
 

 

 

 

 

 

 

 

Optimización de los protocolos para el 

marcador SCAR BAC6 y de PCR múltiple 

con los marcadores SCAR SAP6 y SU91 de la 

resistencia a la bacteriosis común del frijol 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Roberto César Chavarría Hermida 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zamorano, Honduras 
Diciembre, 2010 



 

 

 

 

ZAMORANO 

CARRERA DE CIENCIA Y PRODUCCIÓN AGROPECUARIA 

 

 

 

 

 

 

Optimización de los protocolos para el 

marcador SCAR BAC6 y de PCR múltiple 

con los marcadores SCAR SAP6 y SU91 de la 

resistencia a la bacteriosis común del frijol 

 
Proyecto especial presentado como requisito parcial para optar 

 al título de Ingeniero Agrónomo en el  

Grado Académico de Licenciatura 

 

 

 

 

 

Presentado por 

 

Roberto César Chavarría Hermida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zamorano, Honduras 
Diciembre, 2010 

i 



 

 

 

 

Optimización de los protocolos para el marcador 

SCAR BAC6 y de PCR múltiple con los 

marcadores SCAR SAP6 y SU91 de la resistencia a 

la bacteriosis común del frijol 
 

 

 

Presentado por: 
 

 

 

Roberto César Chavarría Hermida 
 

 

 

Aprobado: 

 

 

__________________________ 

Juan Carlos Rosas, Ph.D. 

Asesor principal 

 

 

 

 

 

__________________________ 

Marcelino Guachambala, Ing. 

Asesor 

 

 

 

 

__________________________ 

Nils Berger, Ph.D. 

Asesor 

 

 

 

 

__________________________ 

Abelino Pitty, Ph.D. 

Coordinador Área de Fitotecnia 

________________________________ 

Abel Gernat, Ph.D.  

Director 

Carrera de Ciencia y Producción 

Agropecuaria 

 

 

 

________________________________ 

Raúl Espinal, Ph.D. 

Decano Académico 

 

 

 

 

________________________________ 

Kenneth L. Hoadley, D.B.A. 

Rector 

 

 

 

 

 

ii 



 

 

 

 

 

 

RESUMEN 
 

 

Chavarría, R. 2010. Optimización de los protocolos para el marcador SCAR BAC6 y de 

PCR múltiple con los marcadores SCAR SAP6 y SU91 de la resistencia a la bacteriosis 

común del frijol. Proyecto especial de graduación del programa de Ingeniería 

Agronómica, Escuela Agrícola Panamericana, Zamorano. Honduras. 19 p. 

 

 

El frijol común (Phaseolus vulgaris) es uno de los principales componentes en la dieta 

tradicional y una de las principales fuentes de proteína de América Latina y África. La 

bacteriosis común en frijol causada por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, es una de 

las enfermedades que limitan su producción y puede ocasionar pérdidas en el rendimiento 

hasta el 40%. La resistencia genética a esta enfermedad ha sido identificada como de loci 

de carácter cuantitativo (QTL, por sus siglas en ingles). La estrategia más efectiva y 

ambientalmente segura para controlar esta enfermedad es el desarrollo de cultivares 

resistentes con la ayuda de la selección asistida con marcadores (SAM). La reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) múltiple permite amplificar e 

identificar simultáneamente dos o más marcadores. El objetivo de este estudio fue 

optimizar los protocolos para el marcador BAC 6 y la PCR múltiple de los marcadores 

SAP 6 y SU 91 para ampliar la capacidad de selección asistida con marcadores para la 

resistencia a esta enfermedad. Para la optimización del marcador BAC 6, se utilizaron los 

genotipos resistentes VAX 6, VAX 3, GN Weihing, XAN 176, BAT 93 y el susceptible 

Catrachita; y para la validación de este protocolo se utilizaron 35 genotipos de reacción 

conocida (susceptibles y resistentes). El protocolo de la PCR múltiple fue optimizado 

utilizando los genotipos Amadeus 77 y VAX 6. Se utilizó la prueba χ
2 

(Chi-cuadrado) 

para determinar  la concordancia entre los valores esperados y los observados de la 

presencia o ausencia del QTL identificado en la variedad GN#1 Sel 27, asociado al 

marcador BAC 6. Las principales variaciones fueron en los reactivos ddH₂O, buffer PCR, 

dNTP´s con y sin MgCl₂, la temperatura de acoplamiento y el número de ciclos de la 

PCR. Se optimizó y validó el protocolo del marcador BAC 6 utilizando una temperatura 

de acoplamiento de 73°C y 25 ciclos, y se optimizó el protocolo de PCR múltiple de los 

marcadores SAP 6 y SU 91 a una temperatura de acoplamiento de 65°C. Estos 

marcadores serán usados en SAM en el programa de mejoramiento genético de frijol en 

Zamorano. 

