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Marcadores moleculares SCAR para identificar fuentes de resistencia a enfermedades

en frijol ayocote (Phaseolus coccineus)

SCAR molecular markers to identify disease resistance sources in ayocote beans (Phaseolus coccineus)

Ruiz-Salazar R, JS Muruaga-Martinez?, MLP Vargas-Vizquez?, G Alejandre-Iturbide?,
G Castanén-Nijera’, S Herndndez-Delgado', N Almaraz-Abarca*, N Mayek-Pérez'®

Resumen. Se identificaron fuentes de resistencia a las enfer-
medades Tizén comin (TC),Virus del Mosaico Comun del Frijol
(BCMV), Virus del Mosaico Dorado del Frijol (BGMV) y Mancha
angular (MA) que afectan al frijol (Phaseolus). Con este propésito, se
usaron nueve marcadores moleculares que detectan SCARs (Sequence
Characterized Amplified Regions). Del total de marcadores, cuatro
fueron para TC, dos para BCMYV, dos para BGMYV y uno para MA.
El material genético fueron 16 poblaciones de frijol ayocote (P coccin-
eus) colectadas en diferentes localidades de Veracruz y Puebla, México.
Las poblaciones de Veracruz mostraron mayores frecuencias de SCAR
para BGMV,BCMV, TC y MA que las de Puebla. Las mejores pobla-
ciones pertenecientes a P coccineus fueron Jalapa, Veracruz y Acultzingo
(Veracruz); Nauzontla y Zacapoaxtla (Puebla). El analisis de conglom-
erados separé a las poblaciones de frijol evaluadas segtin la procedencia
asi como por la presencia de dos de los nueve marcadores amplificados
(SU91 y LG5). Las poblaciones estudiadas, principalmente las de Ve-
racruz, pueden utilizarse en programas de mejoramiento genético para
generar poblaciones segregantes con genes de resistencia a las enfer-
medades que més afectan al frijol en México, ya que presentaron mayor
frecuencia de SCAR:s.

Palabras clave: Especies de Frijol; Marcadores moleculares; Re-
sistencia a enfermedades; Tizén comin; Virus del mosaico comiin del

frijol; Virus del Mosaico Dorado del Frijol; Mancha Angular del frijol.

Abstract. In order to identify genes of resistance to four dis-
eases that affect Phaseolus sp. [i.e, Common Bacterial Blight (CBB),
Bean Common Mosaic Virus (BCMYV'), Bean Golden Mosaic Virus
(BGMV) and angular leaf spot (ALS)], we amplified nine SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions) markers: four linked
to resistance to common blight, two for BCMV, two for BGMYV and
one for ALS. The genetic material included 16 ayocote bean (P. coc-
cineus) populations collected from different locations at Veracruz and
Puebla, Mexico. Populations from Veracruz showed greater number
of SCARs for BGMYV and ALS compared with populations from
Puebla. The best P coccineus populations were Jalapa, Veracruz and
Acultzingo (Veracruz); Nauzontla, and Zacapoaxtla (Puebla). Clus-
ter analysis separated the bean populations evaluated by geographi-
cal origin, but mainly by the presence of two of the nine amplified
markers (SU91 and LGS5). The study populations, mainly those of
Veracruz, should be used in breeding programs to generate segregat-
ing populations with genetic resistance to the major diseases of beans
in Mexico, since they showed high frequencies of SCARs.

Keywords: Species Bean; Molecular Markers; Disease resistance;
Common Bacterial Blight; Bean Common Mosaic Virus; Bean Gold-
en Mosaic Virus; Angular Leaf Spot.
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INTRODUCCION

Una fuente de proteina para las poblaciones de bajos recur-
sos y rurales es el frijol (Phaseolus sp.). La semilla de esta legu-
minosa contiene entre 20% y 28% de proteina, y sobresale por
su abundancia la faseolina, que posee un alto contenido de li-
sina (1,69% a 2,44%), metionina (0,17% a 0,53%) y triptéfano
(14,00% a 0,22%). Ademads, son importantes los contenidos de
vitaminas, minerales y fibra. Esta leguminosa se consume en
paises desarrollados y subdesarrollados; la faseolina se encuen-
tra en mayor cantidad en el frijol que en los cereales (Barrios,
2011; Trevifio y Rosas, 2013).

