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Evaluacion de lineas de frijol comun tolerantes a suelos con bajos contenidos de
nitrogeno y fosforo en Honduras

Belky Jhoder Cabana Atiquipa
Carlos Enrique Zevallos Parra

Resumen. La fertilidad del suelo es un factor determinante para la obtencion de un buen
rendimiento en el cultivo del frijol coman (Phaseolus vulgaris L.). El objetivo de este
estudio fue validar genotipos de frijol adaptados a condiciones de suelos con bajo contenido
de nitrégeno (N) y fosforo (P) para fines de mejoramiento genético y produccion comercial.
Los ensayos se condujeron en seis fincas de Santa Barbara y en un lote de bajo contenido
de Ny P en La Vega 4 de Zamorano. Se utilizaron seis lineas de frijol y dos testigos, uno
mejorado Amadeus 77 y uno criollo Seda. Las lineas de frijol fueron sembradas utilizando
un disefio de bloques completamente al azar (BCA) con tres repeticiones. Se evaluaron las
variables de rendimiento (kg/ha), valor comercial, peso seco de cien semillas, dias a
floracion y a madurez fisioldgica, reaccion al virus del mosaico dorado amarillo, valor
agronoémico y caracteres radiculares. Los datos se analizaron mediante analisis de varianza
y separacion de medias con diferencias minimas significativas al P < 0.05. También se
evalud la distancia genética de las lineas con marcadores moleculares RAPD (Random
amplified polymorphic DNA). Las lineas Campechano y SER 125 mostraron un
rendimiento superior en suelos con bajos contenidos de N y P. Para los tratamientos sin
fertilizacion, las lineas Campechano y SER 125 presentaron diferencias significativas. El
andlisis RAPD mostré diferencias genéticas entre las lineas evaluadas que podran orientar
futuras hibridaciones en mejoramiento y seleccion.

Palabras clave: Analisis con marcadores RAPD, dendrograma, distancia genética.

Abstract. Soil fertility is a determinant factor in obtaining a good yield in common bean
(Phaseolus vulgaris L.). The objective of this study was to validate bean genotypes adapted
to soil conditions with low nitrogen (N) and phosphorus (P) contents for genetic
improvement and commercial production. The trials were conducted in six farms in Santa
Barbara and in a plot of low content of N and P in the Vega 4 of Zamorano. Six lines of
beans and two controls were used, one improved Amadeus 77 and one Creole Silk. The
bean lines were planted using a randomized complete block (RCBD) with three replicates.
The variables of yield, commercial value, dry weight of one hundred seeds, days at
flowering and physiological maturity, reaction to yellow gold mosaic virus, agronomic
value and root traits were evaluated. The data were analyzed by means of analysis of
variance and means separation with minimum differences significant at P < 0.05. The
genetic distance of lines with RAPD (Random amplified polymorphic DNA) molecular
markers was also evaluated. The lines Campechano and SER 125 showed superior yield in
soils with low N and P contents. For the treatments without fertilization, the lines
Campechano and SER 125 showed significant differences. The RAPD analysis showed
genetic differences between the evaluated lines that will be able to guide future
hybridizations in breeding and selection.

Key words: Analysis with RAPD markers, dendrogram, genetic distance.
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1. INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los granos basicos de leguminosas con
mayor relevancia para la alimentacion humana por su alto contenido proteico, valor
nutricional y minerales (Polania et al. 2012). Constituye gran parte de la dieta de América
Latina, Africa Oriental y Meridional, principalmente en las zonas rurales y urbanas con
ingresos limitados (USAID 2013).

Mas del 70% de la produccién hondurefia de frijol es generada por pequefios agricultores
en fincas de hasta 3 ha (Rosas et al. 2000) bajo condiciones marginales, recursos limitados
y condiciones ambientales poco favorables por lo que los rendimientos son usualmente
inferiores al potencial de las variedades (Odile et al. 2009). Los suelos son en su mayoria
deficientes en nitrogeno (N), fésforo (P) y otros nutrientes. Por razones socioeconémicas el
acceso a fertilizantes y el uso de practicas de manejo y conservacion de suelos son
escasamente implementados a pesar del conocimiento de los agricultores de su beneficio
potencial. Bajo estas condiciones limitantes, se recomienda el uso de variedades tolerantes
a la baja fertilidad y de mejor respuesta a insumos limitados desarrollados mediante
métodos adecuados de mejoramiento genético (Rosas 2011).

Adicionalmente en la actualidad los avances tecnolégicos permiten el uso de marcadores
moleculares de amplificacion aleatoria de ADN polimoérfico, RAPD (random amplified
polymorphic DNA) como herramienta que proporciona un analisis eficiente para identificar
polimorfismos que pueden ser utilizados para construir mapas genéticos en una especie
(Williams et al. 1990). La caracterizacion molecular es fundamental para conocer la
diversidad genética y su aprovechamiento comercial para la obtencién de un grano superior
(Jacinto et al. 2014). En el presente estudio se utilizaron marcadores RAPD para determinar
las diferencias genéticas entre lineas de frijol evaluadas en fincas de agricultores en el
Departamento de Santa Barbara en condiciones de baja fertilidad.