 

 

Palabras clave: Acoplamiento, optimizar, PCR, Phaseolus vulgaris, QTL, resistencia, 

validar, Xanthomonas axonopodis pv. Phaseoli. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

 

El frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es un componente de la dieta tradicional y la 

fuente principal de proteína para las familias de bajos ingresos de América Latina y África 

(Voysest 1983). Como la mayoría de cultivos, el frijol está sujeto a la incidencia de una 

serie de factores como plagas y enfermedades que pueden limitar su producción (PRIAG 

1993). La bacteriosis común es una de las enfermedades que afecta el cultivo de frijol en 

la mayoría de las zonas frijoleras de América Latina, es causada por Xanthomonas 

axonopodis pv. phaseoli y Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans, y es una 

de las enfermedades más destructivas alrededor del mundo y puede ocasionar pérdidas 

superiores al 40% en variedades comerciales susceptibles (Rosas 1998 y Mahuku et al. 

2006).  

 

El patógeno se desarrolla mayormente en climas cálidos y causa un mayor daño a 

temperaturas de 28°C (Goss 1940; Mack y Wallen 1974) y alta humedad (Sutton y Wallen 

1970). Los resultados de muchas investigaciones sugieren que la resistencia a bacteriosis 

común está controlada por unos pocos genes (Urrea et al. 1999). Este tipo de resistencia 

ha sido reportada como cuantitativa, teniendo como mínimo tres genes determinantes de 

la misma (Nodari et al. 1993). La estrategia más efectiva y ambientalmente segura para 

controlar esta enfermedad es el desarrollo de cultivares resistentes, lo cual ha sido el 

mayor objetivo de los programas de mejoramiento de frijol (Yu et  al. 2000). En busca de 

líneas con alta resistencia a bacteriosis común se desarrollaron cruzas entre P. vulgaris x 

P. acutifolius (Singh y Muñoz 1999). Sin embargo la resistencia a bacteriosis común en 

frijol es difícil de evaluar y seleccionar debido a que son caracteres de herencia complejos 

y de baja heredabilidad (Coyne y Schuster 1974). La evaluación de la asociación de 

marcadores de loci de caracteres cuantitativos (QTL, por sus siglas en ingles) a través de 

medios genéticos y ambientales es esencial para confirmar la utilidad de los mismos en la 

implementación de métodos de selección asistida con marcadores moleculares (Jung et al. 

1999). 

 

Durante la última década, el diagnostico rápido, sensible y confiable de los agentes 

causales de las enfermedades infecciosas ha empezado a experimentar una 

transformación. Entre las técnicas moleculares utilizadas, la reacción en cadena de la 

polimerasa desarrollado por Mullis et. al. (1986) (PCR, por sus siglas en inglés) ha 

adquirido un gran valor de diagnostico, permitiendo la detección de agente etiológicos, y 

de genotipos de resistencia y virulencia, con gran sensibilidad y rapidez. Las PCR 

(polymerase chain reaction) múltiples son reacciones que consiguen amplificar 

simultáneamente y en una sola reacción diferentes secuencias de ADN, lo que permite la 

detección e identificación simultánea de los genes de interés (Mendez y Pérez 2004). Esta 

técnica requiere de optimización ya que los productos no específicos pueden interferir en 
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la amplificación de productos específicos. Los análisis moleculares de caracteres 

complejos como la resistencia a enfermedades, tolerancia a factores abióticos, fijación 

biológica de nitrógeno, pueden ayudar a los mejoradores a encontrar estrategias más 

efectivas de selección (Beaver y Osorno 2009). 

