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RESUMEN

Proafio, N. 2005. Caracterizacion de razas de Phaeoisariopsis griseola e implementacion
de la seleccion asistida con marcadores para la resistencia a la mancha angular del frijol.
Proyecto Especial del Programa de Ingeniero Agronomo, Zamorano, Honduras. 33 p.

La mancha angular (Phaeoisariopsis griseola) es una de las enfermedades del frijol que
causa grandes pérdidas econdmicas a nivel mundial. La mancha angular causa lesiones
angulares en el follaje de la planta, y afecta tallos, peciolos y vainas. El objetivo de este
estudio fue caracterizar razas patogénicas del agente causal de la mancha angular (P.
griseola) y adaptar un protocolo para la implementacion del SCAR SH-13. Los estudios
se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia y las facilidades de invernaderos del
Programa de Investigaciones en Frijol (PIF). Se hicieron inoculaciones en variedades
diferenciales andinas y mesoamericanas de frijol (12 genotipos diferenciales) usando
aislamientos de P. griseola. Los genotipos fueron sembrados en maceteros de 15 cm de
diametro e inoculados con P. griseola a los 18 dias después de la siembra (DDS) con una
suspension de 2 x 10* conidias/ml. Las plantas inoculadas permanecieron por 48 horas en
una camara de incubacion y luego se mantuvieron a una temperatura aproximada de 28°C
y humedad relativa > 85%. Se evaluo la reaccion de los diferenciales a los 14 dias después
de la inoculacién (DDI), usando la escala de severidad de dafio del CIAT para determinar
la segregacion por resistencia (1-3) y susceptibilidad (4-9). La mayoria de los
diferenciales de mancha angular presentaron susceptibilidad a los aislamientos de P.
griseola, pero la incidencia fue menor en las variedades de origen andino. Se identificaron
ocho razas (13-55, 15-39, 15-43, 31-38, 31-39, 31-51, 55-59 y 63-63), lo que implica que
este hongo posee una alta variabilidad patogénica. Los diferenciales G5686, Mex 54 y
BAT 332, fueron los que presentaron la mayor resistencia a los aislamientos evaluados.
Se recomienda ampliar la caracterizacion del patdogeno en el ambito regional para
entender mejor su comportamiento y avanzar con la busqueda de fuentes de resistencia
que permitan la ampliacién de la base genética y una constante resistencia a la mancha
angular. Para la implementacion del SCAR SH-13 se elaboraron tres protocolos, uno de
estos mostrd una mejor calidad de bandas y resulto ser el mas idoneo para la adaptacion a
las condiciones del laboratorio. La mezcla maestra para el protocolo 3 fue: 7.1 ul de agua,
3.0 pl de buffer (10X promega), 1.2 ul de ANTP’s (4mM c/u) sin MgCl,, 0.5 ul de primer
SH-13-F, 0.5 ul de primer SH-13-R, 0.7 ul de Tag-Polimerasa y 2.0 ul de ADN extraido
de las plantas de la variedad AND 277 que posee el gen Phg-1 que confiere la resistencia
a la mancha angular del frijol. El SCAR SH-13 se ajustd a la expresion de resistencia
esperada (P>0.9) mediante la prueba de Chi-Cuadrado.

Palabras clave: Aislamientos, base genética, genotipos diferenciales, inoculacion, razas
patogénicas, SCAR, variabilidad patogénica.
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INTRODUCCION

El frijol comtin (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa comestible mas importante sobre
la tierra, proveyendo nutrientes importantes para mas de 500 millones de personas de
naciones en vias de desarrollo. Segun Rosas (2003a), los factores mas importantes que
afectan el desarrollo del frijol incluyen el genotipo (cuyas caracteristicas habito de
crecimiento y precocidad pueden variar), el clima y las enfermedades. Dentro de estos
factores, las enfermedades, en su mayoria causadas por hongos, virus y bacterias, son una
de las limitantes que mas contribuyen a su bajo rendimiento.

La mancha angular del frijol es causada por el hongo Phaeoisariopsis griseola (Sacc.),
que se presenta con frecuencia en algunas zonas frijoleras de América Latina. P. griseola
pertenece al grupo de los hongos imperfectos, del orden moniliales, familia stilvaceae. Es
una enfermedad de amplia distribucién y econdmicamente importante debido a que puede
causar reducciones en rendimiento de hasta un 80% en variedades susceptibles (Rosas
2003a).

P. griseola, tiene un rango de hospederos que incluyen P. vulgaris, P. acutifolius, P.
coccineus y P. lunatus. Este patdégeno requiere temperaturas de 16 a 24°C para su
desarrollo y una humedad relativa de 80 a 95% que permite que esporule en forma
abundante. El viento es uno de los principales agentes que diseminan las esporas de este
hongo, ya que al madurar se desprenden facilmente del conidi6foro y son arrastradas a
otras siembras de frijol. Los insectos también contribuyen a la diseminacion de esporas,
¢stas se adhieren al cuerpo, las patas y alli las transportan a otras plantas (Campos 1987).