Los objetivos de los estudios fueron:
e ldentificar genotipos con mayor potencial de rendimiento y adaptacion agronémica
a condiciones de suelo con bajo contenido de nitrégeno y fosforo en fincas de
agricultores.
e Determinar las distancias genéticas entre las lineas evaluadas con fines de
fitomejoramiento.



2. METODOLOGIA

Ubicacidn del estudio. Los ensayos de campo y evaluacion del rendimiento se llevaron a
cabo en seis fincas de pequefios productores de frijol del Departamento de Santa Bérbara
(Cuadro 1) ubicadas a 155 km al noroeste de Tegucigalpa, Honduras y en La Vega 4 de
Monte Redondo, de la Escuela Agricola Panamericana Zamorano, Honduras. Ubicada
aproximadamente a 800 msnm con una temperatura promedio de 16.3 °C a 29.6 °C.

Cuadro 1. Ubicacion geogréfica de las parcelas de los pequefios agricultores donde se
evaluaron las lineas de frijol en Santa Barbara, Honduras, 2016-2017.

Localidad Municipio Coordenadas Altura
(msnm)
El Barro Concepcion del Sur 14°49'02.3"N 88°09'27.8"W 743
El Paraiso Concepcion del Sur 14°48'23.4"N 88°10'06.2"W 766
La Esperanza  Concepcién del Sur 14°49'00.7"N 88°09'28.0"W 723
La Isla San Pedro Zacapa 14°47'42.8"N 88°00'18.3"W 643
La Seca San Pedro Zacapa 14°47'44.1"N 88°00'51.0"W 645
La Zona Concepcion del Sur 14°49'23.7"N 88°08'25.5"W 654

Evaluacion de lineas de frijol comun bajo condiciones de campo.

Los ensayos se condujeron durante los meses de diciembre del 2016 a abril del 2017
(Cuadro 2). Para cada una de las localidades incluyendo el lote de La Vega 4 de Monte
Redondo Zamorano, se realizaron analisis de suelos para determinar la disponibilidad de
nutrientes. Las ocho lineas de frijol utilizadas durante la evaluacion provienen de ensayos
BASE compuestos por 120 lineas evaluadas durante el 2014-2015, y del Ensayo Regional
de Lineas de Frijol Tolerantes a la Baja Fertilidad (ERBAF) evaluados en Centro América
entre el 2015 y 2016.



Cuadro 2. Lineas avanzadas Yy testigos de frijol comdn evaluados en fincas de agricultores
en Santa Barbara y Zamorano, Honduras, 2016-2017.

Linea Pedigri Procedencia
Lineas promisorias

ALS 0532-6  Cardenal// F1 (ALS 9951-62/MR13697-2-5) ERBAF®
SJC 730-79  Negro Vaina Blanca/BCN20-02-94 ERBAF’
FBN 1211-66 RS951-84/IBC306-62 ERBAF®
FBN 1202-43 SRS2-34-90/BRT944-13 ERBAF®
SER 125 Linea del CIAT ERBAF®
Campechano /S/B122/PRF9653-16B-1/F1//S/B125/MC-16P-MQ ERBAF®
Testigos

Amadeus 77 Testigo mejorado PIF®
Seda Testigo criollo PIF®
YERBAF = Ensayo Regional de Lineas de Frijol Tolerantes a la Baja Fertilidad

PIF = Programa de Investigacion en Frijol

Caracterizacion molecular.

Pregerminacion de semillas. Las semillas de las ocho lineas de frijol fueron desinfectadas
sumergiéndolas durante 30 s en etanol al 70%, y luego trasferidas a una solucién de cloro
al 5% por 5 min y posteriormente lavadas con agua destilada. Las semillas fueron colocadas
en papel Kraft® para su pregerminacion, los papeles fueron enrollados y amarrados con
alambre Twistems® y colocados en un vaso de precipitacion con 500 mL de agua destilada,
cubriéndolas con bolsas de papel aluminio para estandarizar su pregerminacion. Dos dias
después se sembraron los genotipos, en maceteros de 8 pulgadas de diametro y se colocaron
cuatro plantas por macetero. Doce dias después de la siembra (DDS) se tutoraron las plantas
con una vara de bambu y Twistems® (Fuente: Laboratorio de Investigacién en Frijol).

