Zamorano realizd
ensayos utilizando criterios morfologicos, agrondmicos y moleculares durante febrero y
agosto del 2002, para idertificar genotipos que se puedan emplear en e mejoramiento
genético del frijol comdn.

En la época de verano, se evaluaron 48 genotipos de frijol, determindndose que existe una
gran variabilidad en e germoplasma hondurefio y se identificd un grupo con alto
potencial de rendimento. En la época de verano y primera, los genotipos mostraron ser
susceptibles a las enfermedades bacterioss, pudricién carbonosa, antracnosis y mancha

angular.



Los genotipos de frijol respondieron de manera favorable a la inoculacién con Rhizobium
a nivel de invernadero. Esto indica que se puede reducir € uso de fertilizantes sintéticos e
incrementar los rendimientos.

En e Laboratorio de Biotecnologia de Zamorano, se pudo identificar que existen
accesiones genéticamente similares como otras con ata variabilidad, mediante e uso de
marcadores tipo RAPDs.

La variabilidad del frijol es muy amplia, y se identificaron genotipos que presentaron un
ato grado de similitud genética y agrondmica, y que poseen un buen potencial de
rendimento. Estos genotipos son una base importante para e mejoramiento y desarrollo
de nuevas variedades comercidles que ayuden a los productores a incrementar su
productividad.

Licda. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

Bl frjol comin (Phaseolus vulgaris L.) es un cutivo de pequefios agricutores en la
mayoria de las regones de América Latina. El grano de frijol es un componente esencial
en la dieta de la mayoria de la poblacion rural y urbana, de los paises productores més
pobres 0 en vias de desarrollo. Datos recientes sugieren la existencia de dos centros
principales de domesticacion, localizados en Mesoamérica y la region sur de los Andes,
los cuales se encuentran relacionados con la existencia de dos reservorios de genes de
germoplasma cultivado de frijol comin. El aidamiento geogréfico pudo haber sido una de
las causas para la divergencia genética del frijol comin de las dos regiones (Rosas, 1998).

Las variedades criollas de frijol utilizadas por los pequeiios productores en Honduras,
estén relativamente bien adaptadas a sus sistemas de produccion caracterizados por suelos
de baja fertilidad, cultivo en asocio 0 en secuencia con maiz, empleo de bajos niveles de
insumos (fertilizantes y pesticidas), pobre mecanizacion del cultivo y sujetos a estrés de
sequia. Aunque en e germoplasma de la raza Mesoamérica recolectado en Honduras
existen algunos genes de resistencia a la roya (Uromyces appendiculatus), antracnosis
(Colletotrichum lindemuthianum) y mancha angular (Phaeoisariopsis griseola), estos
estén presentes en un ndmero limitado de accesiones. En consecuencia, la productividad
de la mayoria de las variedades criollas de frijol utilizadas por los agricultores esta
limtada por su susceptibilidad a las enfermedades mencionadas y otras que afectan el
cuitivo (Rosas, 2001). El aumento de la resistencia a enfermedades, el incremento en la
habilidad del frijol para fijar nitrégeno atmosférico (N2) y la tolerancia a sequia son
alternativas atractivas para incrementar la productividad de este cultivo en los programes
de mejoramiento tradicionales (Rosas y Bliss, 1986b).

Los fitomegjoradores se han encontrado con limitaciones en la rapidez y precision con que
muchas de las caracterigticas Utiles pueden ser identificadas, seleccionadas, y utilizadas en
sus programes de mejoramiento (Kelly et al., 1994). Los répidos avances en la biologia
molecular proveen las herramientas necesarias para € mgoramento genético de las
plantas. Algunes de estas técnicas han seguido la via del andlisis del ADN, para la
identificacion y ubicacion de genes con caracteristicas importantes. Estos andliss han
contribuido a la identificacion de marcadores moleculares, que algunos investigadores
hacen uso en sus programas de mejoramiento (K elly et al., 1994).

Contrario a lo que muchos consideran, en la actualidad, las variedades y germoplasma
mejorados de frijol poseen una base genética adecuada que confiere mayor adaptacion y
potencial de rendimento, y resistencia a las enfermedades y factores de estrés abioticos
predominantes (Rosas, 2001). Sin embargo, muchas limitantes de la produccion aln



requiere de ser superados a través del mgoramento genético, y € valor genético del
germoplasma criollo y silvestre del frijol comin resultan ser de gran importancia en esta
tarea.

Con ede estudio se pretende estimar la diversdad genética de las accesiones de
germoplasma  utilizadas y determinar caracteristicas fenotipicas de interés, con la finalidad

de que srvan como herramientas y posbles progenitores donantes de genes en €
mejoramiento genético del frijol comin.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 General
Caracterizar la diversidad genética del germoplasma  hondurefio  utilizando  criterios

morfologicos, agrondmicos y moleculares para su empleo en e mejoramiento genético del
frijol comin.

1.1.2 Especificos

1. Determinar las diferencias morfolégicas y € comportamiento agrondmico de un grupo
de accesiones representativas del germoplasma hondureio, bajo condiciones normeales
de produccion.

2. BEvaduar la respuesta de un grupo de accesiones representativas del germoplasma
hondurefio a la inoculacion con Rhizobium.

3. BEvauar un grupo de accesiones del germoplasma hondurefio por su reaccion a
enfermedades.

4. Determinar la diversdad genética de las accesiones incluidas en e estudio utilizando
marcadores moleculares tipo RAPD.

5. Establecer relaciones entre la diversidad morfologica, agrondmicay molecular.



2. REVISION DE LITERATURA

Bl frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los cultivos de granos bésicos més
importantes de América Latina;, es uno de los componentes principales en la dieta
aimenticia, y una de las fuentes més baratas y accesbles de proteina para la mayoria de la
poblacién de Honduras y de otros paises centroamericanos (Rosas et al., 1991).

En Honduras, € frijol ocupa € segundo lugar dentro de los granos basicos, después del
maiz, tanto por la superficie sembrada como por la cantidad que consume la poblacion. El
frijol se cultiva en e ambito nacional donde varia €l aea de sembra, los rendimentos y
las tecnologias de mangjo de una region a otra (DICTA, 1998). Segin & CIAT (2001b),
rendimiento promedio en la region de Centro América en € afio 2000 fue de 554 kg/he;
Honduras tuvo rendimiento promedio de 761 kg/ha en un érea sembrada de 111,646 ha.

2.1 PRODUCCION DE FRIJOL

Bl CIAT (1985) indica que e frijol comin es una de las leguminosas comestibles més
importantes, debido a su amplia distribucion y por ser un complemento nutricional
indispensable en la dieta alimenticia en Centro y Sur América. Este cultivo es considerado
como uno de las més antiguos, siendo la region de Mesoamérica aceptada como € més
probable centro de origen. Hallazgos en el centro de origen y en Sur América indican que
fue conocido por lo menos unos 5,000 afios antes de la era cristiana.

La planta de frijol es anual, herbécea, intensamente cuitivada desde e trépico hesta las
zones templadas, aunque es una especie termdfila, es decir, que no soporta heladas. Se
cultiva esencialmente para obtener las semillas, las cuales tienen un alto contenido
proteico (22% con base en materia seca). Las semillas pueden ser consumidas tanto
inmaeduras como secas; también puede consumirse la vaina entera inmaedura y las hojas
(CIAT, 1985).

El cuitivo de frijol en Honduras se sembra en diferentes tipos de suelo, localizados en
diversas areas como valles y laderas, que frecuentemente limitan e desarrollo de la planta
obteniendo bajos rendimentos debido a deficiencias nutricionales. El DICTA (1998)
menciona que para una sembra adecuada de frijol, se requiere que las condiciones
climéticas que permiten un buen desarrollo del cultivo, también coincidan con € periodo
de baja o ninguna precipitacion durante la coseche; para evitar dafios en e grano. En
Honduras, € cultivo tiene tres épocas de sembra: sembras de primavera o primera, de
postrera 0 segunda que representan entre e 70-80% del érea sembrada, y de apante que
aproximadamente significa el 10% del &rea sembrada anualmente en el pais.



El cultivo de frijol durante la maduracion, empieza a cambiar la coloracion de las vaines,
continlia el amerillamiento y la caida de las hojas y todas las partes de la planta se secan;
las vaines a secarse pierden su pigmentacion. El contenido de agua de las semillas baja
hesta alcanzar un 15%, y segin la variedad puede cambiar durante el almacenamiento.
Asl termina e ciclo bioldgico, y € cutivo se encuentra listo para la cosecha (CIAT,
1985).

El frijol es un cultivo notoriamente susceptible a factores adversos que pueden disminuir
considerablemente su productividad; estos factores varian de una region a otra afectando
el desarrollo y rendimento del cutivo. El CIAT (1985) sefilla que en muchas zonas
frijoleras del mundo, las enfermedades son los factores més importantes responsables de
los bajos rendimentos del cultivo. Se han reportado varias decenas de agentes que causan
las enfermedades del frijol;, sin embargo, no todos tienen la misma distribucion
geogréfica, prevalencia o importancia econdmica.

2.2BANCOS DE GERM OPLASM A

A través de los afos, e hombre y la naturaleza han producido miles de variedades y
genotipos adaptados a diferentes localidades y précticas culturales. En los Uitimos afios,
varios factores han contribudo a invertir esta tendencia; de agui la importancia de
conservar esta variabilidad genética, la cual constituye la base del fitomejorador para la
creacion de variedades adaptadas a las circunstancias actuales (Esguinas, 1983).

La conservacion y e uso de la diversdad fitogenética son fundamentales para satisfacer
las necesidades del desarrollo futuro del mundo. Se estima que la poblacion terrestre se
duplicard o triplicara antes de estabilizarse a findes del sigo XXI. Todo ello creard
fuertes presiones en e ambiente y requerira un enorme incremento en la produccion de
bienes alimentarios y no alimentarios (IPGRI, 2001).

El enriquecimento genético se ha desacelerado considerablemente. Producto de la
evolucion, la base genética del frijol se eroda rgpidamente; por tal razon diversas
organizaciones han puesto énfasis en trabgjos de investigacion, recoleccion y
conservacion del germoplasmea.

La estrategia para conservar e germoplasma consiste en usar la diversidad genética Uil en
programes dindmicos de mejoramiento, conservar lo que no parece Ul en la actualidad
para asegurar su disponibilidad en e futuro y capacitar ciertificos de los programes
nacionadles para que conserven y aprovechen mejor la diversidad genética en sus
programes (Wellhausen, 1988).

Bl CIAT tiene un banco de germoplasma vegeta denominado Unidad de Recursos
Genéticos (URG), cuya sede estd en Cdli, Colombia. Hay tres sitios més en € pais que
prestan servicios de muitiplicacion de semillas para renovar Sisteméticamente esta
coleccion. La URG se dedica a proteger la diversdad genética de frijol, yuca y forrajes
tropicales, asi como de sus parientes sivestres, combinando métodos de conservacion,
tanto in situ (o sea, en un hébitat exterior natural) como ex situ (en el ambiente controlado



de un banco de germoplasma). Este trabagjo es fundamental para la agricuitura mundial, la
seguridad  alimentaria y las gestiones de investigacion y desarrollo que apoyan esos
sectores (CIAT, 2001a).

La coleccion de Phaseolus del CIAT contiene més de 40,000 accesiones, de las cuales
26,500 son de Phaseolus vulgaris. Alrededor de 1,300 accesiones corresponden a especies
siivestres de P. vulgaris; € resto son parientes distantes. Una parte de esta coleccion sirve
de base para € trabajo que se hace en actividades de mejoramiento de frijol en & CIAT y
en otras organizaciones, éste es representativo de los ambientes diversos en que ha
evolucionado y en los que se cultiva € frijol, y consta de unas 1,400 accesiones de frijol
comin domesticado y de 100 accesiones de frijol silvestre, cuyo tipo de meterial son las
semillas (CIAT, 2001a).

El IPGRI trabagja con bancos de germoplasma y fitomegjoradores para promover € uso de
los recursos fitogenéticos conservados ex situ. También lleva a cabo investigaciones para
comprender y mejorar € papel desempefiado por la diversdad en los sistemes de
produccion. Una atencién especial se dirige a las alternativas para la ampliacion de la base
genética de cultivos alimenticios importantes (IPGRI, 2001).

En la Escuela Agricola Panamericana, se encuentran amecenadas en e Banco de
Germoplasma de la Carrera de Ciencia y Produccion Agropecuaria (CCPA), un total de
454 accesiones de frijol criollo, 78 de otras especies de leguminosas incluyendo otros
Phaseolus y 319 de maiz criollo Estas colecciones son representativas de la variabilidad
exisente de meteridles criollos y sivestres de frijol y maiz en los diferentes
departamentos de Honduras, los mismos que se designaron considerando como prioridad
los lugares de mayor riesgo de erosién genética. Ademés, se han realizado evaluaciones
del germoplasma colectado por € Programa de Investigaciones del Frijol (Rosas et al.,
1994).

Actudmente los avances en la biotecnologia, con la formecion de genotecas y la
documentacion de las colecciones de germoplasma, permiten que los fitomejoradores
puedan obtener informecion inmediata de gran utilidad en € estudio de la sintesis de

genes.

Por los bereficios que se obtienen de los programes de mejoramiento de plantas, los
bancos genéticos son una inverson que debe ser mantenida por los gobiernos,
universidades y € sector privado y, cuanto més pronto se utilice, més pronto sera rentable
lainversion inicial (Esguinas, 1983; Plucknett et al., 1992).

2.3 ENFERM EDADESDEL FRIJOL

En @ cutivo de frijol, como en cualquier otro cuitivo, uno de los principales factores
limtantes en su produccion, es e dafio ocasonado por enfermedades causadas por
microorganismos como  hongos, bacterias y virus, y por nemétodos. En muchos casos,



cuando las condiciones de temperatura, humedad relativa y precipitacion favorecen el
desarrollo del patdgeno, pueden causar pérdida total del cultivo.

2.3.1 Bacteriosis comun del frijol

La bacteriosis comin de frijol es una enfermedad de climas célidos y es favorecida por
temperatura y humedad ata (CIAT, 1985). Inicidmente los sintomes foliares aparecen
como puntos acuosos en € envés de la hoja, que aumentan de tamafio y adquieren una
forma irreguar, y se unen para formar una lesén més grande. Estas areas se notan
flacidas y rodeadas de un borde angosto de color amerillo limon, € cual a necrosarse se
vuelve de color café llegando muchas veces a cubrir un érea grande de la hoja (CIAT,
1985).

B CIAT (1985) indica que en las vaines, los sintomes se manifiestan como manchas
hdmedas muy pequefias que gradualmente adquieren primero un color café, y después, se
tornan oscuras con bordes rojizos y levemente deprimidos. Estas lesiones se unen
cubriendo extensas &reas en la vaina y mostrando el exudado bacterial.

Los aidamientos de Xanthomonas campestres pv. Phaseoli, patégeno causante de la
bacteriosis comin, difieren en viruencia, pero no hay evidencia de que difieran en
patogenecidad. Para evaluar la resistencia del frijol a patdgeno se han utilizado muchos
métodos artificidles de inoculacion. No se reporta una reaccion de inmunidad en
Phaseolus vulgaris a patégeno de la bacteriosis comin, pero s muchas lineas con
resstencia intermedia, anteriormente referidas como tolerantes (CIAT, 1985). Nuevas
lineas con alta resistencia han sido desarrolladas en los Utimos afios por € CIAT, la
Universidad de Puerto Rico y la EAP/Zamorano.

2.3.2 Pudriciéon carbonosa

La pudricion carbonosa causada por Macrophomina phaseolina (Maubli.) Sabih, nunca ha
sido reportada causando dafios de consideracion. Esta enfermedad aparece cuando la
temperatura varia entre los 28 y 32°C, son optimes para e crecimento y formecién de
esclerocios de Macrophomina phaseolina, y en luz continua (Campos, 1987).

Campos (1987) sefidla que los principales sintomas son pudricién de la raiz, secamiento
total de la planta, defoliacion prematura y poca o fata de turgencia de las vaines. La
enfermedad avanza de la base del tallo hacia arriba y se trasmite por medio de la semilla.