La semilla es un agente potencial de diseminacion ya que este patdgeno puede estar en el
interior de la misma y reiniciar su actividad cuando las condiciones le sean favorables,
entonces se convierte en fuente de indculo primario y causa defoliacion prematura de la
planta. Segin Rosas (2003b), la transmision por semilla es relativamente baja, pero
representa un peligro potencial segtn el nivel de dafios en las vainas. El patogeno también
puede permanecer en los residuos de las plantas enfermas hasta por 500 dias, asi como en
el suelo; el agua de lluvia favorece su diseminacion (Campos 1987).

El patégeno de la mancha angular posee razas. La mayoria de los genotipos evaluados
hasta ahora son resistentes a unas razas y susceptibles a otras. Existe evidencia que indica
que la organizacién de la diversidad genética del hongo que causa la mancha angular del
frijol es paralela a su hospedero.

En 1995 se aprobd un grupo de 12 genotipos diferenciales y su valor binario para la
caracterizacion de razas de P. griseola desarrollado por el CIAT (Centro Internacional de



Agricultura Tropical) (Pastor-Corrales y Jara 1995). Estos diferenciales se clasifican en
dos grupos de genotipos: Seis andinos (Don Timoteo, G11796, Bolén Bayo, Montcalm,
Amendoin y G5686) y seis mesoamericanos (PAN 72, G2858, Flor de Mayo, Mex 54,
BAT 332 y Cornell 49242).

Previo a este estudio, utilizando los 12 genotipos diferenciales, Arroyo 2004 identifico
siete razas de P. griseola con el uso de siete aislamientos recolectados en diferentes zonas
frijoleras de Honduras (Cuadro 1).

Cuadro 1. Aislamientos hondurefios de Phaeoisariopsis griseola caracterizados por
Arroyo 2004. Zamorano. 2005.

Codigo de Afio de
aislamiento  Lugar de recoleccion Material recolectado recoleccion  Raza
Pg-C Cabanas, Marcala, La  Phaseolus coccineus 2003 0-32
Paz

Pg-Jm Jamastran, Danli, El P. vulgaris 2003 23-43
Paraiso

Pg-Jc Jacaleapa, Danli, El P. vulgaris 2003 17-7
Paraiso

Pg-L Linaca, Tatumbla, Fco. P. vulgaris 2003 25-17
Morazan

Pg-Lm Las Moras, Giiinope, P. vulgaris 2003 23-59
El Paraiso

Pg-La Los Almendros, Danli, P. vulgaris 2003 0-33
El Paraiso

Pg-Mh Mina Honda, Yorito, P. vulgaris 2004 31-59
Yoro var.Macuzalito

Existen tres tipos de control de la mancha angular que son: Cultural, quimico y genético.
De estos, el control genético mediante el uso de variedades resistentes es la medida mas
segura y econdmica para prevenir esta enfermedad. Actualmente existen lineas avanzadas
de grano mesoamericano con resistencia intermedia a la enfermedad y se estan
desarrollando variedades resistentes empleando fuentes andinas y mesoamericanas.

Entre otras opciones para el control y manejo de esta enfermedad se cuenta con nuevas
herramientas para el mejoramiento genético de las plantas. Aqui se destacan los
marcadores moleculares, los cuales aparecen como herramientas indispensables de apoyo
a los programas clasicos de mejoramiento.

En general, el trabajo con marcadores moleculares es util porque se pueden usar en la
seleccion mediante la identificacion de genes. La aplicacion de esta herramienta en el

fitomejoramiento es conocida como Seleccion Asistida con Marcadores Moleculares
(SAM) (Singh 1996).



El Laboratorio de Biodiversidad y Fitomejoramiento de Zamorano ha hecho uso de
marcadores tipo SCAR, tal es el caso del marcador SNO2, el cual fue implementado y
utilizado en estudios anteriores.

El objetivo general de este estudio es caracterizar la diversidad patogénica de
Phaeoisariopsis griseola utilizando aislamientos recolectados en zonas frijoleras de
Honduras, Nicaragua y Puerto Rico; e implementar SAM en la resistencia de la mancha
angular del frijol.

Como objetivos especificos se planted, identificar las razas patogénicas de P. griseola
presentes en zonas frijoleras de Honduras, Nicaragua y Puerto Rico mediante el uso de 12
genotipos diferenciales inoculados con aislamientos monospoéricos y adaptar protocolos
para el SCAR SH-13 para la implementacion de SAM en la resistencia de la mancha
angular del frijol.



MATERIALES Y METODOS

UBICACION DEL ESTUDIO

El estudio se llevd a cabo a partir del mes de febrero hasta septiembre de 2005, en las
instalaciones del Programa de Investigaciones en Frijol (PIF) de la Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano; ubicada en el valle del Yeguare, a 30 km de Tegucigalpa,
Honduras, con una altitud de 800 msnm, temperatura media de 24°C y precipitacion
media anual de 1,100 mm.

El manejo in vitro de P. griseola y el analisis molecular se realizaron en el Laboratorio de
Biodiversidad y Fitomejoramiento, mientras que las inoculaciones y evaluaciones de
severidad, en invernaderos con ambiente controlado y en una casa de malla como camara
de incubacion.

CARACTERIZACION PATOGENICA DE P. griseola

Material experimental

Se utilizaron cultivos puros de ocho aislamientos de P. griseola recolectados en
Honduras, Nicaragua y Puerto Rico (Cuadro 2); conservados a -20°C en el Laboratorio de
Biodiversidad y Fitomejoramiento de Zamorano. Para la reactivacion de estos
aislamientos se utiliz6 una solucioén de peptona (10%) y sucrosa (20%).