El género Phaseolus se conforma por 150 especies, de las
cuales muchas se encuentran en dreas tropicales del continente
americano (Giurcd, 2009). En México se han identificado al-
rededor de 50 especies, y de éstas sélo 5 son cultivadas para
consumo: el frijol comun (P wvulgaris L.), el frijol ayocote o
frijol patol (P coccineus L.), el frijol lima (P funatus L.), el frijol
anual (P polyanthus Greenm) y el frijol tépari (R acutifolius
Gray) (Debouck, 1991; Méndez—Aguilar et al., 2013; Trevifio
y Rosas, 2013). Después de P vulgaris'y P. lunatus, P. coccin-
eus es la tercera especie cultivada de frijol econémicamente
importante cultivada en todo el mundo (Spataro et al., 2011;
Porch et al., 2013).

Restos arqueolégicos de la forma cultivada de frijol ayo-
cote se han encontrado en Mesoamérica y particularmente en
Meéxico (Vargas et al., 2102). En la Republica Mexicana el
ayocote se cultiva como una planta anual o bianual, en mono-
cultivo, o en superficie de 10 a 20 surcos por parcela junto
al maiz o al frijol comun (Vargas-Vizquez et al., 2011). En
MEéxico se conserva en condiciones de banco de germoplasma
una coleccién de frijol ayocote compuesta por 800 accesiones,
que se clasificaron segin las sub-provincias fisiogrificas de
origen (Vargas-Vizquez et al., 2007).

El frijol se destaca en el mundo por su importancia socio-
econdémica, la superficie destinada para la siembra y la pro-
duccién en grano (Porch et al., 2013). Segun el Comercio
Internacional de Alimentos (IF'T, 2014) la superficie sem-
brada y cosechada en primavera-verano 2013 y 2014 en la
Republica Mexicana, incluyendo el 4rea irrigada y de secano
fue de 1.587.813 ha (2013) y 1.484.959 ha (2014), con ren-
dimientos de 0,68 y 0,67 t/ha, respectivamente. El consumo
per cipita en México se ubica en 11 kg (Garcia, 2014). El
frijol es un alimento importante para las zonas rurales y po-
blaciones urbanas de América Latinay Africa oriental y estd
ganando importancia en la poblacién de los paises desarrol-
lados donde se busca mantener dietas saludables (Acosta-
Gallegos et al., 2007).

Esta leguminosa es importante en México, donde se regis-
tran 570 mil productores, de los cuales 65% cultiva frijol para
autoconsumo y el 35% lo comercializa (Garcia, 2014). La pro-
duccién por hectirea en la Repiblica Mexicana es baja y se
debe a que el 87% de la superficie de frijol se cultiva en condi-

ciones de secano (IFT, 2014). Como resultado, la planta se
encuentra expuesta durante su ciclo vital a factores abi6ticos
como la sequiay biéticos como enfermedades.

La deteccién de genes que confieren resistencia a enfer-
medades puede realizarse mediante el uso de marcadores
moleculares del ADN (Mienie et al., 2005). De éstos, cabe
sefialar los SCARs (‘Sequence-Characterized Amplified Re-
gions’). Este tipo de marcadores amplifica secuencias ligadas
a genes de resistencia y que por lo general co-segrega junto al
gen de interés, ya que la distancia genética entre la secuencia
SCAR y la secuencia del gen de resistencia generalmente no
sobrepasa los 5¢cM (centi Morgan) (Kelly et al., 2003).

De las enfermedades virales que afectan al frijol, dos son
transmitidas por 4fidos: el virus del mosaico comun del frijol
(BCMV) y el virus del mosaico dorado del frijol (BGMV). El
BCMYV disminuye el rendimiento hasta en 80% dependiendo
de la variedad, del estado de desarrollo en que se encuentren
las plantas y las condiciones ambientales al momento de la
infeccién (Castro et al., 2001). E1l BGMYV afecta significati-
vamente la produccién de frijol convirtiéndose, en la ultima
década, en la mayor limitante para su cultivo en zonas ba-
jas e intermedias de las regiones tropicales y subtropicales de
América (Rosas, 1998). Rodriguez et al. (2007) identificaron
el marcador 4gm-1 que confiere resistencia al BGMV en
lineas y variedades seleccionadas con buen comportamiento
en campo. Por otro lado, Garrido et al. (2000) estudiaron la
composicién nucleotidica del BGMV vy, ademads, detectaron
germoplasma originario de Mesoamérica resistente al virus.
Para el caso de Mancha Angular (MA) [Phaeoisariopsis grise-
ola (Sacc.) Ferr.], Mahuku et al. (2004) sefialan que provoca
pérdidas del 50 al 80% en rendimiento de frijol al sembrar
variedades susceptibles. Por su parte, la bacteria Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (Smith) Vauterin, que provoca el tizén
comun (TC), reduce el rendimiento del frijol del 22 al 45%
(Fourie et al., 2011).