Extraccién de ADN. A los 15 DDS se recolectd el tejido de los brotes mas tiernos para
hacer la extraccion del &cido desoxirribonucleico (ADN) siguiendo el protocolo de la
Universidad de Wisconsin y adaptado al laboratorio del Programa de Investigaciones en
Frijol (PIF). Las muestras se recolectaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Se afiadio 50 pL
de buffer PEX (etil xantogenato de potasio) y se macerd el tejido usando barras de
plexiglass. Luego se adiciond 450 pL de buffer PEX y se agitd en un vortex (Vortex-Genie
2). Las muestras fueron colocadas en bafio Maria a 65 °C por 60 min. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron por 10 min a 14,000 rpm para que los residuos del tejido se
precipiten. Se transfirid el sobrenadante a tubos Eppendorf de 1.5 mL agregando una mezcla
de 6:1 de etanol:acetato de amonio 7.5 M por 30 min a temperatura ambiente. Para romper
el precipitado se agitd manualmente los tubos y se centrifugaron las muestras a 3,000 rpm
durante 10 min para la precipitacion de los acidos nucleicos. Se eliminé el sobrenadante y
se agregd 300 pL de ARNasa (100 pg/mL) y buffer TE (Tris-acido etil-endiamino-
tetraacético, EDTA) 0.1X antes de colocar las muestras en el bafio Maria (37 °C por 1 hora)
para eliminar el ARN. Las muestras se centrifugaron nuevamente a 14,000 rpm por 3 min
con el objetivo de precipitar residuos remanentes y obtener muestras mas limpias. Se
transfirié el sobrenadante a tubos Eppendorf nuevos y al precipitado de ADN se le agrego
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una mezcla de 10:1 de etanol:acetato de sodio 3M. Se invirtieron los tubos para mezclar a
temperatura ambiente por 30 min. Para precipitar el ADN se centrifugo las muestras a 3,000
rpm por 5 min.

Se elimind el sobrenadante y se procedié a lavar los pellets llenando los tubos con 70%
etanol. Se centrifugaron los pellets por 15 s a 14,000 rpm y los tubos se invirtieron para el
secado de los pellets (3 horas a temperatura ambiente). La rehidratacion de los pellets se
realiz6 con 100 puL de buffer TE 0.1X y se almacenaron las muestras a -20 °C (Fuente:
Laboratorio de Investigacion en Frijol)

Cuantificacién de ADN. La cuantificacion del ADN (ng/mL) de las ocho lineas, se realizd
por fluorometria usando el equipo Quantus®. Se mezclo el ADN (1uL), el buffer TE 1X
(99 pL) y la solucién de trabajo (100 pL) en tubos termo sensibles de 0.5 mL. Para la
calibracion del equipo se usaron dos muestras, una en blanco y el ADN estandar. Para la
preparacion de la muestra estandar se mezcl6 2 uL de ADN Lambda, 98 pL de buffer TE
1X y 100 pL de solucion de trabajo. Para la muestra blanco se realizé una mezcla del buffer
TE 1X (100 pL) y la solucidn de trabajo (100 pL) (Fuente: Laboratorio de Investigacion en
Frijol).

Dilucion de ADN. Las concentraciones de ADN oscilaron en un rango de 92 a 95 ng/uL.
Para la dilucién se agreg6 el buffer TE para obtener una concentracion final de 10 ng/pL.
El objetivo de la dilucion es uniformizar las muestras para que tengan las mismas
probabilidades de ser amplificadas. Se usa la siguiente ecuacion [1] para determinar los
volumenes a utilizar (Fuente: Laboratorio de Investigacion en Frijol).

Vi= [(CFVEICI)-VA] [1]

Vi: volumen inicial de buffer de dilucién TE 0.1X (uL)
Vf: volumen final (100 pL)

Ci: concentracion inicial (ng/mL)

Cf: concentracién final (ng/mL).

Amplificacion de ADN. Con el uso de un termociclador Techne Unit® TC-512 se realiz6
la amplificacion del ADN, se usaron 12 cebadores de 10 pares de bases (pb) (Cuadro 3) y
un perfil térmico estandarizado (Cuadro 5) para determinar las diferencias genéticas entre
las ocho lineas de frijol (Fuente: Laboratorio de Investigacion en Frijol).



Cuadro 3. Cebadores (primers) utilizados para el analisis RAPD (Random amplified
polymorphic DNA) de ocho lineas de frijol en Zamorano, Honduras, 2017.

Secuenciacion de avance

Peso molecular

Primers Tamafno (pb) (ADN - 5' a 3') (ng/umol)
OPD-08 10 GTGTGCCCCA 3,005
OPY-06 10 AAGGCTCACC 2,998
OPC-04 10 CCGCATCTAC 2,949
OPH-08 10 GAAACACCCC 2,967
OPQ-09 10 GGCTAACCGA 3,038
OPH-20 10 GGGAGACATC 3,078
OPH-04 10 GGAAGTGCCC 3,054
OPI-16 10 TCTCCGCCCT 2,916
OPAC-15 10 TGCCGTGAGA 3,069
OPQ-13 10 GTCAGAGTCC 3,029
OPU-19 10 GTCAGTGCGG 3,085
OPG-06 10 GTGCCTAACC 2,989

Se realizo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que es una técnica molecular para
la deteccion de fragmentos especificos de ADN. Se realizd la preparacién de la mezcla
maestra (Cuadro 4) siguiendo el protocolo optimizado del laboratorio del PIF (Cuadro 5).

Cuadro 4. Reactivos utilizados para preparar la mezcla maestra de PCR (Reaccion en
cadena de la polimerasa) para cantidadesde 1y 9 pL.