Cuadro 2. Aislamientos de Phaeoisariopsis griseola de muestras de frijol recolectadas en
Honduras, Nicaragua y Puerto Rico. Zamorano. 2005.

Codigo de Material Afo de
aislamiento Lugar de recoleccion recolectado recoleccion
Pg-19 - IHND'  El Paraiso, Honduras P. vulgaris
Pg-P Palmichal, Comayagua, P. vulgaris 2005
Honduras
Pg-Sb Santa Barbara, Honduras P. vulgaris 2005
Pg-E Esteli, Nicaragua P. vulgaris 2004
Pg-Pn Pueblo Nuevo, Nicaragua P. vulgaris 2004
Pg-SI Santa Lucia, Nicaragua P. vulgaris 2004
Pg-I1 Isabela, Puerto Rico P. vulgaris 2005
Pg-12 Isabela, Puerto Rico P. vulgaris 2005

" Aislamiento donado por el CIAT



Genotipos diferenciales

Se emplearon 12 genotipos diferenciales de frijol para la caracterizaciéon de las razas
patogénicas, las cuales consisten en variedades con diferentes genes de resistencia que
dan, mediante un valor binario, el espectro patogénico del organismo en estudio.

Para la caracterizacion de los aislamientos, ademés de los genotipos diferenciales, se
utilizaron plantas de G06727 y Tio Canela-75 como testigos resistente y susceptible
respectivamente.

Siembra

Las plantas de los diferenciales fueron sembradas en los invernaderos de las instalaciones
del PIF. Las plantas crecieron en maceteros medianos de 15 cm de didmetro y
profundidad (2,651 cm’), a razon de tres plantas por macetero y dos maceteros por cada
genotipo.

Los maceteros estuvieron distribuidos en tres grupos de 28 maceteros por grupo (Figura

).

Figura 1. Diferenciales de mancha angular (1 al 12), testigo resistente G06727 (T;) y
susceptible TC-75 (T»).

Inoculacion de plantas con aislamientos de P. griseola de Honduras, Nicaragua y
Puerto Rico

La inoculacion de los cultivos monosporicos en el grupo de 12 genotipos diferenciales fue
realizada con un atomizador DeVilbiss® adaptado a un compresor de aire. Para aplicar el
in6culo se agregaron a la suspension, de 2x10* conidias/ml, dos gotas de Tween 20 como
dispersante de esporas por litro de indculo. Las plantas de 18 dias de germinadas o con
dos hojas trifoliadas, fueron inoculadas por el haz y el envés y permanecieron 48 horas en
incubacion a 90 % de humedad relativa y 24-28 °C en una casa de malla adecuada a las
condiciones Optimas para el desarrollo de la enfermedad. Se efectuaron riegos diarios,
tutoreo y cortes de guias apicales segiin fue necesario.



Evaluacién de la severidad de dafio

A los 14 dias después de la inoculacion (DDI), las plantas fueron evaluadas mediante la
escala de severidad 1-9 (1-3 = resistente, 4-9 = susceptible), propuesta por el CIAT (1987)
(Figura 2).

Figura 2. Representacion de la escala de severidad de dafio (CIAT 1987) para la
evaluacion de lesiones causadas por P. griseola.

IMPLEMENTACION DE LA SELECCION ASISTIDA CON MARCADORES
MOLECULARES (SAM)

Material experimental

Se emplearon plantas de la variedad AND 277 y el SCAR SH-13, para el estudio de la
resistencia de la mancha angular del frijol mediante el gen Phg-1. La siembra de las
plantas de la variedad AND 277 se hizo el 13 de julio del 2005 en los bancales de las
instalaciones del PIF. Para la implementacion del marcador molecular SH-13 se utilizaron
los protocolos de extraccion, cuantificacion, dilucion, y separacion de ADN sugeridos por



la Universidad de Wisconsin-Madison (Zeledon 2003). El protocolo de amplificacion se
originé a partir de varias pruebas de ajuste de reactivos y sus concentraciones.

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se recolectaron cuatro brotes terminales de 48 plantas de la
variedad AND 277. El material vegetativo se coloco en tubos eppendorf de 1.5 ml. Con el
fin de romper las paredes celulares del tejido se usaron barras de plexiglass para macerar
las muestras en los tubos eppendorf con 500 pl de buffer PEX (Etil Xantogenato de
Potasio). Luego se colocaron las muestras en bafilo Maria a 65°C por 60 min y para la
concentracion de los residuos de tejido, estos se centrifugaron a 14000 RPM durante 10
min. Se precipitaron los acidos nucleicos con 6:1 etanol acetato de amonio 7.5M por 30
min y se peletizaron los acidos nucleicos centrifugando las muestras a 3000 RPM durante
10 min. Se adicioné 300 pl de RNAasa a (100 pg/ml) + buffer TE 0.1X y se colocd en
bafio Maria a 37°C por 60 min para eliminar el ARN de las muestras. Se precipito el ADN
con una mezcla de 10:1 de etanol acetato de sodio 3 M. El pellet de ADN fue lavado con
etanol al 70% para luego dejarlo secar al ambiente. Después de tres horas se rehidratd con
100 pl de buffer TE 0.1X y se almacen6 a -20°C.