La presente investigacién tuvo como objetivo identificar la
presencia de marcadores tipo SCAR ligados a genes de resis-
tencia a las enfermedades del frijol (ej., tizén comin, BCMV,
BGMYV y mancha angular) en poblaciones silvestres y culti-
vadas de P, coccineus de México.

MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se estudié germoplasma de frijol ayocote
colectado en los estados de Veracruz y Puebla, México (Tabla
1). El mismo incluy6 152 accesiones de P coccineus (137 culti-
vadas y 15 silvestres), asi como siete accesiones de P, vulgaris
cultivadas, tres variedades de P vulgaris (Pinto Villa, BAT 477
y Pinto UI-114); una accesién de P, glabellus y una de P, luna-
tus (Tabla 1; Fig. 1).

Extraccién de ADN. Tres semillas de cada accesién
se sembraron en bandejas para germinacién llenadas con

DYTON ISSN 0031 9457 (2016) 85: 184-193
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Tabla 1. Origen, poblacion, especie y nimero de accesiones de Phaseolus sp., usadas en el andlisis genético con nueve marcadores
moleculares SCAR.
Table 1. Origin, population, species and number of accessions of Phaseolus sp., used in the genetic analysis with nine SCAR molecular markers.

Estado Poblacién Especie Ne accesiones
Acultzingo Phaseolus coccineus 20
Altotonga “ 15
Jalapa ¢ 29
Ciudad Mendoza “ 6
Veracruz Jalacingo “
Perote “ 5
Veracruz “ 29
Veracruz Pv Phaseolus vulgaris 7
Subtotal 114
Carso Huasteco Phaseolus coccineus
Mercado Serdin “
Mercado Zacapoaxtla “ 6
Nauzontla “
Pucbla Banco Germoplasma Phaseolus coccineus (Silvestre) 15
Tlatlauquitepec Phaseolus coccineus 5
Zacapoaxtla “ 10
Puebla Comerciales Phaseolus vulgaris (BAT477, U114 y Phaseolus 5
Villa), Phaseolus glabellus, Phaseolus lunatus
Subtotal 50
Total 164

Nayarit

¥ P. coccineus
A P coccineus silvestres
u P vulgaris

Estado de México

Distrito Federal
Morelos

Fig. 1. Distribucion geografica de los sitios de colecta de las accesiones silvestres y cultivadas de Phaseolus spp. de Puebla y Veracruz.
Fig. 1. Geographical distribution of collection sites of wild and cultivated accessions of Phaseolus spp. from Puebla and Veracruz.
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Peatmoss (Premier®) y Perlita (Termolita®) en propor-
cién 60:40, respectivamente. A los seis dias después de la
siembra se colectaron 40 mg de tejido fresco a partir de
foliolos de las tres plantas de cada accesion. La extraccién
del ADN genémico se realizé con la solucién comercial
A1120 de Promega (Madison, WI, EEUU). Por ultimo, las
muestras se visualizaron en gel de agarosa al 1% con foto

documentador Gel Doc'™ XR modelo Universal Hood 11
de BIO-RAD (Hércules, CA, EEUU). Después, el ADN se
cuantificé con el software Quantity One"" en foto docu-
mentador Gel Doc™. Los marcadores SCAR empleados,

sus secuencias y genes a los que estdn ligados se muestran
en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de iniciadores SCAR usados en FPhaseolus sp. para identificar los genes que confieren resistencia a Tizon comun,
Virus del mosaico comun del frijol, Virus del mosaico dorado y Mancha angular.
Table 2. Sequences of SCAR primers used in Phaseolus sp. to identify genes that confer resistance to Common Bacterial Blight, Bean Common

Mosaic Virus, Golden Mosaic Virus and Angular Leaf Spot.

