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Aplicaciones de marcadores moleculares en la seleccion por resistencia al virus del
mosaico comun necratico en frijol comun (Phaseolus vulgaris.L).

Leslie Alejandra Aviles Lopez
Ricardo José Escobar Flores

Resumen. El frijol comdn (Phaseolus vulgaris) es una de las leguminosas de mayor
importancia en Centro América, por ser un alimento primordial en la dieta diaria
consumida por su fuente de proteina, siendo este cultivo generador de ingresos y empleo
rural. Las variedades nativas de frijol cultivadas en esta region son susceptibles a todas
las cepas de diversos virus. Las enfermedades virales mas difundidas son el mosaico
comun (VMC) y el mosaico comun necrotico (VMCN). Ambos virus son transmitidos
por afidos de forma no persistente y rapida, y es diseminado por la semilla infestada. Una
forma eficiente del control es el uso de variedades resistentes con una combinacion de los
genes | y bc-3; pero cabe resaltar que solo la combinacion alélica homocigota recesivo
(elF4E%/elF4E?) del gen bc-3 confiere resistencia al VMCN. El objetivo del estudio fue
validar la seleccion asistida con marcadores (SAM) moleculares SCAR para desarrollar
lineas resistentes al VMC y al VMCN para la prevencion y la reduccion de las pérdidas
de estos virus en la produccion del frijol comun, contribuyendo en la agricultura y a los
productores en la seguridad alimentaria y nutricional de los consumidores. La validacién
de los marcadores se realizd utilizando 63 plantas F3 de las poblaciones MER 2222 y 14
de la poblacion MEN 2201 de frijol comun fueron evaluados con los marcadores
moleculares SW13 del gen | y CAPS ENM del gen bc3 y las formas alélicas elF4E
(ENM + la enzima Rsal). Las plantas F3 de las poblaciones MER2222 y MEN2201 con
el marcador molecular SW13 del gen I, los resultados del Chi Cuadrado (X?) indicaron
que los datos observados se ajustan estadisticamente a los esperados (P= 0.25> 0.05 y P=
0.85 > 0.05, respectivamente). En los analisis de las F3 de las Poblaciones MER2222 y
MER2201 con los marcadores moleculares CAPS ENM del gen bc-3, los datos se ajustan
estadisticamente a los esperados (P=0.95 > 0.05 y P= >0.05, respectivamente). Y con el
marcador molecular CAPS ENM + enzima Rsal de los alelos del gen bc-3 para las
plantas F3 de MER2222 y MEN2201, los datos observados se ajustan estadisticamente a
los esperados (P=0.86 > 0.05 y P= 0.33 > 0.05, respectivamente). La SAM es una
herramienta atil para el mejoramiento genético de la resistencia al VMC y VMCN del
frijol en Centro América y El Caribe.

Palabras clave: Combinaciones alélicas, Phaseolus vulgaris, SCAR variedades
resistentes.

Abstract. Common bean (Phaseolus vulgaris) is one of the most important legumes in
Central America because is the main protein source of protein in daily diet and it
generates employment and income for rural economy. Native bean cultivars in the region
are susceptible to all strains of diverse virus. The most common viral diseases are: Bean
Common Mosaic virus (BCMV) and Bean Common Mosaic Necrosis Virus (BCMNV).
Both virus are transmitted through aphids in a non-persistent and fast way



and is widespread by infested seeds of beans. An efficient way of control is to use of
resistant cultivars which have a combination of genes | and bc-3; it must be pointed that
only the allelic combination homozygous recessive (elF4E%/elF4E?) of gen bc-3 provides
resistance to BCMNV. This study objective was to validate the marker assisted selection
with molecular (MAS) markers SCAR in the development of cultivars resistant to BCMV
and BCMNV to prevent and decrease of yield losses caused because of these viruses in
bean crops, therefore making a contribution to agriculture, food security and nutrition
quality of the consumers. Validation of these markers was carried using 63F3 plants of
MER 2222 population and 14 plants of MEN 2201 population of Phaseolus vulgare
which were evaluated with molecular markers SW13 of gene | and CAPS ENM of gene
bc-3, allelic forms elF4E (ENM + Rsal enzyme). Plants F3 of MER2222 and MEN2201
populations were evaluated with molecular marker SW13 of gene I, the results from Chi
square analysis (X?) indicate that observed data statistically adjust to expected values
(P=0.25>0.05 and P=0.85>0.05, respectively). In the analysis of F3 plants of the
populations MER2222 and MEN2201 with molecular markers CAPS ENM of gene bc-3,
data statistically adjust to expected values (P= 0.95 >0.05 y P= >0.05, respectively). In
the same way with molecular marker CAPS ENM + Rsal enzyme of gene bc-3 allele used
for F3 plants of populations MER2222 and MEN2201, observable data statistically adjust
to expected values (P=0.86 >0.05 y P= 0.33 >0.05, respectively). MAS is a useful tool for
genetic improvement of beans with resistance to BCMV and BCMNV in Central America
and the Caribbean.