Reactivos 1X (pL) 9X (L)
dd H.0 3.4 30.6
PCR Buffer 15 13.5
dNTP’s sin Mg Cl 1.5 135
Primer (F) 0.6 5.4
Enzima Taq 0.5 4.5
Muestra de ADN 7.5 67.5
Total 15 135

La mezcla maestra fue homogenizada con un voértex (Vortex-Genie 2®) y servida en las 8
celdas de los platos de PCR (ABgenes PCR® plates) colocando un total de 7.5 pL por celda.
A continuacion se agreg0 7.5 pL de la muestra de ADN diluida para completar un total de
15 pL/muestra. En cada celda se afiadié una gota de aceite con una pipeta Pasteur para
evitar evaporacion y se sell6 con papel de aluminio (AlumaSeal 96™). Finalizada la
preparacion de la PCR, se precedio6 a la amplificacion del ADN en el termociclador con el
perfil térmico optimizado previamente por el laboratorio del PIF (Cuadro 5).



Cuadro 5. Perfil térmico para amplificacion aleatoria de ADN polimorfico por la técnica de
RAPD (Ramdom amplified polimorphic DNA).

Fases Temperatura Tiempo Ciclos
(°C) (s)

Desnaturalizacion inicial 95 60

Desnaturalizacion 94 45 35

Acoplamiento 35 30

Extension 72 75

Extension final 72 300 1

Mantenimiento 15 0

Visualizacion de ADN. El producto de la PCR se visualiz6 en un transluminador de rayos
UV (Benchtop 2UV™ transluminator®) y se tomaron fotografias con una cémara
convencional incorporada al transluminador (Fuente: Laboratorio de Investigaciéon en
Frijol)

Variables medidas.

Etapa de floracién (R6). Con una tijera de poda, se cortaron al ras del suelo cinco plantas de
frijol. El follaje se introdujo en bolsas de papel para posteriormente ser picados y secados en un
horno a 70°C durante 48 horas para determinar el peso seco de follaje. Con el uso de palas las
raices fueron extraidas y lavadas con agua y detergente. Posteriormente fueron trasladadas en
bolsas pléasticas al laboratorio donde fueron preservadas en frascos de cristal transparente de la
marca Mason® con una solucion de etanol al 30% para su posterior evaluacion visual. Se
evaluaron las variables dias a floracion, nimero de coronas, numero de raices basales, niUmero
de raices adventicias, didmetro de la raiz principal a 3 cm por debajo del tallo y el angulo de
raices usando la escala visual del 1-9, en donde 1=0-10° y 9= 76-90° (Anexo 3).

Etapa de madurez fisioldgica (R9). Se evalud visualmente el valor agronémico (1=excelente;
9= muy pobre), severidad de dafio causado por el VMDAF (1= sintomas ausentes; 9= 100%
dafio) y dias a madurez fisioldgica.

Etapa de madurez de cosecha. Se cosecharon 10 plantas para calcular el rendimiento (kg/ha)
ajustado al 14% de humedad, el valor comercial de la semilla usando la escala visual de 1-9 y
el peso seco de cien semillas (PSCS).

Tratamientos. El estudio incluye seis lineas promisorias de frijol tolerantes a la baja
fertilidad y dos testigos que incluye Amadeus 77 como testigo mejorado y Seda como
variedad criolla.

Amadeus 77 es una de las variedades resistentes al virus del mosaico dorado amarillo del
frijol (VMDAF), que posee el QTL y los genes bgm-1 and Bgp-1 de resistencia. También
posee el gen dominante | de resistencia al virus del mosaico comun del frijol (VMCF). Esta
variedad fue desarrollada como tolerante al calor para la siembra en zonas costeras de
América Central. Es de habito arbustivo indeterminado tipo Il y de madurez temprana de
68 a 70 dias después de siembra (DDS). Posee una semilla de color rojo claro brillante, de
forma ovoide alargada y un peso individual de 0.25 g (Rosas et al. 2004).
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Seda es una variedad criolla con alto valor comercial por su color y propiedades
organolépticas que son preferidas por el productor y consumidor regional. Continta siendo
cultivada a pesar de su susceptibilidad a factores bidticos y abioticos.

Disefio experimental. Se usé un disefio experimental de bloques completamente al azar
(BCA) con tres repeticiones por localidad, la unidad experimental fueron surcos de 5 m de
largo, con un distanciamiento de 0.7 m entre surcos y 0.1 m de distancia entre plantas para
un total de 50 plantas por hilera. Se condujeron ensayos individuales en seis localidades del
Departamento de Santa Barbara, donde se evalud rendimiento (kg/ha) y valor comercial.
Otro ensayo se condujo en La Vega 4 de Monte Redondo en la Escuela Agricola
Panamericana Zamorano, donde las lineas de frijol recibieron tratamientos con fertilizacion
(F+) [130 kg/ha de 18-46-0 a la siembra y 60 kg/ha de urea al aporque] y sin fertilizacion

(F-).