Cuantificacién y Dilucion de ADN

Para cuantificar el ADN de cada muestra, se uso el fluorometro Hoefer Pharmacia Biotech
Inc., DyNA Quant "™200, colocando 2 ml de buffer de cuantificacion y 2 pl de ADN
muestra en una cubeta de cuarzo para medir la concentracion de ADN en ng/ul. Para la
calibracion del fluorometro se us6 ADN de bovino estandar (100 ng/ul). La dilucion de
ADN se realiz6 a una concentracion de 30 ng/ml, agregando 100 pl de buffer TE 0.1X y
ADN segutin la concentraciéon y el volumen estimado mediante la formula Vi = 3000/Ci-
30. Estas muestras fueron diluidas en platos de 96 celdas con fondo redondeado.

Optimizacion de protocolo de amplificacion usado para el SCAR SH-13

Para detectar la presencia o ausencia de bandas en la variedad AND 277, usando el SCAR
SH-13 ligado al gen Phg-1 (Queiroz et al. 2004), se realizaron pruebas empleando
soluciones con cantidades y concentraciones diferentes para la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), obteniendo de esta manera nuevas mezclas maestras para la
optimizacion del SCAR, adaptandolo a las condiciones del Laboratorio de Biodiversidad
y Fitomejoramiento de la Escuela Agricola Panamericana.

Amplificacion

Las tres mezclas maestras de prueba se prepararon de acuerdo a los volumenes de agua,
buffer 5X y 10X, cebadores (primers), ANTP’s y Tag-Polimerasa (Cuadro 3 y 4).



Cuadro 3. Protocolo #1 para la mezcla maestra de reaccion en la amplificacion del SCAR
SH-13 para el gen Phg-1.

Componentes ler. Protocolo
Agua 9.0
Buffer (5X) + (Xylene Cyanole) 2.0
dNTP’s (4mM c/u) con MgCl, 0.7
SH-13-F 0.3
SH-13-R 0.3
Tag-Polimerasa (5U/ul) 0.7
ADN 2.0
Volumen final 15.0

Cuadro 4. Protocolo 2 y 3 para la mezcla maestra de reaccion en la amplificacion del
SCAR SH-13 para el gen Phg-1.

Componentes 2do. Protocolo 3er. Protocolo
Agua 7.6 7.1
Buffer (10X Promega) 2.5 3.0
dNTPs (4mM c/u) sin MgCl, 1.2 1.2
SH-13-F 0.5 0.5
SH-13-R 0.5 0.5
Tag-Polimerasa (5U/ul) 0.7 0.7
ADN 2.0 2.0
Volumen final 15.0 15.0

El equipo utilizado para la amplificacion de ADN fue el termociclador PCR-100™

(Programmable Termal Controller, Peltier-Effect Cycling). El programa de amplificacion
uso el perfil térmico para el marcador molecular SCAR SH-13 descrito por Miklas (2002).
El perfil térmico consto de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 s; acoplamiento a
59°C por 60 s, elongacion a 72°C por 90 s y un ciclo final de elongacion a 72°C por 5
min.

Separaciéon de ADN

Se efectud en un tanque de electroforesis (Maxicell EC 360M, 22 orificios), empleandose
gel de agarosa al 1%, para luego tefiirla con 10 pl de bromuro de etidio en 100 ml de
agua. En la electroforesis se utiliz6 una fuente de poder eléctrico y regulacion de voltaje
(Hoefer Scientific Instruments, PS 250/2.5 AMP). Para determinar la longitud de los
fragmentos observados se utilizd una escalera de ADN de 100 pares de bases (100 pb
DNA Ladder). Para la observacion de las bandas se utiliz6 un transiluminador Fotodyne,
Foto/UV® 26 y una camara digital SONY para fotografiar las geles y registrar los
resultados.



EVALUACION DEL PATRON DE AMPLIFICACION DEL SCAR SH-13

Se utiliz6 48 muestras de ADN extraidas de 48 plantas de la variedad AND 277
sembradas en los bancales del PIF, con el fin de evaluar y comprobar el patron de bandas
del SCAR SH-13 correspondiente a 520 pares de bases.

Andlisis estadistico

Para determinar el porcentaje de aceptabilidad se aplicé la distribucion de X* (Chi-
cuadrado) de Pearson, para comprobar la concordancia entre los valores esperados y
observados identificando la relacion en el patron de bandas empleando 48 muestras de la
variedad AND 277 con el SCAR SH-13.



RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION PATOGENICA DE P. griseola

Se identifico ocho razas distintas al evaluar los ocho aislamientos de P. griseola
colectados en Honduras, Nicaragua y Puerto Rico, lo que confirma la gran variabilidad
patogénica del hongo causante de la mancha angular en la region. El aislamiento Pg-Pn de
Nicaragua presentd menos virulencia que los demads, ya que se obtuvo una severidad de
grado bajo (1-3) a medio (4-6), incluso en el testigo susceptible Tio Canela-75. La
resistencia intermedia observada en Tio Canela-75 a estos aislamientos, puede atribuirse a
la presencia del gen Phg-2, identificado en esta variedad mediante el marcador SCAR
SNO2 (Diaz 2001). Los diferenciales G5686, Mex 54 y BAT 332 fueron los genotipos
con mayor resistencia a los aislamientos evaluados. G5686 tuvo una resistencia muy
parecida al testigo G06727; razén que se atribuye a que ambos pertenecen al mismo
acervo andino.