 

Según Jung et al. (1999), el marcador molecular BC409.1250 está asociado a la 

resistencia a la bacteriosis común en frijol, lo que sugiere que dicho marcador es de gran 

ayuda para el mejoramiento de las variedades existentes; así mismo, con base en la 

secuencia del RAPD SU91 se construyeron un par de oligonucleótidos cebadores de 20 

pares de base (pb) de longitud cada uno asociados a la resistencia a bacteriosis común 

(Pedraza et al. 1997). Miklas et al. (2000) manifiesta que la eficiencia de la selección 

directa con marcadores puede ser mejorada si se utilizan tres marcadores SCAR (specific 

caracterized and amplified region) en la misma reacción de PCR (polymerase chain 

reaction), y que esta reacción múltiple permite seleccionar de forma simultánea tres QTL 

(quantitative trait loci) con un gran efecto en la resistencia a bacteriosis común de los 24 

que han sido reportados de resistencia a esta enfermedad. En el presente trabajo se 

implemento el uso de los marcadores BAC 6, SAP 6 y SU 91, para ello se optimizó el 

protocolo para el marcador molecular BAC6 y se desarrolló un protocolo para PCR 

múltiple con los marcadores SAP6 y SU91 de QTL  de de resistencia a la bacteriosis 

común en frijol,  para ampliar la capacidad de selección asistida con marcadores para la 

resistencia a esta enfermedad.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

2.1 LOCALIZACIÓN DEL ESTUDIO 

 

El estudio se llevó a cabo en las instalaciones  del Laboratorio de Biotecnología Aplicada 

del Programa de Investigaciones en Frijol (PIF), de la Carrera de Ciencia y Producción 

Agropecuaria (CCPA), Escuela Agrícola Panamericana, Zamorano, ubicada en el Valle del 

Yegüare a 30 km de Tegucigalpa, Honduras. 

 

 

2.2 MATERIAL EXPERIMENTAL 

 

Para la optimización del marcador BAC 6 (1250 pb) se utilizaron seis variedades de frijol 

de distintas fuentes de origen y de reacción conocida (cuadro 1),  cinco  resistentes y una 

susceptible a la bacteriosis común del frijol para la detección  del QTL asociado a la 

resistencia a esta enfermedad, originalmente identificado en la variedad GN#1 Sel 27. Para 

la validación del protocolo se utilizaron 35 genotipos resistentes y susceptibles (Cuadro 2). 

Para la optimización del protocolo de PCR múltiple de los marcadores SU91 y SAP6 

(cuadro 3) se utilizaron los genotipos de Amadeus 77 y VAX 6 como controles positivos, y 

para la validación del mismo se utilizaron los mismos 35 genotipos descritos en el cuadro 2. 

 

 

Cuadro 1. Genotipos de frijol usados en la optimización del  protocolo del marcador SCAR 

BAC6. 
 

  

Genotipos Procedencia 

Resistentes: 

 VAX6 CIAT 

VAX3 CIAT 

GN Weihing Nebraska/USA 

XAN 176 CIAT 

BAT 93 CIAT 

  Susceptible: 

 Catrachita Honduras 
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Cuadro 2. Genotipos de frijol usados en la validación del protocolo del marcador BAC6 y 

el protocolo de PCR múltiple. 

                         Resistentes 

 

 

                       Susceptibles 

 Genotipos Procedencia Genotipos Procedencia 

Resistentes: 
  

Susceptibles: 

 X069-153-9-4-3-2 UPR/EAP 

 

Macuzalito Zamorano 

X069-153-9-4-3-5 UPR/EAP 

 

G2333 CIAT 

X069-157-8-5-6-1 UPR/EAP 

 

Milenio Zamorano 

X069-157-14-4-3-1 UPR/EAP 

 

Don Silvio Zamorano 

X069-157-14-4-5-9 UPR/EAP 

 

TC 75 Zamorano 

X0104-38-2-2-2 UPR/EAP 

 

CENTA Pipil El Salvador 

X0104-38-3-4-4 UPR/EAP 

 

CENTA CPC El Salvador 

X0104-45-3-5-5 UPR/EAP 

 

INTA Zamorano Nicaragua 

X0104-49-5-1-4 UPR/EAP 

 

ICTA - Zam Guatemala 

X0104-52-5-5-6 UPR/EAP 

 

ICTA Sayaxché Guatemala 

VAX1  CIAT 

 

628 5M 15215-33-3 CIAT 

VAX2 CIAT 

 

H7719 EEUU 

VAX3 CIAT 

 

Catrachita EAP/Honduras 

VAX4 CIAT 

 

Tío Canela 75 EAP/Honduras 

VAX6 CIAT 

 

PC50 Dominicana 

GN Weihing Nebraska/EEUU 

 

Marciano EAP/Honduras 

XAN 176 CIAT 

   BAT 93 CIAT 

   Amadeus 77 CIAT       

UPR: Universidad de Puerto Rico, EAP: Escuela Agrícola Panamericana, CIAT: Centro 

Internacional de Agricultura Tropical. 