Analisis estadistico. En cada localidad se realizé un anélisis de varianza (ANOVA) y
separacion de medias (P<0.05) mediante el método de diferencia minima significativa
(DMS) utilizando el paquete estadistico Statistix 8.1®.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los anélisis de suelo de las fincas de Santa Barbara y La Vega 4 de Monte Redondo en la
Escuela Agricola Panamericana Zamorano indican variaciones del pH en el rango de 4.17
a6.09 (Cuadro 6). La materia organica (MO) presento6 valores menores al 1% considerados
muy bajos y mayores al 4% considerados altos. El contenido de N total varié desde 0.1%
considerado bajo hasta 0.7% considerado alto. El contenido de P present6 valores menores
a 13 mg/kg considerados bajos y superiores a 40 mg/kg considerados altos. También se
presentd una variacion que fluctud entre cantidades bajas a altas para el contenido de K*,
Ca*?y Mg*2.

Cuadro 6. Resultado de los analisis de suelos de las localidades de Santa Barbaray La Vega
4 de Monte Redondo, Escuela Agricola Panamericana Zamorano, Honduras, 2016 a 2017.

. MO P K* Ca* Mg Na'

Localidades pH 5 N total Textura —
(%) mg/kg % saturacion

Santa Barbara
El Barro 568 2.5 0.13 Franco arenoso 40 9 67 24 0
El Paraiso 5.09 39 0.19 Franco arcilloso 6 5 70 18 0
La Esperanza 4.71 5.8 0.29 Franco 1 4 65 18 0
La Isla 5.02 17.3 0.87 Arcillo arenoso 54 1 94 4 0
La Seca 4.17 15.0 0.75 Francoarcilloso 13 3 62 10 0
La Zona 6.09 46 0.23 Arcilloso 55 2 86 11 1
Zamorano
Vega4 (+F) 581 0.8 0.04 Francoarcilloso 25 9 75 15 0
Vega 4 (-F) 6 0.9 0.04 Francoarcilloso 13 8 77 14 0
Rango éptimo 2-4 0.2-0.5 13-30 3-5 50-75 15-20 <15

+F = Con fertilizacion
-F = Sin fertilizacion
(Fuente: Laboratorio de suelos de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano).



Variables medidas en las seis localidades de Santa Barbaray La Vega 4 de Monte
Redondo en la Escuela Agricola Panamericana Zamorano, Honduras.

Rendimiento (kg/ha). Para esta variable el promedio general presentd diferencias
altamente significativas (P<0.01), siendo las lineas Campechano y SER 125 las que
presentaron un rendimiento superior con 989 y 882 kg/ha respectivamente, superando al
testigo mejorado Amadeus 77 que presentd un rendimiento de 857 kg/ha.

La Isla es la Unica localidad que presento diferencias significativas (P<0.05) al comparar
todos los promedios de las lineas evaluadas. En el Barro se obtuvo el mejor promedio (1,199
kg/ha), en comparacion a las demés localidades e incluso supero el promedio de los ensayos
realizados en Zamorano. En los ensayos de Zamorano las lineas con fertilizacion duplicaron
el rendimiento promedio en comparacion con las lineas sin fertilizacion. Las lineas
Campechano, SER 125 y FBN 1211-66 presentaron rendimientos superiores con 1,103;
1,117 y 950 kg/ha respectivamente (Figura 1); (Cuadro 7).

La distribucion de rendimiento de las ocho lineas evaluadas en La Vega 4 de Monte
Redondo en la Escuela Agricola Panamericana Zamorano con fertilizacion y sin
fertilizacion indica que, fertilizar es mejor que no hacerlo, ya que sube los rendimientos en
una proporcion representada por la ecuacion [2].

Y = 0.523X-47.13 2]

Y = Rendimiento sin fertilizacién
X = Rendimiento con fertilizacion

Valor comercial. Para esta variable todas las lineas presentaron diferencias altamente
significativas (P<0.01). De las lineas con mayor rendimiento FBN 1211-66 fue la que
obtuvo un mejor valor comercial (2.5). Mientras que Campechano obtuvo un valor
comercial de 3.8 (Cuadro 8).

600 /l FBN 1211-66 |
500 . _’/-l Campechano |

| Amadeus 77 fe \l SER -125 |

400

200

y =0.5228x - 47.127

100 RZ=0.7372

4] 200 400 600 300 1000 1200
+F
Figura 1. Distribucién del rendimiento de ocho lineas de frijol bajo condiciones de suelo
con fertilizacion (+F) y sin fertilizacion (-F) en La Vega 4 de Monte Redondo, Escuela
Agricola Panamericana Zamorano, Honduras.
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Cuadro 7. Efecto del genotipo en el rendimiento (kg/ha) de las seis lineas de frijol evaluadas en fincas de agricultores ubicadas
en el Departamento de Santa Bérbara y en La Vega 4 de Monte Redondo, Escuela Agricola Panamericana Zamorano, Honduras,
2016-2017.