Cuadro 5. Caracterizacion de los ocho aislamientos de Phaeoisariopsis griseola mediante
el uso de 12 genotipos diferenciales de frijol. Zamorano, Honduras. 2005.

Genotipos diferenciales

Aislamientos Andinos Mesoamericanos Razas Testigos
1> 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 A’ B
Pg-19-1HND + + + + + -~ + o+ + - -+ 31-39 2" 7
Pg-P + + + + + - + + - - + o+ 31-51 3 7
Pg-Sb + + + + + o+ + + + + + + 63-63 1 6
Pg-E + -+ o+ - - + o+ -+ o+ 13-55 3 7
Pg-Pn + o+ o+ o+ - + 0+ -+ -+ 15-43 2 6
Pg-Si + 4+ 4+ - + 0+ + + - + + + 55-59 2 8
Pg-11 + + + + o+ - -+ o+ - - + 31-38 1 7
Pg-I2 + o+ A+ o+ - - + + F - -+ 15-39 2 8

* 1=Don Timoteo, 2=G11796, 3=Bolén Bayo, 4=Montcalm, 5=Amendoin, 6=G5686, 7=Pan 72, 8=G2858,
9=Flor de Mayo, 10=Mex 54, 11=Bat 332 y 12=Cornell 49242

Y A=G06727, B=Tio Canela-75

* Severidad: (-)=Resistente, (+)=Susceptible

Y Escala de Severidad: (1-3)=Resistente, (4-9)=Susceptible

Cuatro de las ocho razas identificadas en este estudio (15-43, 31-39, 31-51 y 63-63), han
sido anteriormente reportadas en Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Puerto Rico.
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Distribucion geografica de las razas caracterizadas

Con el uso del grupo de 12 genotipos diferenciales establecidos por el CIAT 1995, se han
reportado en Honduras y Nicaragua, paises correspondientes al drea mesoamericana y
Puerto Rico, en El Caribe, 35 razas del hongo causante de la mancha angular.

En el caso de Honduras se han identificado anteriormente 20 de estas 35 razas. En
estudios realizados por Arroyo 2004, se reportaron siete razas pertenecientes a los
departamentos de La Paz, El Paraiso, Fco. Morazan y Yoro; y en el presente estudio se
identificaron tres razas, pertenecientes a los departamentos de El Paraiso, Comayagua y
Santa Barbara (Figura 3).

= (032

] Arroyo 2004

<> Proafio 2005

Figura 3. Razas patogénicas de P. griseola identificadas en Honduras en los afios 2004 y
2005.

Comparando los resultados de las razas identificadas en Honduras por otros autores y
Arroyo 2004 con las razas caracterizadas en este estudio; se encontraron dos patotipos
iguales confirmando la existencia de estos en los sistemas agroecologicos hondurenos.
También se observo una similitud entre dos patotipos de Honduras evaluados en este
estudio con patotipos identificados por otros autores en Nicaragua, atribuyéndose esto al
permanente movimiento de material genético entre los paises de esta region y por la
similitud de sistemas agroecologicos dentro de estos dos paises (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Comparacion de patotipos de Phaeoisariopsis griseola caracterizados en
Honduras.

Razas identificadas anteriormente Arroyo 2004 Proafio 2005

7-437 32-39" 0-32

15-117" 32-47" 23-43 3151
15-437%" 63-11%* -

17-7 @

15-59°" 63-277 25-17

15-637™ 63-317" 23-59
31-11% 63-437 0-33

31-27%% 63-477 31-59

63-517

31_47ZYW 63'592y

31-637™"

?Mahuku et al. (2002a)
YPROFRIJOL (1999)

* Mahuku et al. (2002b)
Y CIAT (1997)

En lo que respecta a Nicaragua no se encontrd6 ninguna relaciéon entre las tres razas
caracterizadas en este estudio con los nueve patotipos identificados anteriormente por
otros autores.

Figura 4. Razas patogénicas de Phaeoisariopsis griseola identificadas en Nicaragua en el
afio 2005.
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Al comparar las razas de Nicaragua caracterizadas este afio con las de Honduras por otros
autores, se identifico la presencia de la raza 15-43 en los dos paises, lo que representa
nuevamente el parentesco de patotipos a nivel mesoamericano (Cuadro 7).

Cuadro 7. Comparacion de patotipos de Honduras y Nicaragua de Phaeoisariopsis
griseola.
Razas hondurefias identificadas anteriormente Razas nicaragiienses (Proaiio 2005)

7-437 32-39" 3
zyw
15-11 32-47%
zyx
63-11 55-59

15_592yw 63_27Zy
15-632" 63-312*
31-11% 63-437
31-27" 63-477
zy
31-39% 63-51
2y
31-479" 63-59
31-63W 63-63
?Mahuku et al. (2002a)
YPROFRIJOL (1999)
* Mahuku et al. (2002b)
Y CIAT (1997)

Para el caso de Puerto Rico, los dos patotipos de P. griseola caracterizados en este estudio
son nuevos (Figura 5), ya que no existio similitud con las seis razas identificadas
anteriormente por otros autores. Cabe recalcar que existe una relacion estrecha de baja
virulencia entre todos los patotipos puertorriquefios observado en su nomenclatura binaria
(espectro de virulencia).