 

 

Cuadro 3.  Descripción de los cebadores utilizados para la bacteriosis común del frijol. 
Nombre 

del 

marcador 

Tamaño 

(pb) 

Secuencia 

 

Genotipo Gen  Referencia 

BAC6 1250 
TAG GCG GCG GCG CAC GTT TTG GN #1  

B10 Jung et al. (1999) 
TAG GCG GCG GAA GTG GCG GTG Sel 27 

SAP6 820 
GTC ACG TCT CCT TAA TAG TA XAN 

B10 
Miklas et 

al.(2000b,c) GTC ACG TCT CAA TAG GCA AA 159 

SU91 700 
CCA CAT CGG TTA ACA TGA GT GN #1  

B8 
Pedraza et al. 

(1997) CCA CAT CGG TGT CAA CGT GA Sel 27 
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2.3 EXTRACCIÓN DE ADN 

 

Las muestras fueron cosechadas de brotes de semillas a los seis días después de pre-

germinados. Para la extracción de ADN se utilizó el método desarrollado por Skroch et al. 

(1998), de la Universidad de Wisconsin, Madison, adaptado a las condiciones del 

laboratorio de Biotecnología de Zamorano.  

 

Se colocaron las muestras en microtubos de 1.5 mL, se les agregó 50 μL de buffer de 

extracción PEX (etil xantogenato de potasio), y se maceraron con pistilos de plástico. 

Luego a cada muestra se le agregó 450 μL del buffer PEX y se colocaron en un agitador 

para homogenizar la muestra antes de ser colocada en baño maría a 65ºC por 60 minutos. 

Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas durante 10 minutos a >14,000 rpm para 

concentrar los residuos de tejido y así poder transferir el sobrenadante a un microtubo de 

1.5 mL limpio, y de esta forma precipitar los ácidos nucleicos, llenando los tubos con una 

mezcla 6:1 de etanol 95%: acetato de amonio 7.5 M. Se dejaron reposar durante 30 minutos 

y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos para peletizar los ácidos nucleicos. El 

ARN se desnaturalizó utilizando una solución de 300 μL  ARNasa (concentración de 100 

μg/mL) + buffer TE a 0.1× (juntas) y colocando en baño maría a 37ºC por 1 hora. P 

posteriormente se vuelven a centrifugar las muestras a >14,000 rpm por 1 min;  y se 

transfiere el sobrenadante a un tubo eppendorf limpio de 1.5 mL y se precipita el ADN con 

una mezcla de 10:1 de etanol: acetato de sodio 3M, dejándolos por no más de 30 minutos a 

temperatura ambiente, y peletizando las muestras centrifugándolas a 3000 rpm por 5 

minutos. Una vez peletizada la muestra, se  vacía el etanol acetato de sodio y se clarifica el 

ADN usando una solución de etanol al 70%, para luego centrifugar a 14000 rpm durante 15 

segundos, se vaciar el etanol al 70% y dejar secar las muestras durante 24 horas. Los pellets 

secos fueron rehidratados con 100 μL de buffer TE 0.1×, en baño maría a 65ºC por 15 

minutos. 

 

 

2.4 CUANTIFICACIÓN Y DILUSIÓN  DE ADN 

 

Se utilizó un fluorómetro Hoefer DyNA QuantTM 200 calibrado con ADN estándar a 100 

ng/ul. El buffer usado en la cuantificación fue TNE (100 ml TNE 1× y 10 μL de solución de 

tintura); se utilizó una cubeta de cuarzo puro para minimizar el margen de error al momento 

de la lectura. Una vez obtenido el dato de cuantificación, se procedió a diluir las muestras 

en 100 μl de buffer TE, hasta obtener una solución de ADN a una concentración de 50 

ng/ml, usando la fórmula: 

  

Donde: Vi=volumen inicial                        Vi= (Cf * VTE) / (Ci-Cf) 

          Ci= concentración inicial 
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2.5 AMPLIFICACIÓN Y VISUALIZACIÓN DEL ADN.  

 

La amplificación del ADN se realizó mediante el método de la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR)  desarrollado por Mullis et al. (1986), para ello se utilizó un 

termociclador TECHNE TC 512. Las muestras se almacenaron en un refrigerador a 10°C 

hasta el momento de la electroforesis. La mezcla utilizada en la reacción de amplificación 

estuvo compuesta por el buffer PCR 5× Green Go Taq
®
, desoxinucleotidos trifosfatos 

(dNTP’s) a una concentración de 4 µM con y sin cloruro de magnesio (MgCl2), enzima Go 

Taq
®
 Flexi DNA Polymerase y ADN de los genotipos seleccionados. Para la optimización 

del protocolo del marcador SCAR BAC6, se generó un protocolo basado en las 

recomendaciones de la mezcla maestra de la Taq. polimerasa Go Taq
®
 Flexi DNA 

Polymerase  de Promega. 