Santa Béarbara Vega 4 , Zamorano
Genotipo - La Promedio
El Barro EIl Paraiso Es Lalsla LaSeca LaZona (+F) (-F)
peranza
Lineas promisorias
ALS 0532-6 1,988 784 376 845 1,147 152 805 379 810
Campechano 1,856 827 421 1,251 1,724 229 1,103 502 989
FBN 1203-43 2,259 607 307 631 1,070 224 853 350 788
FBN 1211-66 1,763 677 345 724 1,516 176 950 495 831
SER 125 1,923 707 334 855 1,588 138 1,017 494 882
SJC 730-79 1,977 493 290 388 1,097 162 776 307 686
Testigos
Amadeus 77 * 2,257 751 343 686 1,316 241 826 438 857
Seda 1,896 500 298 660 1,203 185 740 353 729
Promedio 1,990 668 339 755 1,333 188 884 415 821
CV (%) 27.7 34.2 26.5 32.6 23.3 47.2 23.1 27.3 16.3
DMS 450 "™ 187 "™ 73.3™ 201" 254 73™ 167 "™ 92" 67"
* = testigo mejorado CV = coeficiente de variacion
P = testigo criollo DMS = diferencia minima significativa.
" =no significativo (+F) =con fertilizacion
: = significativo al (P<0.05) (-F) =sinfertilizacion

*%x

= altamente significativo (P<0.01)
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Cuadro 8. Efecto del genotipo en el valor comercial (1-9) de las seis lineas de frijol evaluadas en fincas de agricultores ubicadas
en el Departamento de Santa Béarbara y La Vega 4 de Monte Redondo, Escuela Agricola Panamericana Zamorano, Honduras,
2016-2017.

Santa Barbara Vega 4, Zamorano

Genotipo El Barro El Paraiso LaEsperanza Lalsla LaSeca LaZona (+F) (-F) Promedio
Lineas promisorias
ALS 0532-6 2.3 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 3.0 3.0 2.3
Campechano 5.0 4.0 3.0 3.0 4.0 3.0 4.0 4.0 3.8
FBN 1203-43 3.7 3.0 3.0 3.0 3.3 3.0 4.0 4.0 3.3
FBN 1211-66 2.3 3.0 2.0 2.3 2.3 2.7 3.0 3.0 2.5
SER 125 4.3 4.0 3.0 3.0 3.3 3.0 4.0 4.0 3.6
SJC 730-79 3.7 3.0 3.0 2.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Testigos
Amadeus 77 4.0 4.0 3.0 3.0 3.3 3.0 4.0 4.0 3.5
Seda 2.7 3.0 2.0 2.0 2.7 2.0 3.0 3.0 2.5
Promedio 35 3.3 2.6 2.5 3.0 2.6 35 3.5 3.1
CV (%) 13.8 0.0 0.0 8.0 13.6 7.9 0.0 0.0 10
DMS 0.39™ 0.0™ 0.0™ 0.17" 0.33" 0.17" 0.0” 0.0™ 0.15™
¢ = testigo mejorado
p = testigo criollo

*%

= altamente significativo (P<0.01)
Cv coeficiente de variacion

DMS = diferencia minima significativa
(+F) =con fertilizacion

(-F) =sin fertilizacién



Analisis de las variables para el valor agronomico del ensayo sin fertilizacion en
La Vega 4 de Monte Redondo, Escuela Agricola Panamericana Zamorano,
Honduras.

Todas las lineas evaluadas presentaron diferencias altamente significativas para las
variables peso seco de cien semillas, dias a floracion, dias a madurez fisiol6gica y
mosaico dorado (Cuadro 9).

Peso seco de cien semillas (PSCS). SER 125 obtuvo un mayor peso con 26.0 g bajo el
tratamiento sin fertilizacion. Los resultados son variables por la diferencia en tamafio de
los granos en cada linea.

Dias a floracion (DF). Campechano Y el testigo criollo Seda fueron las lineas mas
precoces con 34 dias a floracion.

Dias a madurez fisiol6gica (DMF). Las lineas SER 125 y Campechano llegaron més
rapido a madurez fisioldgica, 66 y 67 dias después de siembra respectivamente.

Mosaico dorado (MD). Las seis lineas evaluadas y el testigo Amadeus 77 obtuvieron
un valor de 3, consideradas como tolerantes al virus. El testigo criollo Seda obtuvo un
valor de 7 considerado como susceptible.

Valor agronémico (VA). Las lineas Campechano y SER 125 obtuvieron un valor de 3
consideradas como superiores. La variedad criolla Seda presenta un valor de 8.
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Cuadro 9. Efecto del genotipo en el peso seco de cien semillas, dias a floracion, dias a madurez fisiologica, severidad del virus
del mosaico dorado amarillo y valor agronémico de las seis lineas de frijol evaluadas sin fertilizacion en La Vega 4 de Monte
Redondo, Escuela Agricola Panamericana Zamorano, Honduras, 2016-2017.