En e cultivo de frijol no se practica ningdn control para esta enfermedad porgque no
amerita;, asi mismo, se ha encontrado que M. phaseolina tiene otros organismos
antagonicos en € suelo, como Aspergillus flavus, A. rugulosos, A. terreus, Thielavia
terricola, Trichoderma lignorum y Bacillus cereus, los cuales inhiben € crecimento del
hongo (Campos, 1987).



2.3.3 Antracnosis

Campos (1987) maenifiesta que esta enfermedad es causada por e patdgeno
Colletotrichum lindemuthianum. Para que e agente causal se desarrolle y disemine, se
requiere de ata humedad relativa (95%) y de bagas temperaturas (16 a 24°C). Varios
medios ayudan a diseminar este hongo; entre ellos se mencionan la salpicadura de agua de
lluvia, los insectos, € viento, los instrumentos de trabajo, e hombre, la semilla infectada
y € roce de las hojas entre si.

La antracnosis ataca todas las partes aéreas de la planta, sendo las vainas las més dafiadas
y donde los sintomas son més notorios. Las lesiones producidas en las vaines varian de
tamafio, de peguefios puntitos necréticos a lesiones profundas de color negro y de forma
circular de més de un certimetro de diametro, delimitadas por un borde de color rojizo;
cuando las lesones se juntan, cubren gran parte de la vaina y la secan por completo
(Campos, 1987).

Cuando se inocula en € campo, para las evaluaciones de resistencia, las plantas se
asperjan mediante bombas nebulizadoras tratando de que queden humedecidas en su
totalidad. Las inoculaciones se hacen cuando las plantas tienen 2-3 hojas trifoliadas y se
repiten cada 10 dias hasta la aparicion de sintomes severos. Las inoculaciones deben
hacerse en condiciones de alta humedad y baa temperatura, por lo que se recomenda
hacerlas después de las cuatro de la tarde. También se sugiere agregar un dispersante y/o
adherente a la suspension de inoculo (CIAT, 1985).

2.3.4 M ancha angular

Esta enfermedad es causada por el patdgeno Phaeoisariopsis griseola Sacc., requiere de
temperaturas de 16 a 24°C y humedad de 80 a 95% para su desarrollo y esporulacion. El
viento es uno de los principales agentes que disemina las esporas de este hongo, ya que al
medurar se desprenden fécilmente del conidiéforo y son arrastrados a otras siembras de
frijol. La lluvia, los insectos y las semillas también contribuyen a la diseminacion de las
esporas. El patdgeno puede permanecer en los residuos de las plantas enfermas hasta por
16 meses, asi como en el suelo (Campos, 1987).

Campos (1987) indica que los sintomas son visibles en todas las partes aéreas de la planta
(follgje, vaines y talos). En € envés de la hoja, aparecen manchitas grises sin forma
definda; posteriormente, las manchas adquieren forma angular y de color rojizo a negro,
delimitadas por nervaduras. A medida que envejecen, aparece clorosis sobre las hojas; las
manchas se juntan y causan defoliacion de la planta desde € inicio de la floracion hasta el
final del ciclo vegetativo.

En las vainas las manchas son superficiales, cas circulares, de color rojizo a oscuro, y
pueden cubrir el ancho de la vana. En los tallos y peciolos, las manchas son
longitudinales y a veces cubren toda el érea afectada del tallo. Estas manchas pueden
medir varios centimetros de longitud (Campos, 1987).



El CIAT (1985) indica que para las evaluaciones de resistencia, las inoculaciones en €
campo se hace asperjando la suspension de esporas con una bomba micronizer sobre las
plantas cuando tengan 2-3 hojas trifoliadas, y repitiendo las inoculaciones cada 10 dias
hasta la aparicion de sintomes.

2.3.5 Evaluacion del germoplasma

El Centro Internecional de Agricultura Tropical (CIAT) emplea un sistema estdndar para
evauar algunaes enfermedades en condiciones de campo; este sistema utiliza parametros
de severidad e incidencia para la evaluacion de las enfermedades. La severidad de la
enfermedad, se define como la cantidad de tgjido de la planta afectado por los organismos
causarntes de la enfermedad y se expresa como porcentgje de la cantidad total de ese
tgido. La incidencia de la enfermedad, se define como & ndmero de unidades afectadas;
se considera generalmente plantas enteras, aungque también se consideran como unidades
las partes de la planta como hojas, tallos, vainas o raices, expresando luego estas unidades
como porcentaje de la poblacién total de unidades escogidas (CIAT, 1987).

El CIAT (1987) menciona que los datos de evaluacion de germoplasma de frijol se basan
en una escala fjade 1 a 9, en la cual los valores 1, 2 y 3 se consideran “resistentes’; 4, 5y
6 “intermedios’; y 7, 8 y 9 “susceptibles’ (Cuadro 1). La calificacion 0 esta reservada
para cualquier Situacion en que no se pueda evaluar y no representa una ausencia de
sintomes.

Cuadro 1. Escala general para evaluar la reaccion del germoplasma de frijol a patégenos

bacterianos y fungosos.
Incidencia
Calificacion Severidad Categoria Descripcion (%)

1 Ausente Sintomas no visibles o 0
2 Dudoso Resistente muy leves 1-10
3 Débiles 11-25
4 M oderados Sintomas visibles y 26-40
5 Intermedios Intermedio conspicuos que sélo 41-60
6 Generales ocasionan un dafio 61-75

econdmico limitado
7 Intensos Sintomas severos a muy 76-90
8 Severos Susceptible Severos que causan 91-99
9 Muerte pérdidas considerables en 100

rendimiento o lamuerte

delaplanta

Fuerte: CIAT (1987).



24 MARCADORESMOLECULARES PARA EL FITOM EJORAMIENTO

Beebe (1997) menciona que un marcador indica la presencia de otro carécter y sirve para
reconocerlo directa o indirectamente. Estos se basan en diferencias en la longitud y
secuencia de sus fragmentos, lo que indica que s un gen de una planta influye en €
marcador, también influye en €l carécter de interés ligado a marcador.

Pedraza (1997) sefiala que los marcadores moleculares han evolucionado rapidamente y
gue existen varios tipos que utilizan como herramientas e Polimorfismo en la Longitud
de Fragmentos de Restriccién (RFLP, por sus siglas en inglés) y la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).

La técnica de PCR ha permitido el desarrollo de marcadores como los RAPDs (siglas en
inglés de ADN Polimodrfico Amplificado al Azar), de los que inicialmente se derivaron los
SCARSs, los AFLPs (de Polimorfismo de los Fragmentos Amplificados), que se combinan
aspectos de RAPDs y RFLPs; y Utimamente de los microsatélites (SSR-Secuencias
Sencillas Repetidas) (Aranda, 2000).

2.4.1 M arcadores moleculares tipo RAPD

Kelly et al. (1994) sefidlan que basado en la técnica de PCR, se ha desarrollado €
marcador nolecuar conocido como RAPD. Esta técnica permite la amplificacion
aleatoria de fragmentos de ADN con base en decanucledtidos de secuencia arbitraria, 1o
gue genera un polimorfismo. El nimero de fragmentos amplificados depende de la
concentracion y secuencia de bases en e ADN molde, de la longitud del cebador, y de la
temperatra de acoplamiento (Castro et al.,, 2001). La técnica utilizada para obtener
marcadores tipo RAPD es més rgpida, menos sofisticada, y més apropiada para la
filosofia de un programa de mejoramiento genético aplicado (K elly et al., 1994).

Otero et al. (1997) mencionan que la técnica PCR se basa en la probabilidad estadistica de
gue se presenten sitios complementarios al oligonucledtido a lo largo del genoma. Los
RAPDs se conocen como marcadores dominantes/recesivos, ya que € carécter que se
obtiene es la presencia/ausencia de una secuencia amplificable de ADN; por lo tanto, los
términos dominante y recesivo se refieren a la amplificacion o no durante la reaccién en
cadena de la polimerasa.

Las ventajas de estos marcadores son: 1) existe un juego universal de cebadores;, 2) no
requiere de sondas, radioactividad, ni e conocimento de la secuencia del cebador; 3) €
proceso puede ser automatizado; 4) requiere de pequefias cantidades del ADN original (5-
25 ng) y 5) es una técnica de bgjo costo. Sin embargo su mayor desventgja consiste en la
baja repetibilidad de los resultados obtenidos (Castro et al., 2001).
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2.4.1.1 Aplicacion de los marcadores tipo RAPD

2.4.1.1.1 M apeo genético e identificacion de caracteres de interés

La elaboracion de mepas genéticos permite manipular caracteristicas de interés agricola
con cierto grado de corfiabilidad. Utilizando tanto lineas isogénicas como diferentes
generaciones (F1, F2) de plantas cutivadas, se ha logrado identificar répidamente
marcadores ligados a genes de resistencia a diferentes enfermedades causados por virus,
bacterias, hongos, insectos y nemétodos (Otero et al., 1997).

2.4.1.1.2 Evaluacion de germoplasma

Thormanmn y Osborn (sf.) mencionan que identificar marcadores tipo RAPDs permite
facilmente determinar relaciones genéticas. Esta idertificacion es posible porque los
RAPDs se portan como marcadores genéticos dominantes, no conoce los fragmentos
amplificados del genoma, a menos que cada fragmento sea mapeado por un andlisis
separado de segregacion; esta caracteristica permite determinar relaciones genéticas erntre
algunos grupos de germoplasma.

25 FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

La fijacion biolégica de nitrégeno (FBN), es un fendbmeno que permite la disponibilidad
del nitrégeno (N) en los organismos vivos a partir del nitrégeno molecular (N2) de aire,
que es Unicamente realizada por los procariotes. La FBN funciona en bacterias adaptadas
en ambientes ecoldgicos y edtilos de vida muy diversos. Sin embargo, todas poseen €
sistema enzimético responsable de la reduccion del nitrégeno: la nitrogenasa (Baca et al.,
2000).

La FBN es & mecanismo principal de aporte de N en los ecosistemas naturales y es muy
importante en la agricutura del trépico, porque los suelos tropicales presentan bajo
intercammbio de iones, minima retencion de agua de la fraccion mineral y la fertilidad del
suelo esta estrechamente relacionada con e contenido de meateria organica del suelo. El
N2> es e elemento que se pierde més facilmente cuando la mineralizacion de la meteria
organica del suelo es estimulada por € arado del suelo, es frecuente que este elemento
controle la materia organica del suelo y, por lo tanto, su fertilidad. La aplicacion continua
de fertilizantes no puede ser una opcién sostenida para el tercer mundo, ya que los precios
de los energéticos son muy elevados, son contaminantes de los mantos acuiferos y se
pierden fécilmente por lixiviacion (Baca et al., 2000).
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2.5.1 Fijacion biologica de nitrégeno en leguminosas

Los microorganismos fijadores de N incluyen dos tipos: los fijadores de vida libre, que
fijan N para su propio uso y los fijadores de N simbidticos, que fijan N cuando se asocian
con plantas y proveen a la planta de este elemento, intercambiandolo por carbono y por un
hébitat de proteccion, como son los nddulos radiculares de las leguminosas. Entre los
fijadores simbidticos de N estd la bacteria gram negativa del género Rhizobium, en
géneros relacionados, establece simbiosis con plantas leguminosas. Las leguminosas
proveen el 25-35% del consumo proteico mundial (CIFN, 2001).

Las bacterias del género Rhizobium inducen en las leguminosas la formecion de nddulos
en los cuales se lleva a cabo la fijacion de nitrdgeno. Baca et al. (2000) mencionan que la
simbiosis Rhizobium-leguminosa es € resuitado de una interaccion muy especifica entre
la bacteria y la planta. La organogénesis del nddulo es un proceso inducido por un
“intercambio de sefidles’ entre los dos participantes de la interaccién, e microsimbionte
(bacteria) y € macrosimbionte (planta), para los cudes es esencial la union del
microorganismo a los pelos radicales de la planta. Sustancias con efecto mitégeno
(factores de nodulacion) son sintetizadas por productos de los llamados genes de
nodulacion del microsimbionte (genes nod), en respuesta a la excresion por la planta de
sustancias de tipo flavonoide. Actualmente, se estima que la FBN es de 200 millones de
toneladas por afo, es decir, dos veces la produccion de fertilizantes nitrogenados por
sintesis industrial.

El frijol es considerado un pobre fijador de nitrégeno de la atmosfera, y, gracias a la
interaccion con diferentes cepas de Rhizobium puede influir de manera significativa en la
cantidad de nitrégeno fijado; sin embargo, Rosas y Bliss (1986a) mencionan que el uso de
cepas superiores de Rhizobium no sera efectivo si no es acompafiado con e uso de plantas
hospederas superioresy, viceversa.

Hubbell (1986) manifiesta que la nodulacion y la fijacion de nitrégeno depende del éxito
de la etapa de infeccion. Esto permite tener disponible la fuente de nitrégeno que aumenta
los rendimientos bajo condiciones limitantes de nitrégeno del suelo, que es € objetivo
final de la inoculacion de las leguminosas con Rhizobium.

La inoculaciéon con Rhizobium consiste en la introduccion a la rizésfera de grandes
poblaciones de cepas atamente efectivas, en su capacidad de fijacion de nitrégeno y
compatibles con e cultivo/variedad de leguminosa de interés; colocandola cerca de la
semilla para que la mayoria de los nddulos formados por la planta contengan e Rhizobium
introducido (Rosas et al., 2002).



3. MATERIALESY METODOS

Los ensayos se redlizaron en la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, Situada en €
Valle del Yeguare, departamento de Francisco Morazan, a 800 msnm, a 14° de latitud
Norte y 87° de longitud Oeste, con una temperatura y precipitacion promedio anual de 23
°C y 1200 mm, respectivamente. El trabgjo consistio de cuatro estudios: caracterizacion
agrondmica, evaluacion de la reaccion a enfermedades, respuesta a la inoculacion con
Rhizobium en invernadero y la evauacion molecuar del germoplasma del  frijol
hondurefio.

3.1 ESTUDIO I: CARACTERIZACION AGRONOMICA DEL GERMOPLASMA
HONDURENO DE FRIJOL

3.1.1 Localizacion del estudio

Las evauaciones se redizaron durante la época de verano (febrero-abril) del 2002, se
evaud un total de 48 accesiones. Las accesiones evaluadas fueron recolectados durante el
periodo de 1990-94, en giras de exploracion en 13 departamentos de Honduras (Cuadro 6
y 7). Bl estudio se redizd en Zona Ill, Lote 41, de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, 30 km a este de Tegucigalpa, Honduas. Las condiciones climéticas
(temperatura y precipitacion pluvial) referidas a periodo en que se realizd € experimento
se detallan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Datos climatol 6gicos mensuales durante d periodo
experimenta (Zonalll, Afio 2002).”

Mes Temperatura (°C) Precipitacion (mm)
Febrero 23 24.0
Marzo 24 5.8

Abril 25 20.0

? Bl experimento se condujo entre el 5 de febrero y el 30 de abil
del 2002.



3.1.2 Preparacion de terrenoy siembra

Para la sembra, € terreno se prepard con dos pases de rastra y un pase de arado,
posteriormente se surcd a una distancia de 0.60 m. La distancia de sembra entre plantas
fue de 0.1 m, para obtener unadensidad final de 166,666 plantas por hectarea.

Se utilizd 39 accesiones del germoplasma hondurefio, tres variedades mejoradas y seis
variedades criollas bg o las mismas condiciones de campo.

3.1.3 Fertilizacion

La fertilizacion fue de 118 kg/ha de 18-46-0 d momento de la Sembra. Posteriormente, se
aplicd 100 kg/ha de urea(46-0-0) a los 22 dias después de la sembra (DDS), para suplir
los requerimientos de nitrogeno; y se aprovechd esta aplicacion para aporcar las plantas.
Durante € ensayo, se procuré dar un mango adecuado contra plagas, enfermedades y
malezas, con € fin de evitar ateraciones en los resultados.

3.1.4 Cosecha

La cosecha se redizd en la etgpa de madurez fisologica (R9), la fecha de cosecha fue
diferente para los diversos genotipos. Se cosecharon todas las plantas, excepto las que se
encontraban en los extremos, para evitar € efecto de borde.

3.1.5 Variables medidas

3.1.5.1 Dias a emergencia: Se determind cuando e 50% de las plantas emergieron en la
parcela.

3.1.5.2 Dias a floracion (etapa R6): Se midié cuando € 50% de las plantas presentaron
la primera flor abierta, correspondiente al primer botén floral.