 

La técnica utilizada para la visualización del ADN fue la electroforesis, preparada en una 

gel de agarosa al 1.2 %, en solución buffer TBE 0.5× (Tris-HCl, pH 7.5; ácido bórico, 

EDTA) en tanques para electroforesis. La separación se realizó a 100 V por una hora, 

teñidas en una solución de bromuro de etidio con una relación agua destilada: bromuro de 

etidio 10:1 durante 30 minutos, luego se destiñeron en agua destilada durante 30 minutos. 

Posteriormente se procedió a la visualización de las bandas de ADN en un transluminador y 

se fotografiaron bajo luz UV. Se usó una escalera molecular de 100 pares de bases (pb), 

para determinar el tamaño de las  bandas obtenidas. 

 

 

Cuadro 4. Perfil térmico inicial utilizado en la optimización de la PCR del SCAR BAC6. 

 

 Fase Temperatura C Tiempo 

Desnaturalización inicial 94 1 min 

Desnaturalización  94  30 seg 

Acoplamiento 72 1 min 

Elongación  72 1 min 
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Cuadro 5. Variaciones en  las  mezclas maestras y perfiles térmicos para PCR, para el 

marcador BAC6. 

  Protocolos 

 Reactivos (µL) A B C D E F G H I 

ddH₂O 7,5 7,5 7,7 8,2 7,2 7,2 8,0 7,7 8,4 

PCR Buffer 3,0 3,0 2,5 2,0 3,0 3,0 2,5 2,5 2,1 

MgCl₂ 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

dNTP´s con MgCl₂ 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 

dNTP´s sin MgCl₂ 1,0 0,0 1,0 1,0 1,0 0,0 1,2 1,0 0,9 

Primer F 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,5 0,2 0,2 

Primer R 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,5 0,2 0,2 
Go Taq®  0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,3 0,4 0,2 

ADN 2,7 2,7 3,0 3,0 3,0 3,0 2,0 3,0 3,0 

Total 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 

*  Temperatura (°C) de acomplamiento para los protocolos A y B= 71,72,73,74; C= 71; 

D= 71 y 73; E, F y G= 73; H= 73 y 74; I= 73  . 

 

 

Cuadro 6. Protocolo inicial y variaciones utilizadas en la optimización de PCR múltiple de 

los marcadores SU91 Y SAP6. 

 

 

Cuadro 7. Variaciones en  las  mezclas maestras y perfiles térmicos para PCR múltiple de 

los marcadores SU91 Y SAP6. 

  Protocolos 

Reactivos (µL) A B C E 

ddH2O µl 

Buffer 

9,4 

4,0 

9,1 

4,2 

16,0 

5,0 

8,0 

2,5 

MgCl₂ 0,0 0,0 0,0 0,0 

dNTP´s con MgCl₂ 0,0 0,0 0,0 0,0 

dNTP´s sin MgCl₂ 2,0 2,0 2,4 1,2 

Primer F SU91/SAP6 0,3/0,3 0,3/0,3 0,5/0,5 0,25/0,25 

Primer R SU91/SAP6 0,3/0,3 0,3/0,3 0,5/0,5 0,25/0,25 

Go Taq
®

 0,4 0,5 0,6 0,3 

ADN 3,0 3,0 4,0 2,0 

Total 15,0 15,0 30,0 15,0 

*  Temperatura (°C) de acomplamiento para los protocolos A= 55, 56, 57, 58, 59, 65, 66, 

67;   B= 55, 56, 58, 65, 66, 67; C= 57;  D= 57, 58, 59, 65, 66, 67. 

 

 Fase Temperatura °C Tiempo 

Desnaturalización inicial 94 1 min 

Desnaturalización  94 30 seg 

Acoplamiento 58 1 min 

Elongación  72 1 min 
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2.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Se utilizó la prueba de ajuste de χ
2 

(Chi-cuadrado) para determinar  la concordancia entre 

los valores esperados y los observados, para cada variación  en la preparación de la mezcla 

maestra para amplificar el ADN de las muestras, el perfil térmico del PCR y la 

electroforesis con un nivel de significancia de 5 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 

 

3.1 OPTIMIZACIÓN DEL PROTOCOLO PARA EL MARCADOR SCAR BAC6 

 

Con base en el protocolo inicial, se realizaron pruebas utilizando variaciones en las 

cantidades de los reactivos y la temperatura de acoplamiento para PCR (cuadro 4 y 5). 