Key Words: Allelic combinations, Phaseolus vulgaris, resistant varieties, SCAR
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1. INTRODUCCION

Dentro del grupo de las leguminosas que poseen semillas comestibles, el frijol comun es
una de las mas importantes. Actualmente se encuentra distribuido en los cinco continentes
y es un componente esencial de la dieta, especialmente en Centro y Sudamérica (Ramirez
2008). En Centro América, el cultivo es seriamente afectado por encontrarse en una zona
propicia para el desarrollo de plagas, incluyendo los virus y sus agentes vectores (Morales
1999).

La produccién de frijol es afectada por el virus del mosaico comun necrético (VMCN) del
frijol, o virus del mosaico comin — serotipo A (McKern et al., 1992; Vetten et al., 1992)
del género Potyvirus. EI VMCN se encuentra ampliamente distribuido a escala mundial y
es tal vez el virus mas comun y destructivo de los 34 virus conocidos que infectan
naturalmente el frijol (McKern et al., 1992), ocasionando pérdidas considerables en el
rendimiento del cultivo y una baja calidad del grano (Drijfhout 1978). Este virus es
transmitido por afidos de forma no persistente y rapida, sin necesidad de colonizacion.
Este virus es portado por la semilla que le permite una rdpida diseminacion de la
enfermedad (Drijfhout 1978).

La mayoria de variedades de frijol sembradas en Centro América y el Caribe poseen el
gen | para resistencia al virus del mosaico comin (VMC) (Fernandez et al., 1985). Estas
lineas con el gen | producen una reaccion de hipersensibilidad reflejado en necrosis
vascular y muerte de la planta con las cepas necréticas del VMCN (Pierce 1934). La
identificacion de fuentes recesivas de resistencia al virus del VMCN, mostraron que la
mejor estrategia de control para el dafio de este virus es la combinacion del gen |y el
gen bc-3 (Drijfhout 1978). Cabe resaltar que la resistencia otorgada por el gen bc-3
depende de la combinacion de los alelos dominantes o recesivos de los genes implicados
(Drijfhout 1978).

La resistencia al VMC y VMCN, es actualmente un enfoque importante en las actividades
de mejoramiento genético del Programa de Investigaciones en Frijol (PIF) de la Escuela
Agricola Panamericana, Zamorano, en colaboracion con investigadores de la Universidad
de Puerto Rico. Debido a que el VMCN no ha sido reportado en Centro America, se
requiere el uso de marcadores moleculares para llevar a cabo los procesos de seleccion
para la identificacion de la resistencia a este virus en frijol comun (Rosas 2011).

La presente investigacion tuvo como objetivo el desarrollo de lineas resistentes al VMC y
al VMCN para la prevencion y la reduccion de las pérdidas causadas por estos dos virus
en la produccion del frijol coman, favoreciendo a los productores y contribuyendo a la
seguridad alimentaria y nutricional de los consumidores. El estudio se condujo utilizando



los marcadores moleculares SCAR SW13 y CAPS ENM en familias F3 de las
poblaciones MER 2222 y MEN 2201 de frijol comdn, con la finalidad de identificar las
que poseen las combinaciones genotipicas de los genes | y bc-3, recomendada como
estrategia de resistencia genética al VMC y VMCN del frijol.



2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Aplicada del Programa de
Investigaciones en Frijol (PIF) en la Escuela Agricola Panamericana (EAP), Zamorano,
ubicado en el valle de Yeguare, Km 30 carretera a Danli.

Material experimental. Se utilizaron 63 plantas F3 derivadas de plantas F2 de la
poblacién MER 2222 (Amadeus 77/Raven) seleccionadas por presencia de gen bc-3y 14
plantas F3 de la poblacion MEN 2201 (ICTA Ligero/Raven). Los progenitores ICTA
Ligero y Amadeus 77 poseen el genotipo homocigoto dominante Il que confiere
resistencia al VMC. El progenitor Raven posee el genotipo homocigoto recesivo bc3bc3 y
sus alelos elF4E que confieren resistencia al VMCN (Montejo y Pantigoso 2013).

Extraccién de ADN. Se utiliz6 el protocolo de la Universidad de Wisconsin- Madison
para la extraccién de ADN (Skroch et al.1998). EI ADN se extrajo de brotes jovenes
del tercer trifolio a los 25 dias después de la siembra. Las muestras se recolectaron e
identificaron en micro tubos de 1.5 mL (anexo 1).

Cuantificacion del ADN. Para realizar la cuantificacion del ADN se utilizé el protocolo
QuantiFluor® Dye del Quantus Fluorometer Modelo E6150, Se hizo una solucion de 1
pL de ADN estandar + 99 pL de Buffer TE1X + 100 pL de solucién de trabajo y se
colocé cada muestra en el fluorémetro, con el objetivo de conocer la concentracion de
ADN en todas las muestras.