3.1.5.3 Dias a madurez fisiolégica (etapa R9): Se evaud a final de la fase reproductiva,
cuando el 50% de las plantas presentaron decoloracion y secado de las vainas.

3.1.5.4 Altura de planta: Se midi6 la altura de cinco plantas al azar de cada parcela, al
final de la floracion. Segin e CIAT (1993) en las plantas con hébito de crecimiento
indeterminedo, se mide desde € punto de insercién de las raices hasta € Utimo meristema
apical del tallo. En las plantas con hébito de crecimiento determinado, se mide desde la
insercion de las raices hasta el apice del dtimo racimo floral.
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3.1.55 Habito de crecimiento: Se identificd a inicio de la etapa R9 (madurez
fisiologica) y se utilizd la escala de evaluacion descrita por € CIAT (1993) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Escala de evaluacion para describir el hébito de crecimiento.

Tipo Caracterigtica
1 Arbustivo determinado
2A Arbustivo indeterminado, con guia corta
2B Arbustivo indeterminado, con guia més 0 menos larga
3A Postrado indeterminado, con guia no trepadora
3B Postrado indeterminado, con guia trepadora
4A Trepador indeterminado, con carga a lo largo de la planta
4B Trepador indeterminado, con carga en los nudos superiores

Fuente: CIAT (1993).

3.1.5.6 Color de la semilla: Se determind en semillas cosechadas. Y se utilizd € sistema
de evaluacion del Programa de | nvestigaciones del Frijol (Cuadro 4).

Cuadro 4. Escala de evaluacion para determinar diferencias en € color de la semilla del
tipo rojo pequefio (raza M esoamérica)

Tipo Caracteristica*
R1 Rojo claro brillante (variedad Paraisito o Chingo)
R2 Color de la semilla de la variedad Concha Rosada
R3 Color de la semillade la variedad M adura Parejo
R4 Color de la semilla de la variedad A madeus-77
R5 Color de lasemillade lavariedad Tio Canela-75
R6 Color de lasemillade la variedad Danli 46
R7 Color de la semilla de la variedad Dorado
R8 Color de la semilla de la variedad Retinto Rojo (F-80)
R9 Rojo oscuro opaco (variedad Retinto vaina blanca F-104)

* Se consideran nueve rangos dentro del color rojo de la semilla, desde el color rojo claro
brillante hasta el rojo oscuro opaco. Para otros colores, se consideran los colores: blanco, crema,
amarillo, café, rosado, morado, negro y su aspecto opaco o brillante.

3.1.5.7 Rendimiento: Se midi6 a final del ciclo del cultivo y se cosechd todas las plantas
de cada surco, excepto las plantas de cada extremo para eliminar € efecto de borde y €
rendimiento fue gjustado a 14% de humedad.
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3.1.5.8 Componentes de Rendimiento:

3.1.5.8.1 NUumero de vainas por planta (NVP): Se determind & NVP en 15 plantas al azar
después de haber cosechado las parcelas para estimar los rendimientos.

3.1.5.8.2 NUmero de semillas por vaina (NSV): El conteo de semillas se realizd6 en 20
vainas tomedas al azar de las plantas usadas para determinar el NVP.

3.1.5.8.3 Peso seco de cien semillas (PSCS): Se determind después de pesar las muestras
de granos de las plantas cosechadas para estimer el NSV.

Estos datos fueron utilizados para estimar el rendimiento, segin se indica a continuacion:

Rendimiento = g/parcela* (166,666/No. plantas por parcela)* (100-%H)/(100-14)

3.1.2 Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizd un arreglo en Bloques Completos a Azar (BCA) con tres repeticiones. Cada
genotipo se sembrd en parcelas de un surco de 3 m de largo y 0.6 m de ancho. Para €
andliss e interpretacion de los datos se utilizd € programa “Statistical Analisis Systen’
(SAS® V8); se reslizaron andlisis de varianza (ANDEVA) y separaciones de medias para
determinar s existian diferencias significativas entre los tratamientos en cada variable
evaluada.

3.2 ESTUDIO IlI: EVALUACION DE LA REACCION DEL GERMOPLASMA
HONDURENO DE FRIJOL A ENFERMEDADES

3.2.1 Localizacion dd estudio

La evaluacion dd germoplasma se redizo durante la época de verano (febrero-abril) y
primera (junio-agosto) del 2002, se evdud 50 genotipos (Cuadro 5 y 6), incluyendo
accesiones dd germoplasma hondurefio, variedades comercides y testigos resgentes a
enfermedades. El estudio durante la época de verano se redizd en Zona lll, Lote 41, de la
Escudla Agricola Panamericana, Zamorano, la temperatura minima promedio fue de 16
°C y la temperatura maxima promedio de 32 °C (Anexo 1). Se evauo la reaccion a
bacteriods comin y pudricion carbonosa y d estudio durante la época de primera se
redizd en las camas de infeccion (bancaes) ubicadas en € &ea de invernaderos de
PIF/CCPA la Escuda Agricola Panamericana, Zamorano. La temperatura minima
promedio fue 18 °C y la temperatura maxima promedio fue 30 °C (Anexo 2). En edas
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camas, ¢ evaud la resgencia a antracnoss y mancha angular. La evauacion de las
enfermedades se efectud basdndose en la escala descrita por  CIAT para la evaluacion
de germoplasmadefrijol (Cuadro 1).

Cuadro 5. Nombre local y procedencia de las accesiones del germoplasma hondurefio de
frijol comun utilizadas en el estudio (ordenadas por altitud de las localidades

donde fueron colectadas).
Altitud
Accesion Nombre local L ocalidad Departamento Latitud Longitud  (msnm)
F-245 Gringo El Chaguitén Ocotepeque 14°30'15” 88°48'55” 1830
F-201 Tdete SantaTeresa Lempira 14°26'50” 88°39'25” 1750
F-09 ConchaBlanca Higuero Quemado Yoro 15°04' 40" 87°22'15” 1700
F-47 Frijol demontafia  Jaapa Yoro 15°01'55” 87°16'45” 1400
F-102 Sangredetoro Las Rosas SantaBérbara 15°03'30” 88°25'00” 1200
F-169 50fio Plan Grande Copén 14°01'00” 88°52'00” 1200
F-264 Arbalito Plan del Rosario Ocotepeque 14°18'20” 89°01’10” 1200
F-57 Vainarosada M araderos Yoro 15°12° 20" 87°22' 00" 1150
F-340 Chile Las Sdvas El Paraiso 13°49'02" 86°24'14” 1100
F-130 Tdete Camasca Intibuca 14°00'00” 88°22' 40" 968
F-371 M oro Gudigueme Choluteca 13°30°'00” 87°11'30” 910
F-190 Tdete de guia Arendes Lempira 14°49' 50 88°36'30” 900
F-253 Nego SantaAnita Ocotepegue 14°28'35" 89°12'35” 887
F-126 Nego Ligero San Juan de Dios Inibuca 14°18'15" 88°23' 10" 850
F-505 Libera San Francisco Fco. M orazén 14°48 40" 86°56'00” 835
F-211 Alili AzacudpaCanddaia Lempira 14°06’'00” 88°34'05” 800
F-107 Frijol fiato Quezdapa Comayagua 14°54'30” 87°19'30” 780
F-72 Desarrura SshanalLarga Fco. M orazén 13°41'50” 87°08 40" 750
F-518 Frijol mantequilla  El Pedernd Fco. M orazén 14°42'00” 87°06'45” 700
F-34 Gudiqueme Ayapa Yoro 15°06'15” 87°10'30 650
F-91 40fi0 El Baldoquin Choluteca 13°18'05” 86°59'20” 650
F-30 Chilito Uluagpa Olancho 14°55'20” 86°21'30” 575
F-321 Vainablanca Teoxintales SantaBérbara 15°28'00” 88°31'00” 565
F-332 Seda Amparo El Paraiso 13°53'50” 85°53'50” 550
F-147 Chile Los Llanitos Copén 15°02'10” 88°45'55” 490
F-85 Chelito Las Dédlicias Vale 13°42'35” 87°33'20” 450
F-22 Cuarentefio Zopilotepe Olancho 14°33'15” 86°17' 20" 400
F-97 Arbalito Guanacaste Choluteca 13°15'40” 86°59' 20" 400
F-104 Retintov. blanca  Azacuapa SantaBérbara 14°42' 35’ 88°05' 20" 400
F-428 Rojo Esquipulas del Norte  Olancho 15°19'00” 86°33'55” 400
F-117 Danli Las Délicias Comayagua 14°54' 45’ 87°22 40" 350
F-155 Arbolito rojo Los Tangos Copan 15°08'40” 88°40' 30" 350
F-405 Arbolitov. blanca  Yaurca Atlantida 15°39'43” 86°40'25” 320
F-218 Arbolito rojo M apulaca Lempira 14°02'00” 88°37'00” 275
F-419 Chile Las Quebradas Atlantida 15°39'35" 87°25'50” 250
F-77 Frijol arbolito Alubarén Fco. M oarazén 13°47'35" 87°28' 10" 200
F-79 Frijol rojo Coray Vadle 13°39'40” 87°32'00” 150
F-80 Retinto rojo Coray vdle 13°39'40” 87°32'00” 150
F-421 Vanaroja SantaM aria Atléantida 15°38'39” 87°38'39” 100

Fuente: Rosas et al. (1994).
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3.2.2 Reaccion a bacteriosis comun

Esta evduacidon se redizd en d ensayo sembrado para la caracterizacion agrondmica del
germoplasma de frijol hondurefio, mencionado en la Seccion 3.1. La evauacion por
bacteriosis se hizo utilizando dos inoculaciones de Xanthomonas campestres pv. Phaseoli
(adamiento EAP 9606). La inoculacion se efectud con una bomba de 15 L, tratando de
que las hojas asperjadas queden humedecidas en su totalidad; se agregé un adherente (1
gota de Tween 20 por litro), un gbrasvo (2 g de carborundum por litro) a inoéculo diluido.
Laenfermedad se evaud d inicio de la etapa R8 (llenado de vainas).

Cuadro 6. Descripcién de las variedades comerciales y testigos resistentes

Accesion Descripcion
Variedades mejor adas

Amadeus-77 Variedad mejorada desarrollada por el PIF de la EAP/Zamorano, mediante la cruza de Tio
Canela-75 x DICTA 105. Es resistente a virus del mosaico dorado amarillo del frijol y
tolerante a altas temperaturas.

Tio Canela-75 Variedad mejorada desarrollada por el PIF de la EAP/Zamorano, a partir de la cruza DOR
483 x F; (DOR 391 x Pompadour J). Es resistente al virus del mosaico dorado amarillo y
otras enfermedades y tiene buena adaptacion a zonas bajas e intermedias.

Dorado Variedad mejorada liberada por el DICTA/SAG y PROFRIJOL en Honduras. Es una
variedad resistente al virus del mosaico dorado y otras enfermedades.

Variedades cridlas

Desarrural Variedad criolla sembrada en las regiones que incluyen a los departamentos de B Paraiso y
Olancho.

Danli 46 Variedad acriollada cultivada en varias regiones de Honduras.

Concha Rosada Variedad criolla originaria de Yoro.

MaduraParejo  Variedad criollade Santa Bérbara.

Chingo Variedad criolla del departamento de Bl Paraiso; otras variedades del mismo nombre son
cultivadas en Yoro y Olancho.

Paraisito Variedad criolla del departamento de B Paraiso.

Testiqos resistentes

Q06727 Variedad identificada por el CIAT (1992) como Guarzo-Popayan. Originaria de Colombia.
Resistente ala mancha angular. Tiene habito de crecimiento tipo 1.

VAX 6 Variedad resistente a bacteriosis, proveniente del CIAT.
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3.2.3 Reaccion a pudricién carbonosa (Macrophomina)

La evauacion s rediz0 en d ensayo establecido para la caracterizacion agrondmica del
germoplasma de frijol hondurefio, descrito en la Seccion 3.1. La pudricion carbonosa
gparecidé por incidencia naturd, debido a las condiciones de humedad y temperatura
favorables para € desarrollo de la enfermedad, y se evdud a inicio de la egpa R5
(Prefloracion).

3.2.4 Reaccion a antracnosis

La evauacion por antracnosis e redizd en las camas de infeccion de Zamorano, en la
etapa R6 (floracion). Se hicieron aspersiones de esporas de un aidamiento de tejidos de
plantas infestadas de Colletotrichum lindemuthianum (aidamiento monosporico Co-Z) dd
PIF/CCPA. La concentracion inicid ddl inoculo se determind mediante un hemacitometro
de la suspension utilizada, diluyendo € indculo hasta obtener la concentracion de 1.2 X
10° esporas/ml recomendada por € CIAT (1985).

La inoculacion se redizd a los 10 DDS, cuando las hojas primarias estaban totamente
expandidas (etapa de desarrollo V2), y se repitieron cada 10 dias hasta la gparicion severa
de sintomas. Se hicieron tres inoculaciones en total.

Las inoculaciones se hicieron después de las 5:00 pm, para evitar muerte de las esporas
por € caor y, porque la penetracion es mas eficiente durante la noche o en las horas de la
mafiana, cuando la humedad reativa es dta y las temperaturas son moderadas (CIAT,
1980). Se utiliz6 una bomba de 15 L, tratando de que las hojas asperjadas queden
humedecidas en su totdidad; se agregé un adherente (1 gota de Tween 20 por litro) d
indeulo diluido.

3.2.5 Reaccion a la mancha angular

La evduacion dd germoplasma por su reaccion a la mancha angular se redizd en las
camas de infeccion (bancaes), en la etapa R6. Se hicieron aspersones de inoculo de
Phaeoisariopsis griseola Sacc. usando tgido infectado recolectado € mismo dig, o € dia
anterior, en campos comercides de frijol infectados con mancha angular de la ddea El
Ocotd, Yuscardn. El inéculo se prepard licuando las hojas infectadas en agua degtilada
edtéril; se utilizo un colador para eliminar todos os pedazos de hojas de la solucion.

Las inoculaciones se redizaron a partir de los 12 DDS, cuando las hojas primarias estaban
totalmente expandidas. Estas se hicieron después de las 5:00 pm, para evitar muerte de las
esporas por @ cdor y, porque la penetracion es més eficiente durante la noche o en las
horas de la mafiana, cuando la humedad relativa es dta y las temperaturas son moderadas
(CIAT, 1980). Edas aplicaciones se verificaron observando € envés de las hojas y
tratando de que durante la aspersion las hojas queden totamente humedecidas. Se utilizo
una bomba de 15 L y se agregé adherente (1 gota de Tween 20 por litro) d inéculo
diluido.
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3.2.6 Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizd un disefo experimental de BCA con dos repeticiones. Cada genotipo se sembrd
en parcelas de 1 surco de 1.2 m de largo y 0.5 m de ancho. Para &l andlisis e interpretacion
de los datos se uilizd e programa “Statistical Andlisis System” (SAS® V8); se realizaron
andliss de varianza (ANDEVA) y separaciones de medias para determinar s existian
diferencias significativas entre los tratamientos para cada variable.

3.3 ESTUDIO IlI: RESPUESTA DEL GERMOPLASMA HONDURENO DE
FRIJOL A LA INOCULACION CON RHIZOBIUM EN INVERNADERO

3.3.1 Localizacion del estudio

Bl estudio se redlizd en e Invernadero # 3 del PIF, en la EAP; con € fin de determiner la
respuesta de los genotipos evaluados a la inoculacion con Rhizobium, para determinar su
utilidad en e mejoramiento genético del frijol.

3.3.2 Cultivo de Rhizobium

Se utilizd la cepa CRA77 de Rhizobium etli, recolectada por Oscar Acufia, Universidad de
Costa Rica, Costa Rica. Esta cepa tiene la caracteristica de alta capacidad de nodulacion
(Gomez et al., 1998), y presenta altos rendimientos de materia seca 'y peso de nddulos.

3.3.3 M edio de cultivo

Para la preparacion del inoculante liquido se utilizd caldo levadura-manitol (Anexo 3),
recomendada para el crecimiento del cuitivo de Rhizobium (Rosas et al., 2002).