Los reactivos con mayores variaciones fueron ddH₂O, PCR buffer, dNTP´s con MgCl₂ y 

sin MgCl₂. La temperatura de acoplamiento fue un factor determinante en el proceso de 

optimización del protocolo, tomando en consideración la amplificación de las bandas en la 

electroforesis y la cantidad de acoplamientos fuera de la secuencia del marcador. 

  

Los genotipos utilizados en estas pruebas fueron: Catrachita, VAX 6, VAX 3, GN 

Weihing y  BAT 93 porque presentan resistencia y susceptibilidad a bacteriosis común 

(cuadro 1). La estrategia utilizada antes de realizar cambios en las cantidades de los 

reactivos de las mezclas maestras, fue realizar pruebas para identificar  la temperatura de 

acoplamiento adecuada para el marcador molecular en estudio.  Todas las temperaturas de 

acoplamiento utilizadas en el protocolo A (cuadro 4) dieron como resultado acoples fuera 

de la secuencia del marcador a una longitud de 900 pb.  Se observó bandas claras a 1250 

pb en los genotipos VAX6 y GN Weihing en el protocolo A con MgCl2, pero en el mismo 

protocolo sin MgCl2 en los dNTP´s la banda presente en el genotipo VAX 6 desapareció y 

se presentó en el genotipo VAX 3, el cual presentó el marcador en las pruebas siguientes. 

No hubo diferencia entre el uso de dNTP´s con MgCl₂ y sin MgCl₂ (figura 1) en mezcla 

con los dNTP´s, la intensidad de las bandas y la cantidad de acoples no específicos fue 

igual para ambos protocolos, razón por la cual se continuó usando dNTP´s sin cloruro de 

magnesio, porque el exceso de magnesio produce pegas fuera de la secuencia buscada. 

 

 

                                                           Con MgCl₂                      Sin MgCl₂ 

 

 
Figura 1. Vizualización del protocolo A con temperatura de 72 °C.
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Los genotipos utilizados para esta prueba fueron Catrachita, VAX 6, VAX 3, GN 

Weihing, XAN 176 y  BAT 93 (figura 2), las variantes en temperatura de acoplamiento y 

cantidades de reactivos en la mezcla maestra (cuadro 5) se hicieron para eliminar los 

acoples fuera de la secuencia del marcador que se presentaban en los protocolos 

anteriores; el protocolo D con temperatura de 73 °C (figura 2) dio como resultado menor 

intensidad en las bandas de acoples fuera de secuencia con el genotipo BAT 93, razón por 

la cual se seleccionó éste genotipo como control positivo para este marcador molecular en 

las pruebas posteriores. Los genotipos Catrachita, VAX6 Y XAN176 no presentaron 

bandas a la altura del marcador molecular, por lo que se asegura que no poseen el QTL de 

GN#1 Sel 27 asociado a resistencia a bacteriosis.  Los genotipos VAX3, GN Weihing 

presentaron claramente las bandas a la altura del marcador molecular al usar dNTP´s sin 

MgCl2 con acoples inespecíficos que no se pudieron eliminar con ningún cambio en el 

protocolo. 

 

 

 
Figura 2. Vizualización del protocolo D con una  temperatura de acoplamiento de 73 °C.  

 

 

El genotipo BAT93 se utilizó en todas las repeticiones del siguiente experimento. Este 

genotipo se definió como control positivo (figura 2 y 3), el protocolo I con temperatura de 

73°C se identificó como el adecuado para este marcador dada la clara definición de su 

banda a la altura predeterminada del marcador de 1250 pb y que la cantidad de Go Taq
®
 

utilizada fue la más baja de 0.2 µl, no se eliminaron los acoples fuera de la secuencia del 

marcador a pesar de los cambios en temperatura y cantidades de los reactivos utilizados 

en los protocolos E, F, G, H (cuadro 5).  
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Figura 3. Vizualización del protocol I,  con una temperatura de acoplamiento de 73°C. 

 

 

Para eliminar las bandas de 900pb se bajó el número de ciclos del perfil térmico de 30 que 

eran originalmente a 28 sin obtener ningún resultado y así sucesivamente hasta 25 ciclos. 