Figura 5. Razas patogénicas de P. griseola identificadas en Puerto Rico en el ano 2005.
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No se encontré6 ninguna relacion entre las razas puertorriquefias identificadas en este
estudio con las de Nicaragua identificadas anteriormente, a excepcion del leve parentesco
entre la raza 31-38 con la 31-39 de Puerto Rico y Honduras ya identificadas, por lo que se
asevera que la relacion existente entre estos patotipos es mas estrecha en los valores de
reaccion de los genotipos andinos que en los mesoamericanos, por lo que también se
puede afirmar que existe un parentesco entre razas, ya no solo a nivel Mesoamericano,
sino también con El Caribe.

IMPLEMENTACION DE LA SELECCION ASISTIDA CON MARCADORES
MOLECULARES (SAM)

Optimizacion de protocolo para marcadores tipo SCAR

Se optimiz6 el marcador SCAR SH-13 mediante el uso de tres protocolos, en los cuales se
redujo la cantidad de algunos reactivos, para mejorar la calidad de amplificacion de las
bandas.

Optimizacion de SCAR SH-13

El marcador SH-13 amplificé una banda a una altura de 520 pares de bases (Figura 6),
con lo que se asevera la presencia del gen Phg-1 en la variedad AND 277. Con el
protocolo uno se observaron bandas muy difusas debido al uso del buffer 5X y dNTP’s
(4mM) con MgCl, Con los protocolos dos y tres se obtuvo una mejor resolucion de las
bandas, remplazando el buffer anterior por el 10X Promega y ANTP’s (4mM) sin MgCl,.
Finalmente el protocolo de la mezcla maestra escogido fue el tercero por claridad de
banda. La disminucion de la cantidad de agua no influy6 significativamente en esta
observacion.

E Protocolo 2 Protocolo 1 Protocolo 3
A - A A
e [ N AEE( \
1500
1000 €
600 €
500 <@~ At
300 @

Figura 6. Optimizacion del SCAR SH-13 con adaptaciones al protocolo de UW.
Zamorano. Honduras. 2005.
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EVALUACION DEL PATRON DE AMPLIFICACION DEL SCAR SH-13

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en la evaluacion del SCAR SH-13, permitid identificar un patron
de bandas similar en las 20 muestras sin degradacion de ADN de las 48 recolectadas de la
variedad AND 277, a una altura de 520 pares de bases, revelando la resistencia genotipica
esperada para la mancha angular del frijol comtn (Figura 7). De acuerdo con el analisis
Chi cuadrado, se definido que el marcador SH-13 se ajusta a la expresion de resistencia
esperada (P>0.9). De esta manera se afirma que los resultados observados no se deben al

azar. La formula empleada fue [(O-E)-(0.5)]*/E, obteniendo también un grado de libertad
equivalente a 1.

1500 <@
1000 @

600 @ S S p— rrenn— -
500 = -

300 ¢

(E) = escalera, (+) = presencia de banda, (-) = ausencia de banda.

Figura 7. Patrén de amplificacion de banda del SCAR SH-13.



CONCLUSIONES

La identificacion de ocho razas diferentes a partir de igual nimero de aislamientos de P.
griseola en muestras de frijol recolectadas en Honduras, Nicaragua y Puerto Rico,
confirma la existencia de una gran variabilidad patogénica en estos paises.

Los genotipos G5686, Mex 54 y BAT 332 fueron los diferenciales que presentaron mayor
resistencia a las ocho razas evaluadas de P. griseola.

Comparando con estudios anteriores, se reafirma la poca virulencia en razas
puertorriquefias.

Esté4 confirmada la hipdtesis de la existencia de la raza 63-63 en Santa Barbara, Honduras;
ya que en observaciones anteriores en campos de frijol localizados en esa region
existieron continuamente severidades e incidencias muy elevadas en materiales de frijol
susceptible y moderadamente resistente.

El marcador SCAR SH-13 se optimiz6 a las condiciones del Laboratorio de Biodiversidad
y Fitomejoramiento, con un excelente ajuste en la prueba de X°.



RECOMENDACIONES

Dar seguimiento a la caracterizacion de aislamientos de P. griseola de la region
Centroamericana y de El Caribe para poder comprender cada vez mejor el
comportamiento de las poblaciones del patdgeno.

Utilizar los genotipos G5686 (andino), Mex 54 y BAT 332 (mesoamericanos) como
progenitores en posteriores cruzas, para aumentar las fuentes de resistencia a la mancha
angular del frijol.