3.3.4 Preparacion del inoculante

El subcultivo se preparé inoculando un erlenmeyer de 1000 ml que contenia 500 ml de
caldo levadura-manitol, introduciendo la bacteria Rhizobium mediante una asa estéril. E
cutivo se mantwo a temperatura amrbiente sobre un agitador de cultivos (100 rpm)
durante cinco dias. La calidad del inoculante fue de 12.30 x 10® células’m determinado
por la prueba de gota (Anexo 4) (Rosas et al., 2002).
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3.3.5 M edio de crecimiento

Se utlizd un medio de crecimento preparado con una mezcla de suelo, perlita,
vermiculita y aremna (1:1:1:1), & cual contenia aprox. 0.06% de N (Anexo 5), con la
findlidad de facilitar la identificacion visual de sintomes de deficiencias de N. El suelo
para el medio de crecimiento se obtuvo de la Terraza 2, y esterilizado.

3.3.6 Siembra

En € invernadero se sembraron las 50 accesiones dd estudio (Cuadro 6 y 7), y soya
(Glycine max L.) y Brachiaria decumbens como testigos. De cada materia se sembrd
cuatro maceteros con 6 semillas cada uno; se usaron maceteros estandares de 6 pulgadas
con 1.1 kg de medio de crecimiento. En la etapa de desarrollo V2 (hojas primarias
desplegadas), aprox. 7 DDS, e rediz0 un radeo para dgar dos plantas por macetero
cortando con tijeras € resto de plantas. En € caso de la B. decumbens se dgaron 6 plantas
por maceta Ademés de los tratamientos de inoculacion, se adicionaron maceteros
sembrados con las variedades Desarrurad y Tio Canda-75 sn inoculacion, sn fertilizante
N; y sininoculacion, con fertilizante N (usando KNOg).

3.3.7 Inoculacion y fertilizacion

A los 8 DDS, cada planta se inoculé con 1 ml de cultivo de la cepa de Rhizobium CR477;
d inéculo contenfa 12.30 x 10® céulasml. Las plantas fueron regadas con agua cada dos
dias, dterndhdose con un riego por la tarde de la solucion nutritiva libre de nitrogeno de
Broughton y Dillworth (NifTAL) (Anexo 6) cada dos dias. Las plantas bgo € tratamiento
con nitrogeno se regaron con una adicion de 70 ppm de N en la forma de KNO3 ala
olucion.

3.3.8 Variables medidas

3.3.8.1 Coloracion dd follaje: Esta varigble fue medida a los 35 DDS, aprox. en la etapa
de desarrollo V4 (primera hoja trifoliada completamente abiertd). El color de las hojas se
determind usando la escala de evduacion utilizada en estudios redlizados por Rosas et al.
(1998) (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Escala de evaluacion del color de hojas
por deficiencias de nitrégeno.

Calificacion Color

Verde oscuro
Verde claro
Verde amarillento
Amarillo claro
Amarillo brillante

AL wWNPF

Fuente: Rosas et al. (1998).

3.3.8.2 NUumero de nodulos (NN): Eda varigble fue medida a los 35 DDS. Las dos
plantas por maceta fueron removidas cuidadosamente. Se lavaron las raices evitando €
desprendimiento de raices secundarias, ya que édtas tienen tantos nddulos como la corona
de la raiz. Los nédulos se separaron con las manos 0 con pinzas dependiendo de la
facilidad de mango y selos colocd en platos Petri.

3.3.8.3 Peso seco de nodulos (PSN):  Se determind pesando |os nddul os recolectados de
cada genotipo después de secarlos en d horno a una temperatura de 80 °C durante 48
horas.

3.3.8.4 Peso seco de fallgje (PSF): Esta varigble se determind pesando la parte aérea de
la planta. Las muestras de follge fueron secadas en @ horno a una temperatura de 80 °C
durante 48 horas.

3.3.9 Diseo estadistico y andlisis experimental

Se utilizd un areglo en BCA con cuatro repeticiones. Cada genotipo se sembrd en
mecetas. Para € andlisis e interpretacion de los datos se utilizd e programa “Statistical
Anglisis System” (SAS® V8): se redizaron andliss de varianza (ANDEVA) vy
separeciones de medias para determinar s existian diferencias significativas entre los
tratamientos de cada variable.
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34 ESTUDIO IV: CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GERMOPLASMA
HONDURENO DE FRIJOL

3.4.1 Localizacion del estudio

Ede estudio se redizd en los invernaderos del Programa de Investigaciones en Frijol
(PIF) y en & Laboratorio de Biotecnologia de la Carrera de Ciencia y Produccion
Agropecuaria (CCPA) de Zamorano, 30 km al este de Tegucigapa, Honduras.

3.4.2 Caracteristicasdd germoplasma

3.4.2.1 Plantas

Para la evduacion molecular, se usd accesiones, variedades mejoradas y criollas de frijol
de Banco de Germoplasma de la Escuda Agricola Panamericana. Las accesones de
germoplasma hondurefio fueron recolectadas en diferentes lugares del pais, en d periodo
de 1990 a 1994 (Rosas et al, 1994) y representa parte de la diversdad exigente en
Honduras.

3.4.2.2 Siembra

En los invernaderos del PIF, se sembré un grupo de 39 accesiones y nueve variedades
comercides (Amadeus-77, Tio Caneda-75, Dorado, Desarrurd, Danli 46, Concha
Rosada, Madura Pargjo, Chingo y Paraisito). Se sembré un macetero estandar de 6
pulgadas con 5 posturas por genotipo, con d fin de extraer ADN y ser andizado en €
[aboratorio.

3.4.2.3 Muestreo

Para la obtencion de ADN provenientes de los diversos genotipos, se rediz0 un muestreo
de tgido a los 12 DDS. El tgido se obtuvo de las hojas més jovenes (brotes terminaes en
crecimiento activo), de las plantas de cada accesion.

3.4.2.4 Anédlisisde ADN

Se utilizaron tubos eppendorf y barras (pestle) de pexiglass estériles, junto con d buffer
PEX (etil xantogenato de potasio) para permitir una megor destruccion de las paredes
cdulares (Anexo 7), micropipetas (0.5-10 pL, 10-100 pL, 20-200 pL y 100-1000 pL),
puntas desechables y una microcentrifuga. El protocolo utilizado en la extraccion es €
adaptado de la Universdad de Wisconsan-Madison usado para RAPDs, para obtener ADN
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purificado. La cuantificacion de ADN se rediz0 en un fluorometro (Hoefer Pharmacia
Biotech Inc., DyNA Quant ™200), que expresa la concentracion en ng/pL, usando buffer
de cuantificacion, ademéas de ADN bovino esténdar (100 ng/uL) para la cdibracion
(Anexo 8). La dilucion d ADN se rediz0 a una concentracion de 4 ng/mL, segun €
método sugerido por la Universidad de Wisconsin-Madison (Anexo 9).

La amplificacion de ADN s rediz6 en un termociclador (PCR-100™, Programable
Termd Controller, Pdtier-Effect Cyding); para la amplificacion de ADN se utilizd una
mezcla maestra para marcadores RAPD (Cuadro 8). La separacién en un tanque de
eectroforess (EC Maxicdl EC 360 M, 22 oarificios), utilizando una fuente de aplicacion y
regulacion de voltge (Hoefer Scientific Instruments, PS 250125 AMP) (Anexo 10, 11 y
12). También se empled una escadera de ADN de 100 bp para determinar la longitud de
los fragmentos observados. Para la observacion de bandas, se utiliz6 un transiluminador
de rayos ultravioleta (Fotodyne, Foto/lUV®26), y una camara Polaroid® para fotografiar
gelesy regigtrar los resultados (Aranda, 2000).

Cuadro 8. Mezclamaestra para amplificar marcadores moleculares tipo RAPD.

Volumen para una reaccion

Componente (W)
Agua 4.36
Buffer (5X) 4.40
DNTP's (10 MM c/u) + MgCl, 0.80
Cebador (10 pM) 0.80
Tag-polimerasa (5U/LL) 0.50
ADN (4 ng/ml) 10.00
Volumen final 20.00

3.4.2.5 Variablesy su medicion

3.4.251 Laboratorio

Se regigraron los polimorfismos (presenciglausencia de bandas) generados con 19
cebadores empleados en d edudio. Etos se identificaron mediante la observacion 'y
determinacion de su peso molecular en una gd de agarosa (electroforess), visudizadas en
un transluminador y registradas en fotografias ingtantaness. Los 19 cebadores usados en
la generacion de polimorfismos seindican en € Cuadro 9.
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Cuadro 9. Listade cebadores (Operon Technologies Inc.) utilizados en € estudio con

RAPDs.

Cebador Secuencia Cebador Secuencia
OpH-13 GACGCCACAC OpO-13 GTCAGAGTCC
OpH-04 GGAAGTCGCC OpG-03 GAGCCCTCCA
OpH-08 GAAACACCCC OpX-01 CTGGGCACGA
OpW-13 CACAGCGACA Op0-19 GGTGCACGTT
OpG-15 ACTGGGACTC OpP-09 GTGGTCCGCA
OpY-06 AAGGCTCACC OpQ-14 GGACGCTTCA
OpC-04 CCGCATCTAC OpB-10 CTGCTGGGAC
OpO-16 TCGGCGGTTC OpL-04 GACTGCACAC
OpW-06 AGGCCCGATG OpuU-19 GTCAGTGCGG

OpT-07 GGCAGGCTGT

3.4.25.2 Andlisisdelos datosde RAPDs

Las bandas més intensas se contabilizardn como presencia (1) y ausencia (0) para
congdruir una matriz para cada uno de los cebadores. La smilaridad genética entre las
accesiones se calculd con @ programa NTSYS® gplicando € Coeficiente de DICE (Sneath
y Soka, 1973). Los agrupamientos se redizaron siguiendo € méodo UPGMA (Rohlf,
2000).



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION AGRONOMICA DEL GERMOPLASMA
HONDURENO DE FRIJOL

En los 48 genotipos evaluados, mediante la caracterizacion agrondmica se encontré una
gran variacion en la mayoria de los variables estudiadas, notandose meteriales con buenas
y malas caracteristicas. En los resultados de las caracteristicas morfologicas y fenoldgicas
se observd diferencias significativas entre los genotipos (Cuadro 10). El 52% de los
genotipos germinaron a los 5 dias y € resto a los 6 DDS. El 88% (42 genotipos) tuvieron
aturas entre 25-33 c¢cm, incluyendo a las accesiones F-245, F-201, F-47, F-264, F-130, F-
371, F-518, F-428, F-117, F-405, y F-79 que twieron alturas cercanas a promedio (29
cm). En las accesiones F-332 y F-22 se encontraron las plantas con alturas més bajas (22-
24 cm); mientras que, los meteriales Chingo, F-09, F-57 y F-505 tuvieron alturas mayores
alos34 cm

Los materiales en promedio florecieron a los 34 DDS, de los cuales € 31% (15) de los
meateriales florecieron entre los 31 y 36 DDS, y & 66% (32) florecieron antes de los 30
DDS, entre los que se destacan las accesiones F-102, F-169, F-253, F-126, F-72, F-30, F-
22, F-97 y F-77. Las variedades mejoradas Amedeus-77, Tio Canela75 y Dorado
florecieron por encima de los 38 DDS.

Un total de 42 genotipos son precoces (=65 DMF), aspecto relevante en la produccion de
frijol (Cuadro 12). Los genotipos més precoces (61 DMF) fueron F-47, F-57, F518, F-85,
F-22, F-218, F-419, F-77; estas accesiones fueron recolectadas en localidades de 1,400,
1,150, 700, 450, 400, 275, 250 y 200 msnm respectivamente, sugiriendo que no hubo
relacion de la precocidad con la procedencia (altitud). Las accesiones F-117, F-80, las
variedades criollas Danli 46 y Chingo, y las variedades mgjoradas Amedeus-77 y Tio
Canela- 75 fueron més tardias (>65 DMF).

Los rendimentos de grano y componentes de rendimento presentaron diferencias
significativas entre los meteriales evaluados (Cuadro 11). La mayoria de los genotipos
(38), produjeron entre 7 y 10 vainas por planta; y solamente la variedad criolla Concha
Rosada produjo 11 vainas por planta. Las accesiones F-130, F-371, F-190, F-211, F-155,
F-218, y F-80 fueron las que produieron mes de 8 vainas por planta. En promedio, los
meteriales twieron 5 semillas por vaing, y sblo Chingo, F-34, F-201, F-332 y F-340
tuvieron 6 semillas por vaina. Un total de 35 meteriales, son del tipo de grano pequeio
(<25 ¢g/100 semillas), y los demés son del tipo de grano mediano (25-40 ¢/100 semillas),
destacandose las accesiones F-245, F-72 y F-117 que tuieron entre 29-31 ¢/100 semillas.
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Cuadro 10. Caracteristicas morfolégicas, fenolégicas y color del grano del gerrmoplasma
hondurefio de frijol comin. Ensayo de verano. Zamorano, 2002.

Color de Habito de Diasa Alturade Diasa Dias madurez
Accesion Grano* Crecimiento’ emergencia planta® Floracién? fisiol6gica’
Amadeus-77 R4 2A 6 25.8 fahi 39 o 67 a
Desarrurd R4 2A 5 30.5 bedefgh 32 nop 62 ¢
Tio Canda75 R5 2A 6 30.2 bedefgh 38 cde 67 &
Dorado R7 2A 6 29.9 bcdefohi 40 a 63 bc
Danli 46 R6 2A 5 30.9 bcdefch 41 a 69 a
Concha Rosada R2 2A 6 325 bedefg 37 def 64 bc
M adura Parejo R3 2A 6 28.3 cdefghi 32 nop 65 bc
Chingo R1 2A 5 34.2 bc 36 ohi 69 a
Paraisito R1 2A 6 30.3 bcdefgh 33 mno 62 ¢
F-245 M orado-Rojizo 1 6 30.0 bedefghi 32 nop 62 ¢
F-201 R2 2A 5 30.5 bcdefch 35 ijkl 64 bc
F-09 R2 2B 5 421 a 34 Imn 62 ¢
F-47 R3 2A 5 30.8 bcdefch 36 dhi 61 c
F-102 R5 2A 6 27.6 cdefghi 30 grstu 63 ¢
F-169 Negro-opaco 2A 5 31.4 bcdefgh 29 uwv 63 bc
F-264 Negro-opaco 2A 5 30.4 bcdefgh 32 nop 62 ¢
F-57 R3 2B 5 33.8 bed 34 kim 61 c
F-340 R2 2A 5 31.5 bedefgh 34 kim 65 bc
F-130 R3 2A 5 29.8 bcdefghi 37 €fg 62 c
F-371 Crema-moteado 2A 6 29.2 bedefohi 37 €fg 64 bc
F-190 R4 2A 5 31.1 bedefgh 31 pars 65 bc
F-253 Nego-opaco 2A 5 32.9 bedef 30 grstu 62 ¢
F-126 Negro-opaco 2A 5 27.9 cdefahi 29 v 63 bc
F-505 R4 2A 5 357 a 34 Imn 64 bc
F-211 R4 2A 6 26.9 defghi 35 hij 64 bc
F-107 R2 2A 6 27.7 cdefahi 35 hij 65 bc
F-72 R2 2A 6 28.2 cdefghi 30 grstu 62 ¢
F-518 Blanco 2B 5 30.1 bedefgh 37 €fg 61 c
F-34 R3 2A 5 334 bede 34 klm 64 bc
F-91 R3 2A 5 25.7 chi 34 kim 62 c
F-30 R5 2A 5 26.9 defghi 29 uwv 62 c
F-321 R4 2A 5 259 fohi 34 kim 62 ¢
F-332 R2 2A 6 229 i 31 pars 62 ¢
F-147 R4 2A 6 26.9 defghi 31 pars 62 ¢
F-85 R3 2A 6 26.9 defghi 31 pars 61 c
F-22 R3 2A 6 255 ohi 30 grstu 6l c
F-97 R2 2A 5 28.5 cdefghi 30 qrstu 62 c
F-104 R9 2A 6 28.8 bcdefohi 31 pars 62 ¢
F-428 R4 2A 5 30.2 bedefgh 34 kim 62 ¢
F-117 R7 2A 6 28.7 bcdefghi 40 a 69 a
F-155 R6 2A 5 31.3 bcdefch 39 be 64 bc
F-405 R6 2A 6 285 cdefdhi 38 cde 62 c
F-218 R4 2A 6 26.9 defchi 31 pars 61 ¢
F-419 R3 2A 5 245 hi 32 nop 61 ¢
F-77 R5 2A 6 26.0 fohi 30 grstu 61 ¢
F-79 R2 2A 6 28.5 cdefghi 31 pars 64 bc
F-80 R8 2A 6 32.2 bedefg 39 bc 69 a
F-421 R3 2A 5 26.3 efghi 31 pars 62 ¢
Promedio - - - 29 34 63
Rango - - - 42.1-22.9 41-29 69-61
ANDEVA - - - * % * % *%*
DM S(0.05) - - - 713 1.65 391
C.V. (%) . . - 14.91 3.00 3.29
** Altamente significativo a nivel de P = 0.01
* Ver Cuadro 4
Y Ver Cuadro 3

? Medias con la mismaletrason estadisticamenteiguaes
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Cuadro 11. Rendimiento de grano y componentes de rendimiento del germoplasma
hondurefio de frijol comin. Ensayo de verano. Zamorano, 2002.