Dilucién de ADN. Las muestras de ADN se diluyeron con buffer TE 0.1X para una
concentracion final de 30 ng/mL con la misma capacidad de amplificacion en la PCR y
para observar polimorfismos de ADN bien definidos.

Amplificacion del ADN. Para amplificar los genes I, bc-3 y las combinaciones alélicas se
realizé la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) utilizando
el marcador molecular SCAR, el cual requiere una concentracion de ADN (30 ng/mL).

Los reactivos que se utilizaron para llevar a cabo la PCR: buffer 5X Green Go Taq®,
desoxinucle6tidos trifosfatos (ANTP‘s) (4 uUM) sin cloruro de magnesio, cloruro de
magnesio (MgCL;) (10 Mm/uL), enzima Go Tag® Flexi DNA polymerase, agua
destilada y esterilizada, y ADN de los genotipos seleccionados (30 ng/mL) (Cuadros 1y
2).



Amplificacion del gen 1. Para amplificar el gen I se utilizd como control positivo Tio
Canela 75 siguiendo el protocolo SW13, amplificando las bandas a 690 pb. La secuencia
de los primers que se utilizaron para la amplificacion del gen | es:

SW13 (F): “5'-CACAGCGACATTAATTTTCCTTTC-3 y
SWI13 (R) “5” CACAGCGACAGGAGGAGCTTATTA-3” (Melotto, et al.1996)

Cuadro 1.Protocolo para amplificar el marcador SW13 del gen I.

Reactivos 1X

dd H20 8.0 pL
PCR Buffer 2.5 pL
MgCI2 0.0 pL
dNTP’s sin MgCI2 1.2 pL
Primer(F) SW13 (F) 0.5 uL
Primer(R) SW13(R) 0.5 pL
Taq (Enzima) 0.3 uL
ADN Templete 2.0 uL
Total 15.0

Fuente: Nardepour et al., (2010); Montejo y Pantigoso (2013).

Amplificacion del gen bc-3. Para amplificar el gen bc-3 se utilizd como control positivo
la variedad Widusa siguiendo el protocolo ENM, y se utilizaron los primers o cebadores
ENM-R y ENM-F (10 ng/uL). La secuencia de los primers que se utilizaron para la
amplificacion del gen bc-3 es:

ENM-R: (5CAACCAACTGGTATCGGA’3)
ENM-F: (5’ ACCGATGAGCAAAACCCT’3) (Nardepour et al., 2010).

Primero se amplifico la banda del gen recesivo bc-3 que se expresa a 541 pb. El gen bc-3
puede contener tres combinaciones alélicas, homocigota recesivo resistente
(elF4E%/elF4E?) que presenta las bandas 381 y 160 pb; homocigota dominante
susceptible (elF4E/ elFAE') que presenta las bandas 541 y 160 pb; y heterocigota
susceptible (elFAEY/ elF4E?) que presenta las bandas de 541, 160 y 381 pb.



Cuadro 2. Protocolo para amplificar el marcador ENM del gen bc-3.

Reactivos 1X

dd H20 12.1 pl
PCR Buffer 3.0 ul
MgCl 1.5 ul
dNTP’s sin MgClI2 2.0 ul
Primer(F) ENM-F (F) 2.5 ul
Primer(R) ENM-R (R) 2.5 pl
Taq (Enzima) 0.4 ul
ADN Templete 1.0 pl
Total 25.0 pl

Fuente: Montejo y Pantigoso (2013).

Amplificacion de los alelos elF4E. Luego de la amplificacion del gen bc-3 (541pb), se
utilizo el protocolo optimizado por Montejo y Pantigoso (2013) y se realiz6 la PCR para
observar las combinaciones alélicas elF4E de genotipos susceptibles y resistentes al
VMCN utilizando la enzima de restriccién Rsal® de Promega® (Naderpour et al., 2010).

Cuadro 3. Protocolo para la amplificacion de los alelos elFAE del gen bc-3.

Reactivos X

dd H20 7.3 pl
PCR Buffer 10X 2.0 pl
MgCl 1.5 pl
BSA 0.2 ul
Enzima Rsal (10u/pl) 0.5 pl
Producto PCR 10.0 pl
Total 215 ul

Fuente: Montejo y Pantigoso (2013).

Visualizacion del ADN. Se analiz6 el producto de la PCR mediante la técnica de
electroforesis, utilizando geles de agarosa al 1.2% en solucién tamp6n TE 0.5X (Tris-
HCL, con un pH de 7.5; acido butirico, EDTA), para verificar el tamafio de las bandas se
utilizo la escalera molecular de 100 pb. El corrido electroforéetico se hizo a 110 voltios
durante 1 hora y 30 minutos. Luego se tifio el gel de agarosa en una solucién 1:10 de
bromuro de etidio para que este se intercalara entre las bases nitrogenadas y observar los
fragmentos de ADN, para luego ser visualizadas en el transluminador Bench Top UVP
que emite luz ultravioleta (260-280 nm) y tomar una fotografia para verificar la presencia
0 ausencia de las bandas.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Evaluacion de plantas F3 de la Poblacion MER 2222 con marcadores moleculares
de los genes 1, bc3 y alelos elF4E.