Con una combinación de temperatura de 73°C y 25 ciclos se lograron eliminar las bandas 

de los acoples fuera de la secuencia del marcador. 

 

 

 
Figura 4. Protocolo I optimizado con temperatura de  73°C y 25 ciclos. 
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3.2 VALIDACIÓN DEL PROTOCOLO PARA EL MARCADOR BAC 6.  

 

Para la validación del protocolo para el marcador BAC 6 se utilizaron 35 genotipos de 

reacción conocida (cuadro 2). Se validó el protocolo I optimizado, el control positivo 

utilizado fue el genotipo BAT 93 con una escalera molecular de 100 pb, se realizaron dos 

repeticiones de cada muestra. Los genotipos VAX3, GN Weihing, y BAT 93 presentaron 

el QTL de GN#1 sel 27 asociado al marcador (figura 4) tal como se obtuvo en el 

protocolo D a 73°C (figura 2). 

 

Los datos obtenidos en el gel de validación del marcador fueron analizados con χ
2 

(Chi-

cuadrado), se utilizaron 35 genotipos (cuadro 2) con dos repeticiones para tener un total 

de 70 repeticiones. Se esperaba que 64 de los genotipos resultaran negativos (sin el QTL 

GN#1 sel 27) y 6 positivos. Se utilizó un nivel de significancia (P>0.95). 

 

 

Cuadro 8. Validación del protocolo I  con temperatura de 73°C y 25 ciclos,  

Genotipo Observado Esperado O-E [(O-E)-(0.5)]²/E 

Con el QTL GN#1 sel 27 5 6 -1 0,375 

Sin el QTL GN#1 sel 27 65 64 1 0,003 

Total 70 70 0 χ
2
= 0,003** 

** Altamente significativo (P>0.95) 

 

 

 
Figura 5. Validación del protocolo para el marcador BAC 6. 
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3.3 OPTIMIZACIÓN DEL PROTOCOLO PARA PCR MÚLTIPLE CON LOS 

MARCADORES SU91 Y SAP6. 

 

En la optimización del protocolo para PCR múltiple de los marcadores SU91 y SAP6 se 

tomaron en cuenta los protocolos optimizados para los mismos (Barrera et al. 2001 y 

Zabala 2003) y las recomendaciones de la casa Promega,  productora de la Go Taq
®
 Flexi 

DNA Polymerase dando como resultado los protocolo iniciales A y B (cuadro 7 ), para la 

optimización de esta reacción se utilizaron los genotipos de Amadeus 77 y VAX 6 porque 

fueron los utilizados como controles en éstos protocolos ya que presentan el marcador de 

cada uno de sus QTLs las variaciones en las cantidades de los reactivos y la temperatura de 

acoplamiento se hicieron con base en los resultados obtenidos de la prueba con el protocolo 

inicial cuadro 6 y 7. 

 

Los protocolos A y B (cuadro 7) dieron como resultado la amplificación de bandas de 700 

pb correspondientes al marcador SU 91 (figura 4), no se amplificaron las bandas del 

marcador SAP 6  de 820 pb esto debido a una temperatura de acoplamiento muy baja para 

el marcador SAP 6. Se observó también la presencia de acoples fuera de la secuencia del 

marcador a una altura de 120 pb. 

 

 

                                                          Protocolo A                    Protocolo B 

 

 
Figura 6. Vizualización de los protocolos A y B con temperatura de acomplamiento de 

58°C con las variedades VAX 6 y Amadeus 77. 

 

 

Con los resultados obtenidos de los protocolos A y B (Figura 4), se procedió a disminuir 

dos grados en la temperatura de acoplamiento para poder obtener el acople de los primers 

del marcador SAP 6 de 820 pb, basados en que cuando la temperatura de acoplamiento es 

muy alta no se amplifican las bandas dependiendo del marcador utilizado  (Löffert et. al 

1999). La temperatura de acoplamiento del marcador SAP6 es de 55°C, por lo cual  para no 

perder el acople del marcador SU91 se utilizó una temperatura de 56°C para las siguientes 

pruebas.La disminución en la temperatura de acoplamiento de 2˚C (58˚C a 56˚C) provocó 

la aparición de las bandas del marcador SAP 6  a una altura de 820 pb las que con una 
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temperatura de 58˚C no se amplificaron,  pero no se obtuvo el resultado esperado dado que 

no se amplificó el marcador SU 91 (Figura 5). Se descartó el uso del protocolo B (cuadro 7) 

ya que la intensidad de las bandas obtenidas fueron similares a las del protocolo A (figura 

5) y porque se utiliza menor cantidad de enzima Go Taq
®
. 