Accesion NVP* NSV~ PSCS (9)* RDTO (kg/ha) Y
Amadeus-77 6.0 hij 4 g 26.2 defdhij 828 fohi
Desarrura 7.0 efghij 6 abc 27.6 cde 1360 bcde
TC-75 7.0 efghij 4 €fg 23.9 ijklmnopgr 1252 bcdefg
Dorado 7.3 defghi 5 cdef 229 nopgrstuv 844 efghi
Danli 46 8.0 bcdefghi 5 cdef 22,6 nopgrstuv 984 cdeffghi
Concha Rosada 106 a 6 abc 22.8 nopgrstuv 1952 a

M adura Pargjo 6.0 hij 4 €fg 20.7 vw 792 hi
Chingo 9.0 abcdef 6 abc 24.7 dhijklmnop 1222 bedefch
Paraisito 7.3 defghi 5 cdef 24.7 dhijklmnop 1131 cdefohi
F-245 8.3 abcdefch 4 g 304 & 1323 bcdefg
F-201 8.0 bcdefghi 6 abc 24.2 hijklmnopg 1307 bcdefg
F-09 7.3 defghi 4 g 26.6 defch 1111 cdefchi
F-47 8.0 bedefghi 5 cdef 22.6 opgrstuv 1181 bedefch
F-102 46 | 5 cdef 26.3 defdhi 857 defghi
F-169 7.6 cdefahi 5 cdef 23.9 ijklmnopgr 1044 cdefchi
F-264 7.6 cdefghi 5 cdef 22.9 nopgrstuv 1031 cdefghi
F-57 7.6 cdefohi 5 cdef 21.9 grstuvw 1047 cdefohi
F-340 6.3 dhij 6 abc 25.6 defghijkim 1006 cdefghi
F-130 103 ab 5 cdef 24.1 hijklmnopq 1392 bc
F-371 9.6 abcd 4 ég 279 bed 1672 &
F-190 10.0 abc 5 cdef 235 kimnopgrstu 1688 ab
F-253 6.3 ghij 4 g 25.8 defahijkl 854 defghi
F-126 6.0 hij 39 23.2 mnopgrstuv 715 hi
F-505 6.3 ghij 5 cdef 23.6 klmnopgrst 1090 cdefghi
F-211 9.0 abcdef 5 cdef 23.6 klmnopgrst 1368 bcd
F-107 8.6 abcdefg 5 cdef 21.4 stuvw 1101 cdefchi
F-72 7.0 efghij 4 ég 312 a 1226 bedefch
F-518 7.6 cdefohi 4 g 27.1 cdefg 1010 cdefohi
F-34 8.6 abcdefg 6 abc 23.6 klmnopgrst 1356 bcde
F-91 8.3 dbedefch 5 cdef 229 nopgrstuv 1115 cdefohi
F-30 6.3 ghij 4 €fg 22.6 nopgrstuv 849 efchi
F-321 8.0 bcdefghi 5 cdef 21.6 rstuvw 1064 cdefohi
F-332 6.6 fohij 7 a 27.3 cdef 1059 cdefohi
F-147 8.0 bcdefghi 4 g 21.0 uvw 891 cdefghi
F-85 8.3 abcdefgh 5 cdef 234 Imnopgrstu 1089 cdefahi
F-22 7.3 defghi 5 cdef 21.0 uww 1087 cdefohi
F-97 6.6 fohij 4 g 23.7 jklmnopars 895 cdefdhi
F-104 5.6 ij 4 ég 259 defghijk 854 defghi
F-428 7.3 defhi 5 cdef 24.2 hijklmnopq 1019 cdefohi
F-117 8.3 abcdefch 4 efg 29.4 abc 971 cdefghi
F-155 9.6 abcd 5 cdef 22.3 parstuv 1137 cdefchi
F-405 6.3 ghij 5 cdef 196 w 649 i
F-218 9.3 abcde 5 cdef 24.1 hijklmnopg 1278 bcdefg
F-419 6.6 fohij 5 cdef 21.4 stuvw 1108 cdefchi
F-77 6.3 ghij 4 g 24.8 fahijkimno 883 cdefghi
F-79 8.0 bedefghi 5 cdef 21.4 stuvw 1039 cdefohi
F-80 9.3 acde 5 cdef 25.1 efghijkimn 1137 cdefchi
F-421 7.6 cdefohi 5 cdef 21.2 tuvw 1040 cdefohi
Promedio 7.6 5 24.1 1102

Rango 10.6-4.6 7-3 31.2-19.6 1952-649
ANDEVA * % * % * % * %

DM S(0.05) 252 124 251 518.31

C.V. (%) 20.3 15.9 6.4 29.0

** Altamente signifactivo d nivel de P = 0.01
? Mediascon la mismaletrason estadisticamente iguaes
Y Ajustado a 14% de humedad
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Se encontré 44 genotipos con rendimientos entre 801 y 1700 kg/ha demostrando que
muchos tienen un buen potencid de rendimiento; la variedad Madura Pargo y las
accesones F-126, F-405 obtuvieron rendimientos debgo de los 800 kg/ha, y solamente
Concha Rosada tuvo d rendimiento mas ato (1952 kg/ha)

La varigbilidad en la caracterizacion agrondmica de los gencotipos estudiados, puede
deberse a que entre los materides encontramos variedades mejoradas, criollas y
accesones que provienen de locdidades muy diferentes en cuanto a dtura, condiciones
climéticas, eddficas y sstemas de produccion. La accesion F190 que se encuentra dentro
de 6% superior en rendimiento (> 1600 kg/ha), pero d Peso Seco de Cien Semillas
(PCSS) es 235 g, @ NUmero de Vainas por Planta (NVP) es 10, es precoz 65 Dias a
Madurez Fisoldgica (DMF) y tiene un habito de crecimiento arbugtivo indeterminado con
guia corta (Cuadro 10); esta accesion podria ser meorada para caracteristicas como
NUmero de Semillapor Vaina (NSV).

La acceson F-72 presentdé € mayor PSCS (31.2 @), hébito de crecimento arbustivo
indeterminado con guia corta, un rendimento promedio de 1226 kglha, pero no presenta
muy buenas caracteristicas de NSV (4) y NVP (7).

Existen accesiones como la F-371 que presenta € tercer rendimiento més ato (1672
kgha) que podria ser megjorada para caracteristicas como NSV; ésta posee un color de su
grano crema-moteado (Cuadro 10) y puede ser Uil para regiones donde este grano es
importante.

Se observaron dos accesiones (F-47 y F-218), que tuieron un rendimiento aceptable
(1181 y 1278 kgha); estos son genotipos precoces, con hébito de crecimiento arbustivo
indeterminado con guia corta. Estos meterides podrian ser utilizados en programes de
mejoramiento para introducir la caracteristica de precocidad sin afectar el rendimiento.
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Cuadro 12. Distribucion de frecuencia de los caracteres agrondmicos de los genotipos
del germoplasma hondurefio de frijol comin. Ensayo de verano. Zamorano,

2002.
Diasa Diasa Dias a madurez Altura de
Emergencia Floracion Fisiol 6gica Planta (cm)

Intervalo NUmero Intervalo Numero Intervalo NuUmero Intervalo NuUmero
Clase Genotipo Clase Genotipo Clase genotipo Clase genotipo

5 25 29-30 6 61-62 26 22-24 2

6 23 31-32 16 63-64 12 25-27 11

33-34 8 65-66 4 28-30 19

35-36 6 67-68 2 31-33 12

37-38 6 69-70 4 34-36 3

39-40 3 37-39 0

41-42 3 40-42 1

Numero de vainas Numero de semillas Peso seco de Rendimiento

por planta por vaina 100 semillas (g) (kg/ha)

Intervalo NUmero Intervalo NuUmero Intervalo  NUmero Intervalo NUmero
Clase Genotipo clase Genotipo Clase genotipo Clase genotipo

56 9 4 15 20-22 11 600-700 1

7-8 29 5 28 23-35 24 701-800 2

9-10 9 6 5 26-28 10 801-900 9

11-12 1 29-31 3 901-1000 2

1001-1100 13

1101-1200 8

1201-1300 4

1301-1400 6

1601-1700 2

1901-2000 1

Tota degenotipos = 48

El 85% de los genotipos son de color rojo, incluyendo diferentes variaciones. Solo dos
accesiones (F-155 y F405) tienen d color de grano similar a la variedad criolla Danli 46
(Cuadro 13). El 10% de los genotipos tiene € color de grano smilar a la variedad
megorada Tio Canda-75 (rojo brillante), y 19% tiene & color de grano smilar a la
variedad criolla Desarrura (Figural).

La mayoria de los genotipos son de color rojo, es debido a que la mayor parte de la
poblacién en Honduras consume frijoles rojos. Sin embargo, se encontraron 4 accesiones
(F-126, 169, 253 y F264) de color negro-opaco, provenientes de la zona occidental
(Copén y Ocotepeque), 1o que reflga € consumo similar a la mayor parte de la poblacion

de Guatemala que consumen frijol de este color.
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Cuadro 13. Variahilidad de color de grano de los genotipos del germoplasma hondurefio
de frijol comin. Ensayo de verano. Zamorano, 2002.

Color degrano NUmer o de genotipos

Rojo claro brillante (variedad Paraisito o Chingo)
Color de la samilla de la variedad Concha Rosada
Color de la semilla de la variedad Madura Parejo
Color de la samilla de la variedad Amadeus-77

Color de la samilla de la variedad Tio Canela-75
Color de la semilla de la variedad Danli 46

Color de la samilla de la variedad Dorado

Color de la semilla de la variedad Retinto Rojo (F-80)
Rojo oscuro opaco (variedad Retinto vaina blanca F-104)
Negro-opaco

Morado-rojizo

Crema-moteado

Blanco

PRPRPARPPNMNWDhOFON

N
(e 0]

Totd genotipos

10 4 Desarrural

Tio Canela-75

NUmero de accesiones

RL R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 Otos
Color degrano

Figura 1. Digribucién de frecuencias color de grano en e germoplasma hondurefio de
frijol comin. Zamorano, 2002.

La mayoria de los genotipos son de hébito de crecimento tipo 2A, arbustivo
indeterminado, con guia corta (Cuadro 14); € resto de las accesiones mostraron habitos de
crecimento diferentes, que podria estar asociado con los sistemes de produccion que
utilizan los agricultores (monocuitivo o0 asocio) (Alvarenga, 1995). El 92% de los
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genotipos tuvieron habito de crecimiento arbustivo indeterminado, con guia corta, a igual
que las variedades Tio Canela- 75 y Desarrural (Cuadro 14).

Cuadro 14. Variabilidad de hébito de crecimiento de los genotipos del germoplasma
hondurefio de frijol comin. Zamorano, 2002.

Tipo Caracteristica NuUmer o de genotipos
1 Arbustivo determinado 1
2A Arbustivo indeterminado, con guiacorta 44
2B Arbustivo indeterminado, con guia més o menos larga 3
3A Postrado indeterminado, con guiano trepadora 0
3B Postrado indeterminado, con guiatrepadora 0
4A Trepador indeterminado, con cargaalo largo de laplanta 0
4B Trepador indeterminado, con cargaen los nudos superiores 0

El 40% gencotipos se encuentran en € rango de 28-30 cm de dtura, incluyendo las
variedades Tio Canda-75 y Desarrurd (Figura 2). Por otro lado, € 33% de los genotipos
florean entre los 31 y 32 DDS, en la cud encontramos a la variedad Desarrurd; d 13%
del germoplasma y la variedad meorada Tio Canda-75 florean entre los 37 y 38 DDS
(Figura 3). De igua manera, se observa que € 54% de los genotipos son mas precoces
(<63 DMF), y d 4% son variedades de madurez intermedia que maduran posteriormente
(>65 DMF) (Figura4).
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Figura 2. Digtribucién de frecuencias atura de planta en e germoplasma hondurefio de
frijol comun. Zamorano, 2002.
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Figura 3. Digtribucion de frecuencias de dias a floracion del germoplasma hondurefio de
frijol comun. Zamorano, 2002.
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Figura 4. Didribucion de frecuencias de dias a madurez fisiologica del germoplasma
hondurefio de frijol comin. Zamorano, 2002.

Los componentes de rendimiento nos indican que € 60% de los genctipos tuvieron entre 7
y 8 vanas por planta; en este grupo se encuentran las variedades Desarrurd y Tio Canda-
75 (Figura 5). Segin d NSV de los 48 genotipos, € 31% tuvo cuatro y & 58% cinco
semillas por vaina (Figura 6). Sn embargo, @ 50% de los genotipos tuvieron granos de
tamafio pequefio (23-25 ¢/ 100 semillas); un 21% tuvo un peso entre los 26 y 28 g PSCS,
gue es consderado de tamafio mediano (Figura 7).
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Figura 5. Digtribucién de frecuencias del nimero de vainas por planta del germoplasma
hondurefio de frijol comin. Zamorano, 2002.
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Figura 6. Distribucién de frecuencias de nimero de semillas por vaina del germoplasma
hondurefio de frijol comin. Zamorano, 2002.

En los rendimientos promedios de los 48 genotipos evauados, un 8% tuvieron
rendimientos entre 1201 y 1300 kg/ha, y un 13% entre 1301 y 1400 kg/ha. En estos
grupos = encuentran las variedades Tio Canda-75 y Desarrura, respectivamente (Figura
8). Egtos resultados sugieren que no hubo relacion del potencid de rendimiento con la
procedencia (dtitud) (Figura 9).
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Figura 7. Distribucion de frecuencias del peso seco de cien semillas (g) del germoplasma
hondurefio de frijol comin. Zamorano, 2002,
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Figura 8. Distribucion de frecuencias de rendimento del germoplasma hondurefio de

frijol comin. Zamorano, 2002.
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Figura 9. Reacion dd potencid de rendimiento dd germoplasma hondurefio de frijol
comun con su procedencia (dtura). Zamorano, 2002.

Las accesones provienen de varias regiones de los Departamentos de Honduras, por lo
cud este germoplasma presenta una gran variabilidad (Figura 10).
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Figura 10. Origen geogrédfico de las accesiones del germoplasma hondurefio de frijol
comun. Zamorano, 2002.
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La varidbilidad dd germoplasma hondurefio de frijol, permite d fitomeorador
seleccionar caracteristicas deseables para obtener variedades megjoradas y con potencia de
rendimiento. Exise un pequefio grupo de genotipos que s diferencian marcadamente,
éde incluye a la variedad Concha Rosada y las accesiones F-371 y F-190, las cuades
obtuvieron los mayores rendimientos (Figura 11). Segun las caracterigticas morfologicas y
fenoldgicas con coeficientes de similitud, € germoplasma hondurefio de frijol, se separa
en dos grupos, en @ primero, se encuentran los genotipos Amadeus-77, 126, Dorado,
Madura Pargo, F-102, F-340, F-332 y F-405, las cudes son sembradas en varias
localidades de las region orientd y occidental. En € segundo grupo, se encuentran € resto
de los genotipos, lo cud indica que existe una mayor smilitud dentro de cada grupo que
entre dlos. Estos resultados, se deben consderar en la planificacion de mango de los
recursos genéticos como accesiones duplicadas, y, la decison de la preservacion de estas
accesiones, se supeditard ala disponibilidad de espacio y recursos.



Figura 11. Dendrograma morfologico y fenolégico de las accesiones estudiadas. Zamorano, 2002.
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4.2 EVALUACION DE LA REACCION DEL GERMOPLASMA HONDURENO
DE FRIJOL A ENFERMEDADES

En la época de verano del 2002 se evalud 48 genotipos por su reaccion a bacterioss y
pudricién carbonosa, observandose su comportamiento en cuanto a severidad e incidencia
principa mente.