Un total de 63 plantas F3 de la Poblacion MER 2222 (Amadeus 77/Raven) fueron
evaluadas con el marcador molecular SCAR SW13 del gen I de resistencia al VMC, y el
marcador CAPS ENM del gen bc3 y las formas alélicas elFAE (ENM + la enzima Rsal) de
resistencia al VMCN. Estas plantas F3 provienen de plantas F2 seleccionadas en el
estudio de Montejo y Pantigoso (2013), quienes aplicaron seleccion por presencia del gen
bc3 en la misma poblacion MER 2222. Los resultados de los analisis moleculares se
presentan y discuten a continuacion.

Presencia del gen 1. El analisis con el marcador molecular SW13, asociado con el gen
dominante | de resistencia al VMC, indica que la mayoria de las plantas F3 (59 de 63) de
la poblacibn MER 2222 presentaron la banda de 690 pb asociada a los genotipos
resistentes I/l e I/i. Por otro lado, la ausencia de esta banda indica el genotipo susceptible
i/i (Cuadro 4). Una representacion de la expresion por presencia y ausencia del marcador
SW13 del gen I, se observa en la Fig. 1. De acuerdo al proceso de seleccidn asistida con
marcadores (SAM), las plantas con ausencia del marcador SW13 deben ser descartadas
porque son susceptibles al VMC. El proceso de seleccion por resistencia al VMC debe
continuarse con las plantas que presentaron el marcador SW13 hasta fijar el genotipo
resistente homocigota dominante 1/l en una generacion mas avanzada (>F6).

Ambos progenitores de esta poblacion, Amadeus 77 y Raven, poseen el gen dominante I,
por lo que se esperaba que las plantas F3 de la poblacion MER 2222 presentaran el
marcador SW13. Al realizar el analisis de Chi cuadrado (X?), los valores obtenidos fueron
X?=1.28 y un valor de probabilidad (P)= 0.25 (P>0.05) con un grado de libertad (GL)
(Cuadro 5). Por lo tanto, se acepta la hipotesis nula (Ho), que indica que los datos
observados se ajustan estadisticamente a los datos esperados. Esto sugiere que la SAM
usando el marcador SW13 puede ser utilizada con confianza para la seleccién por la
resistencia (gen 1) al VMC del frijol (Beaver et al., 2003), cuando no hay suficiente
presion natural del virus o no se dispone de la técnica de infeccion artificial.

Presencia del gen bc3. El analisis con el marcador CAPS ENM del gen bc-3, indico la
presencia del marcador ENM en 62 de las 63 plantas F3 de la Poblacion MER 2222
(Cuadro 4). Este resultado era esperado ya que estas plantas F3 se derivan de plantas F2
homocigotas recesivas (bc3/bc3) previamente seleccionadas con este marcador por
Montejo y Pantigoso (2013).



El anélisis de X? confirma este resultado al obtenerse un valor de X°= 0.016 y un valor P=
0.95 (>0.05), con 1 GL (Cuadro 6). Por lo tanto, los valores observados con el marcador
ENM se ajustan estadisticamente a los esperados, y se acepta la Ho. Estos resultados
confirman la eficiencia en el uso del marcador ENM para la SAM por presencia del gen
bc3 de resistencia al VMCN del frijol. Una representacion de la expresion por presencia y
ausencia del marcador ENM del gen bc3 (Figura 2).

Para el mejoramiento genético de la resistencia al VMCN del frijol en Centro América,
esta herramienta molecular es muy importante. No se puede utilizar la técnica de
inoculacién artificial con la cepa necrdtica de este VMCN para la seleccion de genotipos
resistentes, ya que se asume que esta cepa necrética no esta presente en la region y no
debe ser introducida para estos propositos.

Cuadro 4. Resultados del andlisis molecular de 63 plantas F3 de la poblacion MER
2222 (Amadeus77/Raven) con los marcadores SCAR SW13 del gen 1 y CAPS ENM con
la enzima Rsal del gen bc-3 y sus alelos elF4E.?
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Presencia (+), ausencia (-) y sin expresion (0) de las bandas polimérficas de los
marcadores moleculares SCAR SW13 (gen 1), ENM (gen bc3) y ENM + Rsal (alelos

elF4E).

Figura 1. Presencia (+) y ausencia (-) del gen | en plantas F3 de la poblaciéon MER 2222.
A la izquierda el control positivo (C+) y negativo (C-).