 

 

                                   Protocolo A                        Protocolo B 

 

 
Figura 7. Vizualización de la prueba de los protocolos A y B con temperatura de 

acomplamiento de 56°C con las variedades VAX 6 y Amadeus 77. 

 

 

Se originaron los protocolos C y D (cuadro 7) para asegurar que los resultados obtenidos no 

fueron por una concentración inadecuada de los reactivos de la mezcla maestra sino la 

temperatura  de acoplamiento. Se incrementó un grado en la temperatura de acoplamiento 

(57°C) para lograr obtener el acople de los primers para los dos marcadores. Según las 

recomendaciones de (Barrera et al. 2001 y Zabala 2003) se generó el protocolo C, el cual es 

la suma de los reactivos utilizados para PCR de ambos marcadores  (SU 91 Y SAP 6) y el 

protocolo D es la división a la mitad del volumen de los reactivos del protocolo C (cuadro 

7). No se presentaron las bandas de ninguno de los dos marcadores (700 y 820 pb). Se 

observó acoples a una longitud de 200 pb y  hubo diferencias en las bandas obtenidas entre 

los protocolos utilizados.   

 

 

                                       Protocolo A              Protocolo C          Protocolo D 

 

 
Figura 8. Vizualización de las prueba de los protocolos A, C, y D  con temperatura de 

acomplamiento de 57°C. 
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Aunque  hubo diferencias en las bandas obtenidas entre los protocolos utilizados estas no 

estuvieron suficiente intensidad, por lo cual los protocolos C y D (cuadro 7) fueron 

descartados dado que en ambos se utilizan grandes cantidades de reactivos que no son 

necesarios. En las siguientes pruebas solo se utilizó el protocolo A haciendo variaciones 

en la temperatura de acoplamiento.  

 

Tomando en cuenta que a bajas temperaturas (55 a 58°C) no se logró el acople de los 

cebadores para los marcadores  al mismo tiempo se aumentó la temperatura de 

acoplamiento hasta llegar a 65°C, temperatura en la cual se obtuvieron las bandas para los 

marcadores SAP 6 de 820 pb y SU 91 de 700 pb, implementando el protocolo A (figura 8) 

y siendo este el protocolo optimizado para PCR múltiple de los marcadores SAP 6 y SU 

91. Los genotipos utilizados fueron los controles positivos para estos marcadores 

Amadeus 77 y VAX 6. 

 

 

 
Figura 9. Vizualización de la prueba del protocolo A  con temperatura de acomplamiento 

de 65°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

 

 

 

 

 

4. CONCLUSIONES 
 

 

 Se optimizó el protocolo para el marcador molecular SCAR BAC 6, utilizando una 

temperatura de       acoplamiento de 73°C y 25 ciclos. 

 Se validó el protocolo para el marcador molecular BAC 6, con una temperatura de 

acoplamiento de 73°C, utilizando 35 genotipos de frijol de reacción conocida de 

resistencia y susceptibilidad a bacteriosis común en frijol (CCB). 

 Se optimizó el protocolo para PCR múltiple de los marcadores SAP 6 y SU 91, 

utilizando dos variedades genotipos de frijol de reacción conocida de resistencia  a 

bacteriosis común en frijol (CBB). 

 Se aumentó la capacidad de selección asistida con marcadores del laboratorio de 

Biotecnología Aplicada del Programa de Investigaciones en Frijol (PIF) con la 

optimización  del protocolo para PCR  del marcador BAC 6, y el protocolo para PCR 

múltiple de los marcadores SAP 6 Y SU 91.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

5. RECOMENDACIONES 
 

 

 Utilizar el marcador BAC 6 con el protocolo validado en la selección asistida con 

marcadores (SAM).  

 

 Implementar el uso de PCR múltiple con los marcadores SAP 6 y SU 91 para la 

SAM en la identificación de QTL asociados a bacteriosis común en frijol, con el 

protocolo validado para ello. 

 

 Validar el protocolo de PCR múltiple de los marcadores SAP 6  y SU 91. 

 

 Desarrollar un protocolo de PCR múltiple utilizando los marcadores BAC 6, SU 

91 Y SAP 6 para aumentar la capacidad de SAM en un menor tiempo y a un 

menor costo. 

 

 Implementar los datos obtenidos de la SAM con los marcadores BAC 6, SU 91 Y 

SAP 6 en el desarrollo de variedades resistentes a CBB.   
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