Los 48 maerides evduados por su reaccion a bacteriods no tuvieron diferencia
sgnificativa entre élos (Cuadro 15). En generd, se obsarvd que no exigtieron genotipos
resstentes a bacterioss. Sin embargo, existe la accesidén F-85 (450 msnm) que presentd
una severidad de 3, y un porcentge de incidencia bgo (8%) y puede ser Util en programas
de fitomgoramiento. La bacteria se desarrolld bgo condiciones de temperatura promedio
de 24°C; lo cud no concuerda con las temperaturas éptimas para d desarrollo de la
bacteria de 28 a 32°C y humedad relativa dta (Saettler, 1989). Las temperaturas inferiores
a las ¢ptimas para € crecimiento del patdgeno cuando e redizd la evduacion, pudieron
dfectar d desarrollo y la infeccion del mismo. Sin embargo, la severidad fue bagtante dta
Es necesario redizar nuevas evauaciones para reconfirmar los resultados, ya que factores
ambientales pudieron ocasionar escapes de infeccion.

En la evduacion para la pudricion carbonosa, todos los genotipos fueron susceptibles.
Egto indica que hubo una buena preson de la enfermedad. Sin embargo, los niveles de
incidencia fueron bgos, con nivedes menores a 2%, lo cud demuestra que eda
enfermedad no causd perdidas condderables en d cultivo y por €lo no se rediza ningln
control: Campos (1987) menciona que la pudricion carbonosa, nunca ha causado dafios de
condderacion y no amerita ningln tipo de control; por otro lado M. phaseolina tiene
otros organismo antagonicos en € sudo, como Aspergillus flavus, A. rugulosos, A.
terreus, Thielavia terricola, Trichoderma lignorum y Bacillus cereus los cudes inhiben €
crecimiento del hongo.

En la época de primera dd 2002 se evauaron los 48 genotipos por su reaccion a la
mancha angular y antracnoss, observandose su comportamiento en cuanto a severidad e
incidencia principamente (Cuadro 16).

En la evduacion de la mancha angular, la mayoria de los genotipos fueron susceptibles.
Para comprobar € ataque del hongo, se utilizo d testigo resstente G06727 que mostré un
grado de severidad de 1. La accesiéon F-245 mostrd un grado de severidad de 6 y una
incidenciadd 35% en la escala de cdificacion, y se consdera en la categoriaintermedio.

Para que d hongo desarrolle, esporule y cause infeccion requiere de temperaturas de 16 a
24°C, y humedad de 80 a 95% (Campos, 1987), condiciones que se dieron en Zamorano
durante  periodo de evaluacion (temperatura promedio de 24°C).
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Cuadro 15. Resultados de la evaluacion de la severidad (S) e incidencia (1) de
enfermedades en el germoplasma hondurefio de frijol comin.
Zamorano, 2002.

Accesion Bacteriosis Pudricion carbonosa  Mancha Angular*  Antracnosis®
S(1-9) | (%) S (1-9) 1(%) S(1-9) 1 (%) S(1-9) | (%)
GO6727 - - - - 1 0a 1 0a
Amadeus-77 7 17 9 3 9 83 de 8 55 b
Desarrura 5 37 9 1 9 75 cde 9 58 b
TC-75 4 28 9 1 9 93 e 9 55 b
DORADO 5 35 9 4 9 85 de 8 58 b
Danli 46 4 18 9 2 8 70 cde 8 60 b
Concha Rosada 6 43 9 0 9 70 cde 8 50 b
M adura Pargjo 4 12 9 0 9 75 cde 8 45 b
Chingo 5 15 9 0 9 85 de 9 75 b
Paraisito 3 12 9 0 9 85 de 9 85 b
F09 5 17 9 1 9 70 cde 9 60 b
F22 6 43 9 0 8 70 cde 9 70 b
F30 5 20 9 0 9 70 cde 9 88 b
F34 6 52 9 0 8 45 bed 9 Q0 b
F47 7 50 9 0 9 70 cde 9 75 b
F57 7 63 9 0 9 80 cde 9 80 b
F72 5 35 9 0 9 85 de 9 85 b
F77 7 20 9 0 9 85 de 9 Q0 b
F79 6 23 9 1 9 90 de 9 8 b
F80 6 30 9 0 9 80 cde 9 90 b
F85 3 8 9 0 9 70 cde 9 80 b
Fol 5 22 9 1 9 83 de 9 9 b
F97 6 35 9 0 9 85 de 9 90 b
F102 7 40 9 0 9 80 cde 9 83 b
F104 5 20 9 0 8 75 cde 9 75 b
F107 5 27 9 0 9 85 de 9 90 b
F117 4 8 9 0 9 83 de 9 8 b
F126 6 27 9 1 8 50 bede 9 70 b
F130 5 17 9 0 9 80 cde 9 75 b
F147 6 43 9 0 7 65 cde 9 60 b
F155 4 25 9 1 8 55 bede 9 70 b
F169 6 30 9 0 9 85 de 9 88 b
F190 4 15 9 0 9 70 cde 9 70 b
F201 5 10 9 0 9 65 cde 9 90 b
F211 4 20 9 0 9 85 de 9 90 b
F218 4 30 9 0 9 83 de 9 85 b
F245 5 18 9 0 6 35 bc 9 3Bb
F253 6 40 9 0 9 88 de 9 80 b
F264 5 20 9 0 9 65 cde 9 88 b
F321 4 12 9 1 9 B3 e 9 9 b
F332 4 22 9 0 9 80 cde 9 90 b
F340 6 37 9 1 9 60 cde 9 80 b
F371 6 35 9 0 9 85 de 9 95 b
F405 7 57 9 0 9 85 de 9 80 b
F419 5 40 9 1 9 75 cde 9 8 b
F421 6 37 9 1 9 85 de 9 93 b
F428 6 27 9 0 9 70 cde 9 85 b
F505 5 37 9 0 9 65 cde 9 60 b
F518 8 63 9 1 8 55 bede 9 45 b
Promedio 5 27 9 0 9 71 9 73
ANDEVA ns ns ns *x *x *ox *x *x
DM S(0.05), - - - 0.21 - - - -
S\K (0.05) - - - - 1.96 2.04 096 204
C.V. (%) 475 34.1 0 4.1 9.3 23.2 55 415

** Altamente significetivo a nivel deP = 0.01 , ns No significativo
? Medias con la mismaletrason estadisticamente iguales
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La ocurrencia del fuerte aague de mancha angular en Zamorano, permitié confirmar
nivees bgos de ressencia a eda enfermedad en € germoplasma locd, variedades
criollas y meoradas, se sugiere incorporar resstencia a esta enfermedad en las variedades
en programas de fitomgoramiento. En este caso se sugiere € uso de fuentes de resstencia
de acervo genético andino, ta es € caso dd materid G06727. En Zamorano, se han
redizado estudios de evauaciones fenotipicas por reaccion a la mancha angular en las
camas de infeccion, de plantas de generaciones F2, F3 y F4 de la poblacién ALS 9951,
por Diaz (primer semestre de 2001); y se continuaron las evaluaciones de las generaciones
F5y F6, por Parrefio (segundo semestre de 2002).

No se redizaron estudios acerca de las razas que se presentaron en las accesiones
evduadas y es necesario reconfirmar estos resultados para posbles usos en
fitomejoramiento.

Todos los genotipos evduados fueron susceptibles a la antracnoss. Sin embargo, €
genotipo del acervo andino G06727 fue resstente con un grado de ®veridad de 1 en la
escda de cdificacion. Es importante mencionar que las temperaturas promedio de 24°C
durante la mayor pate dd ciclo biologico dd cultivo favorecieron € desarrollo de la
antracnoss, lo cud coincide con Campos (1987), que manifieta que esta enfermedad
para que € agente causal se desarrolle y disemine, se requiere de dta humedad reativa
(95%) y de bgas temperaturas (de 16 a 24°C). No se utilizaron diferencides para
identificar laraza

Es necesario redizar otras evaluaciones para reconfirmar estos resultados y poder obtener
posibles fuentes de resstencia para e uso en fitomeoramiento.
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43 RESPUESTA DEL GERMOPLASMA HONDURENO DE FRIJOL A LA
INOCULACION CON RHIZOBIUM EN INVERNADERO

El germoplasma hondurefio de frijol presentd una gran variacion en € color de hojas en la
respuesta a la inoculacion con Rhizobium. En la evaluacion de los genotipos (Cuadro 16)
se encontr6 meterial con color de hojas verde oscuro, que representaban la ausencia de
sintomes por deficiencia de nitrégeno, debido a una buena capacidad de fijacion de
Nitrogeno atmosférico (N2). las accesiones que tenian colores en sus hojas amerillo claro
o amerillo brillante eran indicaciones de deficiencia de nitrégeno, y por lo tanto de pobre
capacidad para fijar N>.

Solo un genotipo fue catalogado con e color verde oscuro, 3 (6.3%) fueron valoradas
verde claro, 22 (45.8%) verde amarillento, 21 (43.8%) amarillo claro, y 2 (4.1%) tuvieron
color de hojas amerillo brillante (Cuadro 17). De todas las accesiones que tenian
coloraciones amerillas, la mayoria presentd néduos por arriba de la media (> 258),
excepto los genotipos Tio Canela- 75, F-126, F-190 y F-518.

En e Cuadro 17 se muestran los promedios de nimero de nddulos (NN), peso seco de
nédulos (PSN) y peso seco de follaje (PSF) del germoplasma hondurefio de frijol comin y
los tratamientos testigos. Se obtuvieron diferencias dignificativas entre meteriales. La
variable PSN fue la Unica que no presentd diferencia significativa. Sin embargo, € 52%
de los genotipos obtuvieron PSN mayores a promedio (185 mg/pl). Las diferencias
observadas en nodulacion (NN y PSF) pueden ser debidas a la gran variabilidad que
presenta e germoplasime.

La variedad Amedeus 77, Danli 46 y la accesion F-147 se encuentran dentro del 6% més
productoras de nédulos (NN), aproximadamente 1.5 veces por arriba del promedio. Sin
embargo, € tratamento testigo (Desarrural con fertilizacion nitrogenada) presentd una
cantidad de nddulos 1.4 veces por arriba de la media La presencia de nédulos puede
deberse a la presencia de rhizobios nativos y a que en la especie de frijol no existen
materialles que no nodulen, aunque No se descartan otras posbles fuentes de
contaminacion (salpique por riego, salpique por pipetas, etc.).

La capacidad de formar nddulos, no necesariamente indica la eficiencia en la fijacion
biolégica de nitrégeno; para cada combinacion leguminosa-rhizobio, € nivel éptimo de
nodulacion es diferente. Por lo que es comin observar leguminosas promiscuas que
presentan una nodulacion “semiefectiva’ en donde se observa buena nodulacion, pero
fijan una reducida cantidad de N, que no les permite alcanzar su potencial de rendimiento
(Mora, 1995).

El PSF sirvid para determinar la influencia del tratamiento sobre la produccion de meteria
verde. Se observaron diferencias significativas (P<0.01) entre los genotipos y tratamiento
testigos. Desarrural con fertilizacion nitrogenada y sin inoculacion con Rhizobium y Tio
Canela-75 con fertilizacion nitrogenada, fueron los que obtuvieron los valores més altos
de PSF, 1.5 veces més que el promedio general e iguales estadisticamente entre ellos.
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Cuadro 16. Color de hojas, promedio del nimero (NN) y peso seco de nodulos (PSN)
por planta, peso seco de follgje (PSF) de germoplasma hondurefio de frijol comin

inoculado con Rhizobium. Ensayo en invernadero. Zamorano, 2002.

Accesion Color de hojas NN ? PSN (mg/pl) PSF (g/pl) *
Amadeus-77 Verde claro 362 abc 250 17 c
Desarrural Verde amarillento 294  bcdefghi 200 2.0 bc
TC-75 Verde amarillento 177 hijkl 150 1.8 bc
DORADO Verde amarillento 315 abcdefg 150 16 c
Danli 46 Amarillo claro 428 a 250 1.8 bc
Concha Rosada Amarillo brillante 268 bedefghijk 150 17 c
Madura Parejo Amarillo claro 213 efghijkl 150 1.7 c
Chingo Amarillo claro 245 bedefghijkl 150 16 c
Paraisito Verde amarillento 314 abcdefg 200 16 c
F09 Verde amarillento 265 bedefghijkl 250 14 c
F22 Verde amarillento 250 bcdefghijkl 200 1.7 c
F30 Verde amarillento 266 bcdefghijkl 150 16 c
F34 Amarillo claro 263  becdefghijkl 200 16 c
F47 Amarillo claro 331 abcde 200 17 c
F57 Verde claro 189 fghijkl 150 15 ¢
Fr2 Amarillo claro 296 abcdefghi 200 1.8 bc
Fr7 Amarillo claro 284 bcdefghi 250 2.0 bc
F79 Verde amarillento 265 bedefghijkl 150 16 c
F80 Verde amarillento 346 abcd 200 17 c
F85 Verde amarillento 274 bedefghijk 250 1.8 bc
Fo1 Amarillo claro 239 cdefghijkl 100 13 ¢c
Fo7 Verde amarillento 241 bedefghijkl 150 1.8 hc
F102 Amarillo claro 243  bedefghijkl 150 14 c
F104 Amarillo claro 311 abcdefg 200 1.8 bc
F107 Verde amarillento 210 efghijkl 150 16 c
F117 Verde amarillento 296 abcdefghi 250 16 c
F126 Verde amarillento 169 ijkl 150 1.7 c
F130 Amarillo claro 201 efghijkl 150 15 ¢c
F147 Amarillo claro 373 ab 200 17 c
F155 Verde amarillento 303 abcdefgh 200 1.7 c
F169 Verde amarillento 185 ghijkl 150 14 c
F190 Amarillo claro 134 Im 100 l4 c
F201 Verde amarillento 225 defghijkl 250 l4 c
F211 Verde amarillento 354 abcd 200 17 c
F218 Amarillo claro 261 bedefghijl 200 1.8 bc
F245 Amarillo claro 303 abcdefgh 200 15 ¢c
F253 Verde claro 141 KIm 100 14 c
F264 Amarillo brillante 271 bedefghijk 150 16 c
F321 Amarillo claro 266 bcdefghijkl 200 16 c
F332 Amarillo claro 320 abcdef 250 1.8 bc
F340 Amarillo claro 267 bcdefghij 150 1.8 hc
F371 Verde amarillento 223 defghijkl 150 14 c
F405 Amarillo claro 207 efghijkl 150 15¢c
FA419 Verde amarillento 203 efghijkl 150 1.8 bc
F421 Verde amarillento 281 bcdefghi 150 15 ¢
F428 Amarillo claro 319 abcdef 200 16 c
F505 Amarillo claro 278 bcdef ghij 200 16 c
F518 Verde amarillento 145 jkim 150 16 c
Desarrural (CN) Verde amarillento 367 abc 250 25 ab
Desarrural (R) Verde amarillento 252 bedefghijkl 200 25 ab
TC-75 (CN) Verde oscuro 223 defghijkl 200 28 a
TC-75(R) Verde amarillento 188 fghijkl 150 1.9 bc
Soya Amarillo claro 25 m 100 16 c
Brachiaria Amarillo claro - - 0.7 d
Promedio - 258 185 1.7
Rango - 428-25 250-100 2.8-0.7
ANDEVA - ** ns *x
SN\K (0.05) - 266.4 3.95 3.95
C.V. (%) - 36.9 38.7 17.5

** Altamente signifactivo P = 0.01, ns No significativo. * M edias con la mismaletrason estadisticamenteiguaes
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Todas los genotipos, no presentaron diferencias significativas de PSF entre ellos, ni entre
Tio Canela-75 inoculado y no inoculado con Rhizobium; lo cual se puede ameritar a la
presencia de rhizobios nativos viables capaces de infectar las raices, a pesar de que fue €
medio fue esterilizado, con € objetivo de disminur a minimo la poblacién de cepas
nativas, por lo que, se puede decir que e suelo no estuvo totalmente estéril. La presencia
de nddulos en la soya, la cual no es nodulada por la cepa CRA77 de frijol, sugiere la
presencia de rhizobios nativos en e medio debido a una esterilizacion incompleta del
medio.