Ampliar el SAM con un mayor nimero de marcadores SCAR, para la evaluacion de la
resistencia a la mancha angular del frijol comun en la region.
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ANEXOS

Anexo 1. Caracterizacion del patotipo 31-39 de Phaeoisariopsis griseola

Inoculacion : 18 DDS Aislamiento: Pg-19 — 1HND

Evaluacion : 16/07/05 (14 DDI) Descripcion: 12 diferenciales, G06727 y
Ubicacion : Casa de malla con microaspersion Tio Canela-75

Plantas/Severidad(1-9) Valor Reaccion

Diferencial 1|2|3|4]| 5|6/ binario
1 Don Timoteo 3|/5|5|5|51]4 1 +
2 G11796 5143 |5|5 |4 2 +
ANDINOS 3 Bolén Bayo 512 71519 4 +
4 Montcalm 4 |5|5|5|5 |5 8 +
5 Amendoin 513|3|5|]9]8 16 +
6 G5686 21 2|3[|3|3]|4 32 -
7 Pan72 9| 7|3|5|5 |5 1 +
8 (G2858 5|6 |7 |5| 6|6 2 +
MESOAMERICANOS 9 Flor de Mayo 9119 |5 5 4 +
10 Mex 54 2121|1112 8 -
11 Bat 332 21 2|21]2|3]|3 16 -
12 Cornell 49242 9| 7|6 |6| 6|4 32 +
Tl GO06727 (R) 212 |1]2|2]|2
T2 Tio Canela-75(S) 6 | 7|6 |]9|9 3

Raza: 31-39
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Anexo 2. Caracterizacion del patotipo 31-51 de Phaeoisariopsis griseola

Inoculacioén :
Evaluacion
Ubicacién

18 DDS

: 14/07/05 (14 DDI)
. Casa de malla con microaspersion

Aislamiento: Pg-P

Descripcion: 12 diferenciales, G06727 y

ANDINOS

MESOAMERICANOS

Diferencial
Don Timoteo
G11796
Bol6on Bayo
Montcalm
Amendoin
G5686

o0 WDN PR

7 Pan72

8 G2858

9 Flor de Mayo
10 Mex 54

11 Bat332

12 Cornell 49242

Tl G06727 (R)

T2 Tio Canela-75(S)

Tio Canela-75
Plantas/Severidad(1-9)
1|2 |3|4]|5]|6

6 | 5/4]13]|5
91 8| 3|6|6]8
6 | 6 |16 |5]3]|3
3|6 |5|6|5]2
3|12 |5|5|5]5
2 1 3]1]1]1]2]3
91 3|7 |5]5]|5
512 | 4]7|16]6
1|2 2 (1)1
2 13 ]|138]2]1]1
9 1819191919
819 |8|7]|7]5
2 | 2]12]2]3]|6
6 | 8|17 ]19]5]|6

Valor
binario
1
2
4
8
16
32

Raza:

Reaccioén

+ + + + 4

31-51

Anexo 3. Caracterizacion del patotipo 63-63 de Phaeoisariopsis griseola

Inoculacién :
Evaluacion
Ubicacién

18 DDS

. 21/03/05 (14 DDI)
. Casa de malla con microaspersion

Aislamiento: Pg-Sb
Descripcion: 12 diferenciales, G06727 y

Tio Canela-75

ANDINOS

MESOAMERICANOS

Diferencial
Don Timoteo
G11796
Bol6n Bayo
Montcalm
Amendoin
G5686

OO WN PR

7 Pan72

8 (G2858

9 Flor de Mayo
10 Mex 54

11 Bat 332

12 Cornell 49242

Tl G06727 (R)

T2 Tio Canela-75(S)

Plantas/Severidad(1-9)

112 ]3]4|5]|6
6 | 2

5|1 7]15|2]6]|6
6 | 5|6 4|6
514 7142
9186 ]19]9
71412 ]5|5]|6
1] 5|2 |5]|6]6
5155|444
4 |5 6

4 16 |1 5]|5]5]|5
8 | 4 6 |68
6 |6 | 5]|]6]|5]|6
1] 2]1]1]2]1
5| 7]17]6]|6]|7

Valor
binario
1
2
4

Raza:

Reaccion

+ + + + + +

+ + + + + 4+

63-63
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Anexo 4. Caracterizacion del patotipo 13-55 de Phaeoisariopsis griseola

Inoculacioén :
Evaluacion
Ubicacién

18 DDS

: 30/06/05 (14 DDI)
. Casa de malla con microaspersion

Aislamiento: Pg-E

Descripcion: 12 diferenciales, G06727 y

ANDINOS

MESOAMERICANOS

Diferencial
Don Timoteo
G11796
Bol6n Bayo
Montcalm
Amendoin
G5686

OOk, WN B

7 Pan72

8 (G2858

9 Flor de Mayo
10 Mex 54

11 Bat 332

12 Cornell 49242

Tl G06727 (R)

T2 Tio Canela-75(S)

Tio Canela-75
Plantas/Severidad(1-9) Valor Reaccidn
1121 314| 5|6/ binario
6 | 5|6 |6|5 |5 1 +
51| 3 3|13 |2 2 -
4|1 6|3|6|5]|3 4 +
5|5|2|5|2]|2 8 +
213|6|3|4]|2 16 -
21413 |3|3]|2 32 -
5|4|13|6|5|5 1 +
8|7 |5|3| 3|3 2 +
8| 5|8|6| 8 4 +
3|2|2|2|2]|2 8 -
213|3|4]|4]|5 16 +
8| 5|3|5| 3|5 32 +
3[(3|2|2|4]2
6 | 5|5|9| 8|7

Raza: 13-55

Anexo 5. Caracterizacion del patotipo 15-43 de Phaeoisariopsis griseola

Inoculacioén :
Evaluacion
Ubicacién

18 DDS

: 30/06/05 (14 DDI)
. Casa de malla con microaspersion

Aislamiento: Pg-Pn

Descripcion: 12 diferenciales, G06727 y

Tio Canela-75

ANDINOS

MESOAMERICANOS

Diferencial
Don Timoteo
G11796
Bolon Bayo
Montcalm
Amendoin
G5686

o0 WDN PR

7 Pan72

8 (2858

9 Flor de Mayo
10 Mex 54

11 Bat332

12 Cornell 49242

Tl G06727 (R)