Genotipo Peso seco de 100 Dias_a} Dia§ a rr]a_durez Mosaico dorado Valor agrondémico
semillas (g) floracion fisioldgica (1-9) (1-9)
Lineas promisorias
ALS 0532-6 19.5 40 70 3.0 5.0
Campechano 23.7 34 67 3.0 3.0
FBN 1203-43 194 39 71 3.0 4.0
FBN 1211-66 18.0 35 71 3.0 4.5
SER 125 26.0 35 66 3.0 3.0
SJC 730-79 21.5 38 70 3.0 55
Testigos
Amadeus 77 ¢ 21.4 40 71 3.0 4.5
Seda 22.1 34 65 7.0 8.0
Promedio 21.5 36.8 68.9 3.5 4.7
CV (%) 4.6 2.2 1.5 7 7.8
DMS 0.81™ 0.67" 1.00™ 0.25™ 0.37"
= testigo mejorado
p = testigo criollo

*%

= altamente significativo (P<0.01)
CV = coeficiente de variacion

DMS = diferencia minima significativa
(+F) =con fertilizacion

(-F) =sin fertilizacién



Analisis de las variables para los tratamientos con y sin fertilizacion en La Vega 4
de Monte Redondo, Escuela Agricola Panamericana Zamorano, Honduras.

Las Unicas variables que presentan diferencias significativas fueron raices adventicias y
diametro de la raiz principal.

Peso seco de follaje (PSF). La linea Campechano obtuvo un mayor peso en promedio
para ambos tratamientos, superando al testigo mejorado Amadeus 77 (Cuadro 10).

Numero de coronas (NC). La linea Campechano mostro el mayor NC promedio para
ambos tratamientos, superando incluso al testigo mejorado Amadeus 77 (Cuadro 10).

Raices basales (RB). SER 125 presentd en promedio la mayor cantidad de raices
basales, 5.5 con fertilizacion y 4.3 sin fertilizacion (Cuadro 11).

Raices adventicias (RA). Esta variable presentd diferencias significativas (P<0.05)
para el tratamiento con fertilizacion, mientras que el tratamiento sin fertilizacién no
presentd diferencias significativas. La variedad Seda mostré mayor nimero de raices
adventicias promedio (28.8) para el tratamiento con fertilizacion y de 23.4 en promedio
para el tratamiento sin fertilizacion (Cuadro 11).

Angulo de raices (AR). Se observé que la variable aumenta cuando la fertilizacion
disminuye, es decir las raices presentaron mayor geotropismo atribuido por la
precipitacion en la que se condujo el experimento (Cuadro 11).

Diadmetro de la raiz principal (DRP). Esta variable presento diferencias significativas
(P<0.05) para el tratamiento con fertilizacion. El tratamiento sin fertilizacion no
presentd diferencias significativas. La linea que obtuvo un mayor didmetro de raiz
principal fue FBN 1203-43, con un promedio de 2.5 mm con fertilizacion y 1.7 mm sin
fertilizacion (Cuadro 11).
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Cuadro 10. Efecto del genotipo en el rendimiento (kg/ha), media geométrica (MG), peso seco del follaje (PSF) y nimero de
coronas (NC) de las seis lineas evaluadas con (+F) y sin fertilizacion (-F) en La Vega 4 de Monte Redondo, Escuela Agricola
Panamericana Zamorano, Honduras, 2016-2017.

i Rendimiento (kg/ha) PSF (g/10 plantas) NC
Genotipos
(+F) (-F) MG (+F) (-F) (+F) (-F)

Lineas promisorias

Campechano 1,103 1,251 1,175 80.9 22.3 2.2 1.5
SER 125 1,017 855 933 69.3 30.8 1.9 1.7
FBN 1211-66 950 724 829 68.5 21.7 1.7 1.4
FBN 1203-43 853 631 733 63.4 23.2 1.9 1.3
ALS 0532-6 805 845 824 54.5 28.7 1.7 1.3
SJC 730-79 776 388 549 50.8 18.9 1.7 1.1
Testigos

Amadeus 77 ¢ 826 686 753 61.4 21.1 2 1.5
Seda 740 660 699 62.8 25.3 1.9 1.5
Promedio 884 755 812 63.9 24 1.9 1.4
CV (%) 23.1 32.6 20.6 32 23 20.9
DMS 167 ™ 201.0° 10.8 "™ 6.3" 0.35™ 0.24 "™
¢ = testigo mejorado

p = testigo criollo

" =no significativo

= significativo al (P<0.05)
CV  =coeficiente de variacion
DMS = diferencia minima significativa
(+F) =con fertilizacion
(-F) =sin fertilizacién
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Cuadro 11. Efecto del genotipo en el nimero de raices basales (RB), raices adventicias (RA), angulo de raices (AR) y diametro
de la raiz principal (DRP) en las seis lineas de frijol evaluadas con (+F) y sin fertilizacion (-F) en La Vega 4 de Monte Redondo,
Escuela Agricola Panamericana Zamorano, Honduras, 2016-2017.

i RB RA AR (escala 1-9) DRP (mm)