Sin embargo, existen accesiones como la ~72, 77, 85, 97, 104, 218, 332,
340 y F-419 que obtuvieron en promedio de PSF 1.1 veces mas arriba dd promedio
generd. El resto de los materides evduados obtuvieron los menores vaores, tratamientos
en los que, se observé un reducido desarrollo foliar.

Los resultados anteriores indican que existen 9 accesones capaces de obtener un
crecimiento y desarollo foliar smilar a los testigos que se les aplicd nitrogeno. Pero la
disponibilidad de N proveniente de FBN se nicia gproximadamente 20 dias después de la
sembra, debido a lo cud se hace necesario adicionar una pequefia cantidad de N minerd
(30 kg N/ha), paa edimular € crecimiento inicid de las plantulas, favorecer d
establecimiento de las cepas en d cultivo y laformacion de nodulos (Silvester, 1983).

Cuadro 17. Variabilidad de color de hoja de los genotipos del germoplasma hondurefio
de frijol comdn, inoculados con Rhizobium. Ensayo en invernadero.

Zamorano, 2002
Color NUmero de
genotipos
Verde oscuro 1
Verde claro 3
Verde amarillento 25
Amarillo claro 23
Amarillo brillante 2
Total de genotipos 54

En d andiss de corrdacion, se observaron relaciones entre d PSFy € PSN por planta,
demostrando asi que a un mayor peso seco de nédulos € peso seco dd follgje es mayor
(Cuadro 18).

Cuadro 18. Resultados de andisis de correlacion paralas varigbles PSF y PSN. Ensayo
en inver nader o. Zamor ano, 2002.

PSN
PSF | 0.17

* Sgnificativo a P=0.01



44

44 EVALUACION MOLECULAR DEL GERMOPLASMA HONDURENO DE
FRIJOL

Los 19 cebadores empleados en este estudio generaron un total de 42 bandas RAPDs
(Cuadro 19). Se abtuvo un total de 11 bandas polimorficas que varian desde una banda en
los cebadores OpW-06, OpT-07, OpP-09, OpL-04 y OpU-19 hasta dos bandas en los
cebadores OpH-04, OpG-15 y OpC-04, para un promedio de 2.2 bandas por cebador. El
porcentaje general de polimorfismo alcanzd e 26%. La figura 12 muestra las bandas
amplificadas con el cebador OpQ-14.

Cuadro 19. Polimorfismos detectados con los cebadores RAPDs de la evaluacion
molecular del germoplasma hondurefio de frijol. Zamorano, 2002.

NUmero de NuUmero de NUmero de NuUmero de
Cebador bandas bandas Cebador bandas bandas

monomorficas  polimorficas monomorficas  polimarficas
OpH-13 2 0 OpO-13 1 0
OpH-04 2 2 OpG-03 1 0
OpH-08 2 0 OpW-09 2 0
OpW-13 3 0 OpO-19 3 0
OpG-15 0 2 OpP-09 2 1
OpY-06 2 0 OpQ-14 2 0
OpC-04 1 2 OpB-10 1 0
OpO-16 2 0 OpL-04 1 1
OpW-06 2 1 OpU-19 1 1
OpT-07 1 1

E (100 pb) E (100 pb)

Figura 12. Patrones de bandas RAPDs generados por e cebador OpQ-14. Zamorano,
2002.
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Con las bandas generadas por € andliss RAPD, se realizd un dendrograma utilizando el
coeficiente de DICE (Figura 13).

Las variedades Amadeus-77 y Tio Canela-75 se unen a las accesiones F-169, F-155, F-
253 con un coeficiente de similaridad de 0.98. Las accesiones F-169, F-155 y F-253
provienen de localidades de la regién Occidental de Honduras (Copén y Ocotepeque), de
altitud de 850 a 1890 msnm. Es importante recalcar que la smilitud entre las variedades
Amadeus-77 y Tio Canela-75 se debe a que la primera fue desarrollada mediante la cruza
de Tio Canela-75 x DICTA 105, es decir es descendiente de esta variedad.

El 85% de los genotipos pertenecen a otro grupo y entre ellos existe un coeficiente de
similaridad de 0.98. En este grupo se encontrd un coeficiente de similitud de 1.0 entre las
accesiones F-79, F-85, F-340 y las variedades criollas Desarrural y Paraisito; estos
genotipos son sermbrados en varias regiones de los departamentos de El Paraiso y Valle.

Las variedades Danli-46, Madura Pargjo y Chingo, se agruparon a las accesiones F-405,
F-47, F-126 y F-264 con un coeficiente de similitud de 0.988. A éstas se agrupa la
accesion F-102 pero a un nivel de similitud més bajo.

Las accesiones F-91, F-130, F-218, F-371, F-419 y F-421, son parte de un mismo grupo
con un coeficiente de similaridad de 1.0; éstas se conectan con la accesion F-72 con un
coeficiente més bagjo (0.988). Estas accesiones pertenecen a grupo con los rendimentos
mayores a 1200 kg/ha y son sembradas en localidades con alturas menores a 950 msnm
La accesion F-72 no presenta muy buenas caracteristicas de NSV y NVP y la F-371
obtwvo €l tercer rendimiento més alto (1672 kg/ha).

La variedad criolla Concha Rosada se agrupa con la accesién F-57 con un coeficiente de
similitud de 0.988; son originarias de Yoro y son considerados genotipos precoces (<65
DMF).

Las accesiones F-80 y F-245 se encuentran separadas de los grupos anteriores, F-245 tiene
un hébito de crecimento tipo 1, tuvo un rendimiento mayor a 1300 kg/lha y es sembrada
en locaidades con altitudes cercanas a los 1800 msnm; en este estudio se adaptd
favorablemente a las condiciones de Zamorano (800 msnm). La variedad mejorada
Dorado, fue la Unica marcadamente separada de los grupos descritos anteriormente; en su
desarrollo se usaron progenitores de otros paises.
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Figura 13. Dendrograma molecular de las accesiones estudiadas. Zamorano, 2002.
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La desproporcion entre las cuarenta y dos bandas RAPDs permite generalizar la
deteccion de la variabilidad del germoplasma hondurefio de frijol. La magnitud de la
variabilidad se correlaciona con la probabilidad de deteccion de la misme; sin embargo,
los ensayos habituales que se plantean con técnicas moleculares exploran una parte
minima del genoma y por tanto la probabilidad de encontrar diversdad se reduce
(Ulanovsky et al., 2001).

Los marcadores RAPDs permitieron caracterizar las accesones del germoplasma
hondurefio, que cuenta con numerosas entradas. Ulanovsky et al. (2001) manifiesta que
los marcadores RAPDs son més féciles de implementar y demandan menos recursos, se
consideran adecuados para caracterizar accesiones integrantes de una coleccion con
numerosas entradas, con la finalidad de identificar el meterial y organizar € mango y €
mantenimento interno de un Banco de Germoplasma.

Los 48 genotipos se pueden agrupar en 21 modelos digtintos, con un coeficiente de
similaridad de 1.0. Las accesiones que menifiestan modelos idénticos en la caracterizacion
molecular, se pueden considerar como accesiones duplicadas. Sin embargo, en la
planificacion del mango de los recursos genéticos, no se descarta la existencia de
diferencias genéticas detectables en e futuro, y la preservacion de las accesiones se
supeditard a nimero detectado de genotipos diferentes y la disponibilidad de espacio y
recursos.



5. CONCLUSIONES

Existe una gran variabilidad en & germoplasma evaluado, en e rendimento y sus
componentes; habiéndose identificado un grupo (19%) con alto potencial.

La mayoria de las accesiones presentaron buenas caracteristicas de precocidad.
La mayoria de las accesiones son de grano de color rojo, variando en su tonalidad.

La inoculacion con la cepa CR477 de Rnhizobium presentd mayor nodulacion y vigor
vegetativo.

Todas las accesiones fueron susceptibles a bacteriosis, pudricion carbonosa, mancha
angular y antracnosis.

Los marcadores moleculares empleados en este trabgo demostraron que existe una
gran variabilidad genética, y las accesiones presentaron 28 modelos distintos de
agrupaciones. Estos resultados nos permiten identificar accesiones genéticamente
similares como otras atamente diversss.

Los genotipos F-190 (Talete de guia de Lempira), F-371 (Moro de Choluteca) y
Concha Rosada, demostraron genética (molecular) y agrondmicamente un alto grado
de similitud, y poseen un buen potencial de rendimiento.



6. RECOMENDIACIONES
Evaluar los mejores meterides y en diversas localidades, y considerarlos como
progenitores en programes de fitomejoramiento.
Realizar la caracterizacion y evaluacion en zonas altitudinales diferentes.
Evaluar este germoplasma por otros factores (p.e. calor y sequia).
Evaluar otras cepas de Rhizobium en este germoplasma.

Continuar con la caracterizacion genética utilizando otros marcadores moleculares
RAPDs para incrementar la precision sobre las relaciones genéticas entre las
accesiones.
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Anexo 1. Temperaturas maximas y minimas durante las evaluaciones de resistencia
a bacteriosis y pudricion carbonosa. Ensayo de verano. Zamorano, 2002.
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Anexo 2. Temperaturas maximas y minimas durante las evaluaciones de resistencia
a mancha angular y antracnosis. Ensayo de primera. Zamorano, 2002.
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Anexo 3. Caldo-L evadura-M anitol

Composicién para 1,000 ml de medio:

Fosfato de Potasio Monobésico (K2HPO,) 05¢g
Sulfato de Magnesio Heptahidratado (MgSO,4.7H20) 02¢g
Cloruro de Sodio (NaCl) 01lg
Manitol 109
Extracto de levadura 05¢g
Preparacion:

En un frasco Erlenmeyer de 1,000 ml, mezclar todos los ingredientes con el agua destilada
y agitar hasta su completa dilucion (liquido de color amerillo). Medir € pH y normalizarlo
a6.8-7.3 3 es necesario. Luego esterilizar.

Esterilizacion del medio:

La pureza del medio de cultivo es muy importante para e crecimento de la bacteria libre
de competencia con otros microorganimos. Para ello se debe:

Colocar e medio en un autoclave a 121 °C de tenperatwa y 15 PSI
(libras/pulgada’) de presién durante 20 minutos.

El frasco donde se esterilice € medio debe ser autoclavado y debe ser llenado
hesta la mitad para evitar que se derrame d liquido. Se aconsga que éste sea
cubierto por un tapon de algoddn y gasa que permita el intercambio de gases.

S la presion, temperatura y tiempo de la edterilizacion son variados, pueden
resultar en problemes de crecimiento ya que a eevarlos se incure en la
desnaturalizacion de los componentes del medio y a reducirlos se incurre en la
eliminacion incompleta de los microorganimos no deseables.

Una vez edterilizado, € medio debe ser enfriado y distribuido en los platos petri para su
uso, recordando siempre de mangarlo bajo condiciones estériles para conservar su pureza.

Una vez que e caldo levadura manitol ha sido preparado y esterilizado, debe incubarse a
30 °C por 24 horas para comprobar su absoluta esterilidad. Si no presenta desarrollo de
patégenos, se almacena bajo refrigeracion hesta su posterior uso (este paso no es
necesario).
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Anexo 4. Prueba de gota para determinar la cantidad de Rhizobium existente en los

inoculantes.

Se usan platos Petri con Agar-Levadura-Manitol y Rojo congo, que han estado
refrigerados al menos por 3 dias y antes de la prueba por lo menos dos horas en €
incubador para secarlos. Antes de la prueba, con un I4piz graso se divide cada plato en 8
partes iguales en e fondo; cada sector debe ser rotulado con la dilucion a usarse,
considerando que se obtendran cuatro repeticiones por dilucion por lo tanto en un plato
habré 2 diluciones. El procedimiento, efectuado bajo estrictas medidas de esterilidad, es €
siguiente:

1.

Dilur 1 ml de inoculante en 9 m de agua destilada estéril para obtener la dilucién de
1/10; y continuar las diluciones hasta lograr la dilucion 8/10.

Una vez obtenidas las ocho diluciones, se procede a su siembra en los platos Petri
correspondientes. Para ello se utilizan pipetas Pasteur cortas y estériles con igual
diametro en la punta fina. Se extrae % de la pipeta con una dilucién, y se coloca una
gota en cada réplica correspondiente en e plato. Este procedimiento se repite con
todas las diluciones y platos.

Dejar reposar e plato hasta que e medio absorba € liquido y una vez absorbido,
invertirlos e incubarlos por 24 ha 30 °C.

Proceder a conteo de colonias de bacterias cuando se observe crecimento. Este se
efectta en la dilucion donde hay de 10-30 colonias por gota, obteniendo la media de
colonias crecidas en las 4 repeticiones y registrando el resultado.

Considerando que una pipeta Pasteur tiene capacidad para 1 ml de agua y que su punta
més fina permite la salida de 0.3 ml de agua por gota, de acuerdo a la siguiente formula se
puede obtener la cantidad de Rhizobium en el inoculante empleado.

Cantidad de células/ml = Tamaio pipeta (ml) x NUmero de x Factor de

Tamaiio de gota (ml) colonias dilucion
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Anexo 5. Resultado del andlisis quimico del medio (suelo:arena:perlita:vermiculita).
L aboratorio de suelos. Zamorano, 2002.

Lab. Muestra pH Ntotal P K Ca Mg
(H0) % ppm ppm ppm ppm
#630 | Medio (suelo, MLA B A A A M
arena, perlita, 6.68 0.06 166 266 1567 202
vermiculita)
Interpretacion
A =Alto
M = Medio
B =Bgo

pH: MLA= Muy levemerte Acido
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Anexo 6. Solucion libre de nitr 6geno de Broughton y Dillworth (NifTal).

Solucion stock 1: a 1.0 L de agua destilada agregar 294.1 g de CaCl,.2H,0 (cloruro
de calcio dihitratado).

Solucion stock 2: a 1.0 L de agua destilada agregar 136.1 g de KH2PO, (fosfato de
potasio dibésico).

Solucion stock 3: a 1.0 L de agua destilada, agregar 6.7 g de citrato de hierro, 123.3 g
de sufato de megnesio heptahidratado (MgS04.7H,0), 87 g de sufato de potasio
(K2SO4) y 0.34 g de sulfato de manganeso hidratado (MgSO4.H2Q). Mezclar bien
todos estos ingredientes.

Solucion stock 4: a 1.0 L de agua agregar 0.25 g de &cido bérico (H3sBO3), 0.29 g de
sufato e znc heptahidratado (ZnS04.2 H20) y 0.048 g de molibdato de sodio
dihidratado (Na2M00-.2 H,Q). Mezclar bien todos esos ingredientes.

Para preparar 10 litros de solucion nutritiva, tomar 5 ml de cada soluciéon stock y agregar
9.980 ml de agua destilada estéril. Ajustar el pH a un rango de 6.6-6.8, usando NaOH 1N.

Las cuatro soluciones stock, deben ser amecenadas en recipientes oscuros de 1 litro de
capacidad para su uso continuo. Si se desea obtener tratamientos con nitrégeno, se afiade
KNOs al 0.05 % a la solucion, obteniendo una concentracion de 70 ppmde N.
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Anexo 7. Extraccion de ADN para el andlisis RAPDs (método de la UW-Madison)

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Cosecha 0.5-0.75 g de tgido fresco de plantas (6-8 mitades de hojas primerias) a los
10 a 12 dias despueés de sembra.

Agregar 50 L de buffer de extraccion (PEX) en un tubo de microcentrifuga de 1.5
ml. Macerar € tejido en un tubo usando una barra (pestle) de plexiglass de laboratorio.

Agregar 450 L adicionales de buffer PEX y agitar el tubo en el vortex.

Lo més pronto posible (antes de 1 hora), colocar los tubos con las muestras de tejido
en bafio maria a 65 °C durante 30-60 minutos.

Centrifugar la muestra durante 10 min a > 14,000 RPM (alta velocidad) usando una
microcentrifuga, para concentrar (pellet) los residuos de tejido.

Transferir e sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 ml limpio. Precipitar los &cidos
nucleicos llenando los tubos con una mezcla 6:1 de etanol:Acetato de Amonio 7.5 M.
Mezclar invirtiendo los tubos y dejar precipitar por 30min a temperatura ambiente.