Cuadro 5. Analisis estadistico de Chi Cuadrado (X?) para la presencia del marcador
SCAR SW13 del gen I en la poblacion F3 MER2222 (Amadeus 77 /Raven).

Marcador Observado  Esperado (O-E) (O-E)*/E
Presente 54 63 -9 1.28
Ausente 9 0 9 0
Total 63 63 0 X*=1.28

451pb

Figura 2. Presencia (+) y ausencia (-) del marcador CAPS ENM del gen bc-3 en
plantas F3 de la poblacion MER 2222. A la izquierda el control positivo (C+) vy el

control negativo (C-).



Cuadro 6. Analisis estadistico de Chi cuadrado para la presencia del marcador ENM
del gen bc-3 en la poblacion F3 MER2222 (Amadeus/Raven).

Marcador Observado  Esperado (O-E) (O-E)’/E
Presente 62 63 -1 0.016
Ausente 1 0 1 0
Total 63 63 0 x*=0.016

Valor de P=0.95 (>0.05), 1 GL.

Presencia de alelos elF4E en plantas con el gen bc3. Se logré observar las bandas
polimérficas que indican la presencia de los alelos del homocigota recesivo (elF4E?/
elF4E?) a 381 y 160 pb, y del heterocigota susceptible (elFAE/ elF4E?) a 160, 381y
541 pb (Narderpour et al., 2010). Una representacién de la expresion por presencia y
ausencia del marcador en las formas alélicas elF4E se observa en la fig. 3. La
presencia de las combinaciones alélicas elF4E?/ elF4E? que se derivan de las
combinaciones aportadas por los padres, y la seleccion previa de plantas individuales
F2 por la presencia del gen bc-3. Las plantas F3 a seleccionar son las que presentan
la combinacién alélica elF4E%/ elF4AE?, que confiere la resistencia al virus VMCN.

elFAE?/elF4E?

elFAE?Y elF4E?

541pb
381pb
160pb

Figura 3. Presencia de las formas alélicas elF4E“/ elF4E° y elF4E"/ elF4E” en
plantas de F3 de la Poblacién MER 2222. A la izquierda los controles positivo (C+) y
negativo (C-).

Los valores resultantes del analisis de Chi Cuadrado para las combinaciones alélicas
elF4E? elF4E? y elF4E?Y elF4E? observadas en plantas de F3 de la Poblaciéon MER
2222, presentan un valor de X?= 1.44, y un valor de probabilidad P= 0.30 (P>0.05)
con grados de libertad =1 (Cuadro 7). Por lo tanto, se acepta la hipétesis Ho que
indica que los datos esperados se ajustan estadisticamente a los observados, debido a
la incorporacién de la combinacion alélica elF4E?/ elF4E® que confiere resistencia
al VMCN, proveniente del progenitor Raven a la descendencia F3. El avance por
autofecundacion de las plantas F3 heterocigotas susceptibles elF4EY/elF4E? puede
generar individuos F4 resistentes por la segregacion de las formas alélicas.

Cuadro 7. Analisis estadistico de Chi Cuadrado para la presencia del marcador ENM
con la enzima Rsal de los alelos elFAE del gen bc-3 en la poblacién F3 MER2222
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(Amadeus 77/ Raven).

Relacidn
Esperada Observado  Esperado  (O-E) (O-E)Y/E
1/2 26 22 4 0.72
1/2 18 22 -4 0.72
Total 44 44 0 X*=1.44

Valor de P=0.25 (>0.05), 1 GL.

B. Evaluacion de plantas F3 de la Poblacion MEN 2201 con marcadores de los
genes | y bc3y alelos elF4E?

Un total de 14 plantas F3 de la poblacion MEN 2201 (ICTA Ligero/Raven) fueron
evaluadas con los marcadores moleculares SW13 del gen | de resistencia al VMC,
y el marcador molecular CAPS ENM del gen bc3 y las formas alélicas del elF4E
(ENM + enzima Rsal) de resistencia al VMCN. Estas plantas F3 provienen de las
F2 seleccionadas por la presencia del gen bc3. A continuacion se presentan los
resultados de la investigacion.

Presencia del gen I. El anlisis con el marcador molecular SCAR SW13, asociado
con el gen dominante | de resistencia al VMC, indica que la mayoria de las plantas
F3 (13 de 14) de la poblacién MEN 2201 presentaron la banda de 690 pb asociada
a los genotipos resistentes I/l e 1/i (Cuadro 8). Por otro lado, la ausencia de esta
banda indica el genotipo susceptible i/i. Una representacion de la expresion por
presencia y ausencia del marcador SW13 del gen I, se observa en la Fig. 4. De
acuerdo al proceso de seleccion asistida con marcadores (SAM), las plantas con
ausencia del marcador SW13 deben ser descartadas porque son susceptibles al
VMC. El proceso de seleccion por resistencia al VMC debe continuarse con las
plantas F3 que presentaron el marcador SW13 hasta fijar el genotipo resistente
homocigota dominante I/l en una generacion mas avanzada (>F6).