Genotipo

(+F) (-F) (+F) (-F) (+F) (-F) (+F) (-F)
Lineas promisorias
ALS 0532-6 4.7 3.6 20.5 15.5 3.3 7.1 1.7 1.7
Campechano 4.8 4.3 20.7 23.6 3.8 6.9 2.1 14
FBN 1203-43 4.4 3.7 13.6 14.5 3.3 6.7 2.5 1.7
FBN 1211-66 4.2 3.6 16.7 15.1 34 6.6 2.4 14
SER 125 51 4.3 15.2 12.6 3.9 6.6 1.9 1.5
SJC 730-79 4.7 2.6 17.9 23.0 3.6 7.5 2.2 1.8
Testigo
Amadeus 77 * 51 35 14.5 15.8 3.0 6.7 2.1 1.4
Seda 5.0 4.1 28.8 23.4 4.9 6.6 1.5 1.3
Promedio 4.7 3.7 18.5 17.9 3.6 6.8 2.1 1.5
CV (%) 18 17.7 25.8 36.6 19.8 9.8 14.8 20.7
DMS 0.69 ™ 0.54 "™ 3.89" 536" 0.59 " 0.55"™ 0.25° 0.26 ™
* = testigo mejorado
P = testigo criollo
25 = no significativo

= significativo al (P<0.05)
CV = coeficiente de variacion
DMS = diferencia minima significativa
(+F) =con fertilizacion
(-F) =sin fertilizacién



Caracterizacion molecular de las seis lineas y dos testigos de frijol evaluados
mediante la técnica RAPD.

Los 12 primers que se utilizaron para la caracterizacion molecular de las lineas de frijol
mediante la técnica RAPD (Ramdom amplified polymorphic DNA), mostraron
diferenciacion polimérfica. EI marcador OPAC-15 (Figura 3) presentd un total de 24
bandas seguido por el marcador OPH-08 con 17 bandas polimorficas. A la presencia y
ausencia de bandas polimdrficas en las lineas evaluadas, se asigno el valor binario 0
para la ausencia y 1 para la presencia de bandas polimorficas. Estos valores fueron
tabulados en el programa de Microsoft Excel 2013®, y posteriormente analizados en el
programa estadistico Infostat® para la construccion del dendrograma y visualizar las
distancias genéticas existentes entre las lineas.

800 pb 1.” .4‘ _’1. .1" 4 ..4- .'1’ "‘1‘

-0

650 pb

Figura 1. Visualizaciéon de bandas polimorficas de ADN usando el marcador RAPD
OPAC-15, Zamorano, Honduras, 2017.

De acuerdo al dendrograma del analisis con marcadores RAPD, las lineas de frijol
Campechano y Amadeus 77 presentan mayores distancias genéticas comparadas con las
lineas FBN 1211-66, Seda y ALS 0532-6 (Figura 2). Las diferencias geneticas
observada entre los genotipos del estudio permite identificar a aquellos que presentan
menor similitud, los cuales al cruzarse podrian generar recombinaciones genéticas en su
descendencia con caracteristicas favorables de ambos padres, incluyendo resistencia a
enfermedades, mejor adaptacion a suelos de baja fertilidad y valor comercial del grano.
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Campechano

Amadens 77

SEE-125

SIC 730-79

FBN 1203-43

FBN 1111-66

Seda

ATLS 0532-5

0.00 0.16 032 0.49 0.65
Figura 1. Dendrograma de distancias genéticas (indice de similaridad de Dice) para las
seis lineas y dos testigos evaluados usando 12 marcadores RAPD, Programa de
Investigaciones en frijol (PIF), Escuela Agricola Panamericana Zamorano, Honduras,
2017.

o = testigo mejorado
B = testigo criollo
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CONCLUSIONES
Las lineas de frijol Campechano, FBN 1211-66 y SER 125 presentaron mayores
rendimientos en la mayoria de localidades en Santa Barbara.
En las evaluaciones de los genotipos de frijol en La Vega 4 de Monte redondo,
Escuela Agricola Panamericana Zamorano, bajo el tratamiento con fertilizacion no
se observaron diferencias significativas, sin embargo si las hubo para los tratamientos
sin fertilizacion sobresaliendo como mejores las lineas Campechano y SER 125.

fertilizar mejora los rendimientos en todas las lineas y variedad de frijol evaluadas.

Segun el analisis RAPD, las diferencias observadas en distancia genéticas entre las
lineas de frijol, podréan orientar futuras hibridaciones en mejoramiento y seleccion.
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RECOMENDACIONES

Debido a variaciones inherentes a las fincas de pequefios agricultores se debe incluir
un mayor numero de evaluaciones con genotipos tolerantes a bajos contenidos de N
y P y otros factores de suelo, clima y manejo.

Los genotipos Campechano, SER 125 y FBN 1211-66 que poseen buenas
caracteristicas agronémicas y comerciales, deben ser revalidadas en fincas de
agricultores para su posible liberacion como nuevas variedades comerciales.

Usar mayor cantidad de marcadores moleculares del tipo RAPD para identificar
mejores padres con potencial para el mejoramiento genético.

Fertilizar todas las lineas para obtener mejores rendimientos.
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