T2 Tio Canela-75(S)

Plantas/Severidad(1-9) Valor Reaccién
1 2 314|5]| 6] binario
5| 4|5|6|5]|3 1 +
5| 5|2 1|4]|3 2 +
3| 5|3|5]|5]|5 4 +
6 | 2 |6 |4|4]|3 8 +
3|1 3|2 |3|2]|2 16 -
2 2 212 |2)|3 32 -
6 | 6 41215 1 +
5| 6 | 5]3|3|4 2 +
2 | 2 212|2 4 -
415 |5|5|6|4 8 +
213 |42 |2]|2 16 -
8 7 9|18 |78 32 +
2| 2 1|11 (3|4
719 | 8|4|4]|5
Raza: 15-43
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Anexo 6. Caracterizacion del patotipo 55-59 de Phaeoisariopsis griseola

Inoculacioén :
Evaluacion
Ubicacién

18 DDS

: 30/06/05 (14 DDI)
. Casa de malla con microaspersion

Aislamiento: Pg-SlI

Descripcion: 12 diferenciales, G06727 y

Tio Canela-75

ANDINOS

MESOAMERICANOS

Diferencial
Don Timoteo
G11796
Bolon Bayo
Montcalm
Amendoin
G5686

o0 WDN PR

7 Pan72

8 G2858

9 Flor de Mayo
10 Mex 54

11 Bat 332

12 Cornell 49242

Tl G06727 (R)

T2 Tio Canela-75(S)

Plantas/Severidad(1-9)

112 ]13]4]5]|6
6 6 |5
52 515

S| 7]5]|]6|5]5
312122 ]5]5
6 | 5]7]5]|6]5
2 14]14]15|5]5
515 5|/5]6
5|56 |7]7]6
2 1

7|17 ]16]5|4]|6
716 | 5]|]5|5]|5
8| 7]16]9|8]|5
2 121112 |3]2
918161988

Valor
binario
1
2
4

Raza:

Reaccién

+ + + +

=+

+ + +

55-59

Anexo 7. Caracterizacion del patotipo 31-38 de Phaeoisariopsis griseola

Inoculacién :
Evaluacion
Ubicacién

18 DDS

. 5/08/05 (14 DDI)
. Casa de malla con microaspersion

Aislamiento: Pg-11

Descripcion: 12 diferenciales, G06727 y

Tio Canela-75

ANDINOS

MESOAMERICANOS

Diferencial
Don Timoteo
G11796
Bol6n Bayo
Montcalm
Amendoin
G5686

OO WN PR

7 Pan72

8 (G2858

9 Flor de Mayo
10 Mex 54

11 Bat 332

12 Cornell 49242

Tl G06727 (R)

T2 Tio Canela-75(S)

Plantas/Severidad(1-9)

112 ]3]4|5]|6
8|18 |7 |7]18]8
31312874
71812 ]8|7]|8
5|57 ]7|5]|5
51415444
31212 ]11]2]3
555|578
7 8 |8

2 1212 ]12]1]1
2 1211 ]3|]2]|2
6 | 6 | 66|65
1 ]1]1]2]1]1
8|18 |5]|8|7]|7

Valor
binario
1
2
4

Raza:

Reaccion

+ 4+ + + +

31-38
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Anexo 8. Caracterizacion del patotipo 15-39 de Phaeoisariopsis griseola

Inoculacion : 18 DDS Aislamiento: Pg-12

Evaluacion : 5/08/05 (14 DDI)

Ubicacion : Casa de malla con Descripcion: 12 diferenciales, G06727 y
microaspersién Tio Canela-75

Plantas/Severidad(1-9) Valor Reaccion

Diferencial 1|23 ]4]|5|6]| binario
1 Don Timoteo 5 5177 |2 1 +
2 G11796 4 | 5|3 |43 2 +
ANDINOS 3 Boldn Bayo 7 9718|919 4 +
4 Montcalm 8 51418| 9|5 8 +
5 Amendoin 2 13|12 |3|1]2 16 -
6 G5686 213|463 |2 32 -
7 Pan72 8 1 +
8 (2858 8 | 9|6 |8|5]|6 2 +
MESOAMERICANOS 9  Flor de Mayo 9 4 +
10 Mex 54 4 |22 |13 |1 8 -
11 Bat 332 2 |12 |4 4|2 16 -
12 Cornell 49242 9 | 8|4 |7|6 |4 32 +
Tl G06727 (R) 2 2|12 2
T2 Tio Canela-75(S) 8 |6|9]|9|9 |8
Raza: 15-39

Anexo 9. Perfil de programacion del termociclador para el SCAR SH-13 (Phg-1)

Temperatura
Paso Proceso (°C) Tiempo (hh:mm:ss)

1 Desnaturalizacion 94 00:00:30

2 Acoplamiento 59 00:01:00

3 Elongacién 72 00:01:00

4 34 veces al paso 1
5 Elongacion 72 00:05:00

6 Conservacion 4 00:00:00

7 FIN
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