Ambos progenitores de esta poblacion, ICTA Ligero y Raven, poseen el gen
dominante I, por lo que se esperaba que las plantas F3 de la poblacion MEN 2201
presentaran el marcador SW13. Al realizar el anélisis de Chi cuadrado (X?), los
valores obtenidos fueron X?=0.07 con una probabilidad (P)= 0.85 (P>0.05) con un
grado de libertad (GL) (Cuadro 9). Por lo tanto, se acepta la hipotesis nula (Ho),
que indica que los datos observados se ajustan estadisticamente a los esperados.
Esto sugiere que la SAM usando el marcador SW13 puede ser utilizada con
confianza para la seleccion por la resistencia (gen 1) al VMC del frijol (Beaver et
al., 2003) en poblaciones tempranas, cuando no hay suficiente presion natural del
virus o no se dispone de la técnica de infeccion artificial.

Presencia del gen bc3. El andlisis con el marcador CAPS ENM del gen bc-3,
indico la presencia del marcador en 14 de 14 plantas F3 de la Poblacion MEN 2201

11



(Cuadro 8). Este resultado era esperado ya que estas plantas F3 se derivan de
plantas F2 homocigotas recesivas (bc3/bc3) previamente seleccionadas con este
marcador por Montejo y Pantigoso (2013). Una representacion de la expresion por
presencia y ausencia del marcador ENM del gen bc3, se observa en la Fig. 5.

Al encontrarse la expresion del marcador en todas las plantas, no fue necesaria una
prueba de Chi Cuadrado.

Estos resultados confirman la eficiencia en el uso del marcador ENM para la SAM
por presencia del gen bc-3 de resistencia al VMCN del frijol.

Cuadro 8. Resultados del andlisis de plantas F3 de la Poblacion MEN 2201 (ICTA
Ligero/Raven) con presencia (+) o ausencia (-) del marcador SW13 del gen | y del
marcador CAPS ENM + enzima Rsal del gen bc-3 y alelos elFAE.

SW13 ENM ENM + enzima

(gen |) ( ] Rsal
gen be- e|FAEY/eIFAET elFAEY/eIFAE? elFAEZelFAE?
Plantas F3 3) (541y 160 pb) (160, 381y 541pb) (160 y 381 pb)
MER2201- 1 + + 0 + -
MER2201- 2 + + 0 0 0
MER2201- 3 - + 0 + -
MER2201- 4 + + 0 - +
MER2201- 5 + + 0 - +
MER2201- 6 + + 0 0 0
MER2201- 7 + + 0 ] +
MER2201- 8 + + 0 + -
MER2201- 9 + + 0 +
MER2201- 10 + + 0 + -
MER2201- 11 + + 0 - +
MER220|- 12 + + 0 + -
MER2201- 13 + + 0 + B}
MER2201- 14 + + 0 0 0
Presente 13 14 0 7 4
Ausente 1 0 0 4 7

Presencia (+), ausencia (-) y sin expresion (0) de las bandas polimorficas de los
marcadores moleculares SW13 (gen |), ENM (gen bc3) y ENM + enzima Rsal (alelos
elF4E).
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Figura 4. Presencia (+) y ausencia (-) del maracdor SW13 del gen | en plantas F3 de la
Poblacion MEN 2201. A la izquierda los controles positivo (C+) y negativo (C-).

Cuadro 9. Analisis estadistico de Chi Cuadrado para la presencia del marcador SW13
gen I en la poblacion F3 MEN 2201 (Amadeus 77/Raven).

Marcador Observado  Esperado (O-E) (O-E)*/E
Presencia 13 14 -1 0.07
Ausencia 1 0 1 0
Total 14 14 0 X% =0.07

Valor de P=0.25 (>0.05), 1 GL.

8 9 10 11 12 13 14
+ ok + 4+ kot + + o+

~f~--~.-—"-—.--—s_

-

Figura 5. Presencia (+) y ausencia (-) del marcador ENM del gen bc-3 en plantas F3 de
la Poblacién MEN 2201. A la izquierda los controles positivo (C+) y negativo (C-).

Presencia de alelos elF4E en plantas con el gen bc3. Se logré observar la presencia las
bandas polimorficas que indican la presencia de los alelos del homocigota recesivo
(elF4E% elFAE?) a 381 y 160 pb y del heterocigota susceptible (elF4EY/ elF4E?)
presente a 160, 381 y 541 pb (Narderpour et al., 2010). Una representacion de la
expresion por presencia y ausencia del marcador ENM del gen bc3, se observa en la Fig.
6. La presencia de las combinaciones alélicas elF4E? elF4E? se derivan de las
combinaciones aportadas por los padres, y la seleccion previa de plantas individuales F2
por la presencia del gen bc-3. Las plantas F3 a seleccionar son las que presentan la
combinacion alélica elF4E?/ elF4E?, que confiere la resistencia al virus VMCN.