Agtar los tubos manualmente para romper e precipitado. Peletear los é&cidos
nucleicos precipitados, centrifugando las muestras a 3,000 RPM (bagja velocidad)
durante 10 min en una microcentrifuga.

Elimnar el sobrenadante. Agregar a los tubos con los pellets 300 UL de RNAasa A
(concertracion de 100 pL/ml) + buffer 0.1X TE® (juntas). Agitar los tubos
manualmente y colocarlos a incubar en bafio mariaa 37 °C por 1 hora.

Centrifugar las muestras a >14,000 RPM por 1 min (3 min S se desean muestras mas
limpias), para peletizar los residuos de tejidos remanentes.

Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 m.

Precipitar e ADN llenando los tubos con una mezcla de 10:1 de etanol:Acetato de
Sodio 3 M. Mezclar invirtiendo los tubos y permitir que se precipiten a temperatura
ambiente por un tiempo no mayor a 30 min.

Agitar bien los tubos manualmente para romper e precipitado, antes de proceder a
peletearlo. Centrifugar las muestras por 5 min a 3,000 RPM para peletizar el ADN.

Vaciar el Etanol/Acetato de Sodio® y lavar los pellets llenando los tubos con 70%
etanol; agitar manualmente.

Colectar los pellets centrifugando por 15 segundos a 14,000 RPM.

Separar los pellets usando el vortex.
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16. Vaciar € etanol y secar los pellets invirtiendo los tubos sobre papel toalla (2-3 horas 0
de un dia para € otro).

17. Rehidratar los pellets agregando 100-200 L de TE 0.1X (dependiendo de su tamaiio).
Ayudar a disolverlos colocando los tubos a 65 °C en bafio maria durante 3 min.

18. Almecenar las muestras de ADN en un congelador a —20 °C. A partir de este paso es
necesario medir la concentracion de ADN (ng/lL), con €@ fin de preparar las
diluciones (4 ng/lL) necesarias para efectuar las reacciones para su amplificacion.

2 Buffer TE (TRIS 1 mM, pH=7.5; EDTA 0.1 mM, pH=8.0)
b Usar acetato de sodio 3H,0 (pH=5.2, usando &cido acético glacial)



63

Anexo 8. Método de cuantificacién de ADN (instrucciones para € uso del
Fluordmetro Hoefer Pharmacia Biotech Inc., DyNA ™200)

1. Colocar 2 ml de buffer de cuantificacion en un cubo (cuvette) limpio y calibrar €
fluorémetro a cero.

2. Agregar 2 |L de muestrade AND al buffer cuantificador.
3. Mover ligeramente el cubo para mezclar la muestra.
4. Colocar e cubo en la celda del fluorémetro y leer la concentracion de ADN en ng/mil.

5. Vaciar el cubo, enjuagar con agua destilada, y airearlo un poco, antes de colocar la
siguiente muestra.

* Fluorémetro: (Hoefer) TKO-100, ?ex + 365 nm, ?em+ 460 nm
* Buffer de cuantificacion:
10 pL solucion para tincion concentrada + 100 ml buffer TNE 1X (pH=7.4)
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Anexo 9. Dilucionesde ADN (a4 ng/ml) segin € método dela UW Madison

Dilucion de ADN a4 ng/ml

1. Agregar 100 pL de buffer TE 0.1 X + Tartrazine en tubos eppendorf de 1.5 ml.

2. Agregar € volumen inicial de la muestra de ADN extraido de tejido, estimado
mediante la férmula Vi= 400/Ci — 4.

3. Diluir las muestras en platos de 96 celdas con fondo redondeado (Microplate™ 96,
Polypropylene, MJ Research, INC.). Cubrir las celdas del plato con tapa selladora, y
amecenarlo en e congelador (o refrigerador s se va a usar en los siguientes dias).
Guardar € resto de ADN en el congelador.
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Anexo 10. Amplificacion de ADN mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) usando cebadores RAPD

1. Descongelar e ADN a temperatura ambiente del plato con las muestras diluidas de
ADN (4 ng/lL) guardados en € refrigerador.

2. Preparar la mezcla meestra de acuerdo a los volimenes de agua, buffer 5X, cebador
(primer), dNTPsy Taq polimerasa especificados en el cuadro anexo.

3. Colocar YL de la mezcla meestra por cada celda en platos con fondo V. Agregar 10
L de ADN de cada muestra.

4. Colocar los platos en @ termociclador y sellarlo con papel pléstico para platos de 96
celdas (Microseal ™ “A” Film) antes de cerrar la tapa.

5. Readlizar la amplificacion usando e perfil térmico para RAPD (UW-Madison).

6. Una vez findlizadas las reacciones PCR, guardar los platos con las muestras en €
refrigerador hasta proceder a la electroforesis.

Mezcla de reaccion para amplificar marcadores moleculares tipo RAPD.

Componentes 1 reaccion (uL)
Agua 4.36
Buifer (5X) 4.40
DNTPs (10 mM c/u) + Mg Cl, 0.80
Cebador ( 10 uM) 0.80
Tag-polimerasa (5U/L) 0.50
ADN (4 ng/ml) 10.00

Volumen final 20.00
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Anexo 11. Protocolo parala amplificacion de ADN usando mar cadorestipo RAPD

(Método de la UW-M adison)

Perfil térmico parala PCR usando marcadorestipo RAPD

Temperatura
No Paso ®) Tiempo Ciclos
1  Desnaturalizacion (denaturation) 91 60 seg 2
Acoplamiento (annealing) 42 15seg 2
Elongacion (polimerization) 72 70 seg 2
2  Desnaturalizacion 91 15 seg 38
Acoplamiento 42 15 seg 38
Elongacion 72 70 seg 38
3  HEongacion final 72 4 min 1

Perfil de programacion del termociclador para la PCR de marcadores tipo RAPD

Temperatura Tiempo

No Paso (°C) (hh:mm:ss)/ciclo
1 1 91 00:01:00

2 2 42 00:00:15

3 3 72 00:01:10

4 4 1vezel Paso 1
5 5 91 00:00:15

6 6 42 00:00:15

7 7 72 00:01:10

8 8 37 veces al Paso 5
9 9 72 00:04:.00
10 10 4 00:00:00
11 11 final
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Anexo 12. Electroforesis parala amplificacion de ADN

Preparacion de gales (gelating) ad 1% de agarosa

1.

Agregar 170 ml de buffer TBE 0.5X + 1.7 g de agarosa en un erlenmeyer, para
bandegjas de 22 orificios.

Colocar € erlenmeyer (con uno més pequefio invertido en su boca) en un horno
microondas por 3 min. Retirar e erlenmeyer, agitarlo levemente y colocarlo de nuevo
en e horno microondas dos veces por 1 min. (USAR GUATES RESISTENTES AL
CALOR).

Retirar e erlenmeyer del microondas y colocarlo en una bandeja con agua para enfriar
la mezcla de agarosa/TBE buffer. Verificar la temperatura introduciendo un
termometro en e erlenmeyer.

Cuando la temperatura baje a 60 °C, agregar 9 6 20 L de bromuro de etidio (180 ml
para 22 orificios 6 400 ml para 44 orificios), y vaciar la solucion de agarosa y buffer
TBE en una bandeja de electroforesis para correr muestras. Colocar los peines de
inmediato y dejar solidificar por 20-30 min.

* Agarosa de pureza normal gelatiniza a 36-42 °C.
* Buffer TBE (Trishorate), ver guia de preparacion de reactivos y enzimas (Anexo 13).
* Para detalles del porcentaje de agarosa, revisar manuales: éste varia de acuerdo alas caracteristicas de las

muestras (ADN, proteinas, etc.), el tamafio del gel, del equipo de electroforesis y otros factores.

Electroforess

agrwbdPE

Colocar 15 6 20 L de cada muestra de ADN amplificado en cada orificio del gel.
Dejar correr la electroforesis por 60 minutos a 140 V.

Transferir las gelatinas al transiluminador, usando guantes de latex desechables.
Revisar € nivel de tincion de las bandas en el transiluminador de luz UV.
Fotografiar las gelatines.

* El bromuro de etidio es atamente cancerigeno.

* Proteger los ojos y pid de los rayos UV, usando @ equipo aoropiado d visudizar y
fotogrefiar los gdesen d trangluminador.

* Para detalles del voltaje y tiempo de electroforess, revisar manuales. Estos varian de
acuerdo a tamaio del gel, e equipo de electroforess, la estabilidad del voltaje y otros
factores.
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Anexo 13. Guiaparapreparar reactivosy enzimas*

Extraccion de ADN (UW-M adison)

EDTA 0.5M (pH 8.0), (100 ml)

Pesar 18.612 g de EDTA-N&.2H,O (Acido Etilendiaminotetracético Disddico) en un
beaker de 150 ml, agregar con una probeta 80 m de agua dedtilada, disolver
completamente.

Regular & pH a 8.0 usando @ potenciometro, agregando gotas de NaOH 10 N y
mezclando perfectamente después de cada adicion.

Transferir la solucion en un frasco volumétrico de 100 ml y completar € volumen con
agua destilada. Agitar y transferir nuevamente al beaker, y verificar el pH deseado.
Transferir la solucion a un frasco color &rbar (opaco) y guardar en e refrigerador.

BUFFER PEX (250 ml)

50 mMdeTRISHCI1M (pH 7.5)

10 m de EDTA 0.5 M (pH 8.0)

20.44 g de NaCl (Cloruro de Sodio)

25 gde PEX (Etil xantogenato de Potasio)
... m de agua (18 Megohm)

250 ml de volumen final
Preparacion

Pesar los reactivos solidos en beakers de vidrio de 100 ml, disolverlos con la cantidad
necesaria de agua pura (18 Megohm).

Transferirlos a un frasco volumétrico de 250 mi.

Agregar los reactivos liquidos a la mezcla anterior, usando pipetas volumétricas.

Conpletar el volumen final con agua (18 Megohm).

Mezclar bien, transferir a un frasco de vidrio &rbar y guardarlo en e refrigerador.

(6:1) ETANOL: ACETATO DEAMONIO, 7.5M (490 ml)

Medir 420 ml de etanol en una probeta graduada de 500 ml.
Medir 70 ml de acetato de amonio 7.5 M, en una probeta graduada de 100 m.
Mezclar en un frasco ambar y guardarlos en € refrigerador.

*Nota: Al momento de medir volimenes de soluciones que han estado refrigeradas, éstas
deben estar a temperatura ambiente.
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(10:1) ETANOL: ACETATO DE SODIO TRIHIRATADO, 3 M (pH 5.2, usando
acido aceético glacial) (495 mi)

Medir 450 ml de etanol en una probeta graduada de 500 ml.
Medir 45 ml de 3 M acetato de sodio trinidratado, pH 5.2.
Mezclarlos en un frasco ambar y guardarlos en € refrigerador.

BUFFER TE 0.1X (1L)

TRISHCI 1 mM (pH 7.5)
EDTA 0.1 mM (pH 8.0)

Preparacion

Mezclar en un frasco volumétrico de 1 L, 1 ml (1000 pL) de TRIS1 M (pH 7.5) + 0.2
mi (200 pL) de EDTA 0.5 M (pH 8.0)

Conpletar € volumen con agua destlada, agitar y guardar en frasco arbar en
refrigeracion.

RNAasa A + BUFFER TE 0.1X (100 pg de RNAasa A/ml de buffer) (500 ml)

Disolver 0.5 g de RNAasa A en 500 ml de buffer TE 0.1X en un frasco volumétrico
(1000 pg de RNAasa A/ml de buiffer)

En un frasco volumétrico, diluir 50 ml de solucién (concentrada e 1000 pg/ml) con
buffer TE 0.1X hasta la marca de 500 ml.

Guardar en un frasco ambar en refrigeracion.

Extraccion de ADN (CIAT)

HIDROXIDO DE SODIO (NaOH), 0.25 M (100 ml)

Medir con una pipeta volumétrica 2.5 ml de NaOH (10 M).

Transferir a un frasco volumétrico de 100 ml, completar e volumen con agua
destilada, y agitar para mezclar bien.

Transferir la solucion a un frasco color arbar y guardar en € refrigerador.

ACIDO CLORHIDRICO (HCl), 0.25M (100 ml)

Medir con una pipeta volumétrica 25 ml de HCI (1IM).

Transferir a un frasco volumétrico de 100 ml, completar e volumen con agua
destilada, y agitar para mezclar bien.

Transferir la solucion a un frasco color arbar y guardar en € refrigerador.
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TRISACIDO CLORHIDRICO (Tris HCl), 0.5 M (100 ml)

Medir con una probeta 50 ml de TrisHCI (1 M).

Transferir a un frasco volumétrico de 100 ml, completar e volumen con agua
destilada, y agitar para mezclar bien.

Transferir la solucion a un frasco color arbar y guardar en € refrigerador.

Cuantificacion de ADN (UW-M adison)

BUFFER TNE 10X, Ph 7.4 (1000 ml)

Pesar 1.2 gde TRIS Base, 3.7 gde EDTA-Na&; y 58.4 g de NaCl.

Disolver en 800 ml de agua destilada en un beaker de 1 litro.

Reguar e pH a 7.4 usando e potenciometro, adicionando HCI concentrado vy
mezclarlo bien después de cada adicion.

Transferir la solucion a un frasco volumétrico y completar e volumen con agua
destilada hasta la marca de 1 litro.

Transferir nuevamente el beaker y corroborar €l pH; agregar HCI s fuera necesario.
Guardar la solucion en un frasco &mbar en refrigeracion.

BUFFER TNE 1X, pH 7.4 (500 ml)
Medir 50 ml de buffer TNE 10X con una pipeta volumétrica.
Transferirlo a un frasco volumétrico y conmpletar e volumen con agua destilada hasta
la marca de 500 ml.
SOLUCION CONC. DYE (100 ml)
Disolver 100 mg de dye (Hoechst 33258, Pharmacia) en 100 ml de agua destilada,
usando un frasco volumétrico.
Guardar en un frasco ambar en refrigeracion.
BUFFER (Para cuantificar DNA) (100 ml)
Mezclar 10 uL de la solucién conc. Dye y 100 ml de buffer TNE 1X, usando un frasco

ambar.
Guardar en refrigeracion.
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Dilucion de ADN (UW-M adison)

(BUFFER TE 0.1X + TARTRAZINE) (500 ml)
A 500 m de buffer TE 0.1X, agregar con la punta de una varilla de vidrio una

pequefia cantidad de tratazine para obtener un color amerillo tenue.
Mezclar bien'y guardar en un frasco ambar en €l refrigerador.

Reaccion para PCR (mezcla maestra), (UW-M adison)

BUFFER 5X (100 ml)

Medir con pipetas volumétricas, 25 ml de TRIS, 1 M (pH 8.5); 10 ml de KCI, 1 M; y
500 pL de MgCly, 1 M.

Pesar en beaker de 100 m, 0.25 g de BSA; 7.5 g de Ficoll 400; y 0.05 g de Xylene
Cyanole.

Procedimiento

Disolver los solidos agregandoles las soluciones liquidas y cantidades muy pegquefias
de agua destilada.

Usando un embudo, transferir a un frasco volumétrico de 100 m de la solucion,
lavando los beakers sobre este con agua destilada y teniendo cuidado de no sobrepasar
el volumen.

Completar con agua destilada hasta la merca de 100 ml.

Guardar en frasco color ambar en refrigeracion.

(ANTPSs + M g Cl2, 10 M m) (1000 pL)
Mezclar en un tubo e microcentrifuga 875 pL de agua destilada ( 18 megohm); 25 pL

de MgClz, 1 M; y 100 uL de dNTPs, 100 mM (4x25 pL de c/u).
Guardar en refrigeracion.

Electroforesis (UW-M adison)

TBE BUFFER (5 litros)

Pesar 24 g de TRIS Basey 13.75 g de Acido Borico.
Medir 10 ml de EDTA, 0.5 M (ph 8.0), con pipeta volumétrica.
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Preparacion de TBE buffer (5 litros)

Pesar los solidos en beskers de 150 ml, disolverlos y transferirlos a un frasco

volumétrico de 1 litro.
Agregar los 10 m de EDTA, completar e volumen a 1 litro mezclando bien y

transferir a un recipiente més grande (5 L).
Agregar 4 litros de agua destilada, medidos con frascos volumétricos grandes.

Mezclar bieny guardar en refrigeracion.
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