13



541p

160p

Figura 6. Presencia (+) y ausencia (-) de bandas polimdrficas de las combinaciones
alélicas elF4E?/ elFAE?, elF4EY/ elFAE?, elF4EY/ elFAE® en plantas de F3 de la Poblacion
MEN 2201.

Los valores resultantes del andlisis de Chi Cuadrado para las combinaciones alélicas
elF4E? elF4E? y elF4EY/ elFAE? observadas en plantas de F3 de la Poblacion MEN
2201, presentan un valor de X*= 0.80 y un valor de probabilidad P= 0.25 (P>0.05) con
grados de libertad =1 (Cuadro 10). DE acuerdo a estos resultados, se acepta la hipotesis
Ho que indica que los datos esperados se ajustan estadisticamente a los observados. Esto
es debido a la incorporacién de la combinacion alélica elFAE?/ elF4E? que confiere
resistencia al VMCN, proveniente del progenitor Raven a la descendencia F3. El avance
por autofecundacion de las plantas F3 heterocigotas susceptibles elFAEY/elF4E? puede
generar individuos F4 resistentes por la segregacion de las formas alélicas.

Cuadro 10. Analisis estadistico de Chi Cuadrado para la presencia del marcador ENM
con enzima Rsal de los alelos en plantas F3 de la poblacion MEN 2201 (ICTA
Ligero/Raven).

Relacién
Esperada Observado  Esperado  (O-E) (O-E)%E
1/2 7 5.5 15 0.41
1/2 4 55 -1.5 0.41
Total 11 11 0 x° = 0.82

Valor de P=0.38 (>0.05), 1 GL.
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4. CONCLUSIONES

> La aplicacion de la seleccion asistida con marcadores (SAM) moleculares para la
seleccion de plantas de frijol resistentes a los virus del mosaico comun (VMC) con el
marcador SCAR SW13 del gen I, y mosaico comun necrético (VMCN), con el marcador
CAPS ENM vy la adicién de la enzima Rsal, respectivamente, permitio la identificacion de
plantas resistentes a ambos virus en las poblaciones evaluadas.

> La presencia de plantas resistentes usando la SAM se comportd segun lo esperado,
de acuerdo a la composicién genotipica de los padres involucrados en los cruzamientos de
los cuales se derivan las plantas de las poblaciones mencionadas.

> La SAM es una herramienta valiosa para complementar los procesos de seleccion
por resistencia a los VMC y VMCN, en etapas en las cuales la presencia de estas
enfermedades no se presentan en el campo, o en el caso del mejoramiento por resistencia
al VMCN en Centro America (p.ej. en el Programa de Investigaciones en Frijol de
Zamorano), en que no se puede utilizar las cepas necréticas para la seleccion usando
inoculacion artificial.
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o. RECOMENDACIONES

> Utilizar la seleccion asistida con marcadores (SAM) para la seleccion de plantas
resistentes al VMC y VMCN del frijol, con fines de la generacién de germoplasma y
variedades resistente a ambos virus para Centro América, El Caribe y Africa.

> Complementar el uso de la SAM con evaluaciones de campo en presencia de las
enfermedades causadas por los VMC y VMCN, en condiciones donde se presenten en
forma natural (EI Caribe), o en colaboracién son programas donde se pueda usar la
inoculacion artificial (Universidad de Puerto Rico.

> Continuar el proceso de seleccion con las plantas F3 de las Poblaciones MER 2222

y MEN 2201 que presentaron los marcadores de los genes de resistencia | y bc3 hasta
generar lineas avanzadas (>F6) y proceder a su validacion en finca.
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7. ANEXOS
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Anexo 1. Presencia del marcador CAPS ENM del
Poblacion MER 2222.
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Anexo 2. Presencia del gen | en plantas de F3 MER 2222, 19-68
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Anexo 3. Presencia de los alelos elF4E?/ elFAE?, elF4EY/ elF4E?, elFAEY/ elF4E! en
plantas de F3 MER 2222, 1-56.

Anexo 4: Protocolo de extraccion de ADN para el anélisis de RAPD (Método de la
Universidad de Wisconsin, UW — Madison)

1. Cosechar tejido fresco de plantas (6-8 mitades de hojas jovenes).

2. Agregar 50 uL del buffer de extraccion (PEX) en un tubo para micro centrifuga
eppendorf de 1.5 mL. Macerar el tejido en el tubo usando una barra (pestle) de plexiglass
de laboratorio. Agregar 450 uL adicionales de buffer PEX y agitar el tubo en el vortex.

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

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

5. Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 ml limpio. Precipitar los acidos
nucleicos llenando los tubos con una mezcla 6:1 de etanol: acetato de amonio 7.5 M.
Mezclar invirtiendo los tubos y dejar precipitar por 30 min a temperatura ambiente.
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6. Agitar los tubos manualmente para romper el precipitado. Peletizar los acidos
nucleicos precipitados, centrifugando las muestras a 3,000 RPM (baja velocidad) durante
10 min en una micro centrifuga.

7. Eliminar el sobrenadante. Agregar a los tubos con los pellets 300 uL de RNAasa A
(concentracion de 100 pug/mL) + buffer TE? 0.1X (juntas). Agitar los tubos manualmente
y colocarlos a incubar en bafio maria a 37 °C por 1 hora.

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

9. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de micro centrifuga de 1.5 mL.

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

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

12. Vaciar el etanol/acetato de sodio® y lavar los pellets Illenando los tubos con 70%
etanol; agitar manualmente.

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

14. Vaciar el etanol y secar los pellets invirtiendo los tubos sobre papel toalla (2-3 horas o
de un dia para el otro).

15. Rehidratar los pellets agregando 100-200 pL de buffer TE 0.1X (dependiendo de su
tamafio). Ayudar a disolverlos colocando los tubos en bafio maria a 65 °C durante 15
minutos.

16. Almacenar las muestras de ADN en un congelador a -20 °C. A partir de este paso es
necesario medir la concentracion de ADN (ng/mL), con el fin de preparar las diluciones
necesarias para efectuar las reacciones para su amplificacion.

& Buffer TE (TRIS HCI 1 M, pH=7.5; EDTA 0.5 M, pH=8.0)
® Usar acetato de sodio 3H,0 (pH 5.2, usando acido acético glacial).

Anexo 5: Amplificacion de ADN mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) utilizando cebadores tipo SCAR

1. Descongelar el ADN a temperatura ambiente del plato con las muestras diluidas de
ADN (30 ng/uL) guardados en el refrigerador.

2. Preparar la mezcla maestra de acuerdo a los volumenes de agua, buffer 10X, cebador
(primer), dNTPs y Taq polimerasa especificados el protocolo.
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3. Colocar 24 ul de la mezcla maestra por cada celda en platos con fondo V. Agregar 1
ul de ADN de cada muestra, aungue esto depende de los protocolos.

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

5. Realizar la amplificacion usando el perfil térmico para ENM (Perfil térmico para
resistencia al virus de mosaico necrotico)

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

Anexo 6.Protocolo de Cuantificacion de ADN con el Promega® Quantus™
Fluorometer.

1. Prepare la solucion de trabajo teniendo en cuenta que se necesitan 100 pL de
solucion por cada muestra, por motivos de error se sugiere afiadir 4 muestras al total de
muestras. La solucién de trabajo estara compuesta por buffer TE 1X vy el tinte
Quantilfluor® Dye.

La cantidad de tinte Quantilfluor® Dye a utilizar estara dada por la siguiente formula, y la

cantidad de buffer TE 1X estara dada por la diferencia del total de solucién de trabajo y la
cantidad de tinte a utilizar:

(x pL de solucion de trabajo x 17 pL de Tinte)/3400

*Donde x es la cantidad total de la solucién de trabajo.

2. Prepare el buffer TE 1X teniendo en cuenta que para cada muestra a analizar se
necesitara 100 uL de buffer TE 1X y 99uL de solucion de trabajo. La cantidad total de
buffer TE 1X estara dada por la suma de la cantidad de buffer total para las muestras y la
cantidad de buffer TE 1X a utilizar para preparar la solucién de trabajo. El buffer TE 1X
sera preparado a partir de Buffer TE 20X y agua Libre de Nucleasa. La cantidad de Buffer
TE 20X estara determinada por

(x pL x 200 pL) / 4000 pL

*Donde x es la cantidad total de buffer TE 20X a utilizar

3. Para realizar la cuantificacion mezclar en microtubos de 500 pL: 99 uL de
Solucién de trabajo, 100 pL de buffer TE 1X y 1 uL de ADN.

4. Para introducir el volumen de la muestra, presione los botones arriba o abajo hasta
encontrar el volumen deseado. Seleccione de 1-10, 15, 20, 25, 50, 100, 150 o 200pl.
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5. Para seleccionar las unidades de concentracion que se mostraran en los datos,
presione el boton de arriba o abajo. Seleccione entre ng/ul, ng/ml, pg/ml, mg/ml o
automatico.

Nota: si automatico esta seleccionado el aparato asignard unidades automéaticamente para
colocar la concentracion en un rango de 1.0 a 1000.0.

6. Cuando las unidades deseadas estén resaltadas presione “enter”.
Coloque las muestras dentro del soporte para tubos y cierre la tapa. EIl aparto medira

automéaticamente la fluorescencia cuando la tapa esté cerrada, y la concentracion
calculada de acidos nucleicos serd mostrada en la pantalla.
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