SCAR Secuencia Pat6geno
F-GTCACGTCT CCTTAATAGTA

SAP6 Tizén comin
R-GTCACGTCT CAATAG GCA AA
F-TAG GCG GCG GCG CACGTTTTG

BAC6 Tizén comin
R - TAG GCG GCG GAA GTG GCG GTG
F-CCACAT CGGTTA ACATGA GT

SU91 Tizén comin
R - CCA CAT CGGTGT CAA CGT GA
F-GCAGGGTTC GAAGACACACTGG

LG5 Tizén comin
R - GCA GGGTTC GCC CAATAA CG
F-CCAATTCTCTTT CACTTGTAACC

ROC11 Virus del mosaico comun del frijol
R-GCATGTTCC AGC AAACC
F-GTG CGG AGA GGC CAT CCATTG GTG

SBD5 Virus del mosaico comun del frijol
R-GTGCGGAGAGTTTCAGTGTTG ACA
F-CACAGCTGC CCT AAC AAAAT

SR2 Virus del mosaico dorado
R - CAC AGCTGC CACAGGTGG GA
F-TGG GCA GAA GTT CTA GCATGT GGC

SWi12 Virus del mosaico dorado
R -TGG GCA GAA GCA CAGTAT GAT TTG
F-ACC AGG GGC ATT ATG AAC AG

SN02 Mancha angular

R - ACC AGG GGC AAC ATA CTATG

Condiciones de la PCR. La reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR) se realizé en un termociclador Perkin Elmer
modelo GeneAmp 9800 Fast (Applied Biosystem®) en un
volumen de reaccién de 15 pL. Las condiciones de la PCR
(Tabla 3) se ajustaron de acuerdo a las indicaciones sugeridas
por el Bean Improvement Cooperative (BIC,2010). Los pro-
ductos de cada amplificacién se revelaron en gel de agarosa al
1% preparado con TAE 1X (Tris acetato 40 mM; EDTA 1
mM) y se corrieron a 85 V con 180 mA por 45 min. Después,
el gel se visualizé en luz UV con el software Quantity One™

y el fotodocumentador Gel Doc™ XR.

Anilisis estadistico. Al final de la corrida se tomé una
fotografia de cada gel para registrar los productos amplifica-
dos y construir una matriz binaria para cada SCAR, donde

cero represent6 la ausencia del producto de amplificacién y
uno la presencia del producto de amplificacién. Para la esti-
macién de las distancias genéticas se usé el método de Dice

(Neiy Li, 1979), el que se estima como:

2a
(2a+b+c)

Donde:

a= numero total de bandas que son comunes en los indi-
viduos iyj (1,1)

b= nimero total de bandas que estin presentes en el indi-
viduo i pero no en el j (1,0)

c= nimero total de bandas presentes en el individuo j pero

noeneli(0,1).

DYTON ISSN 0031 9457 (2016) 85: 184-193
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Tabla 3. Programa de PCR para la amplificacion de los marcadores moleculares SCAR.

Table 3. PCR amplification program for SCAR molecular markers.

Condicién Temperatura Tiempo Ciclos SCAR
Desnaturalizacién inicial 94°C 2 min Todos

94 °C 10 seg SAP6,5U91,ROC11,SBD5, SR2
Desnaturalizacién 2°c 30seg BAC6

94°C 30 seg LG5

94°C 30 seg SW12,SNO2

70°C 30 seg BAC6, SW12

55°C 40 seg SAP6,ROC11

60°C 40 seg " SR2
Alineamiento 56 °C 40 seg SU91

50°C 30 seg LG5

65 °C 40 seg SBD5

65 °C 60 seg SNO2

72°C 2 min SAP6,5U91, ROC11, SBD5, SR2
Extensién 72°C 1 min BAC6,LG5,SW12

72°C 90 seg SNO2
Extension Final 72°C 5 min 1 Todos

* Namero de ciclos para desnaturalizacién, alineamiento y extension.

Con la informacién del total de bandas de todas las poblacio-
nes, se construy6 una matriz de distancias genéticas con 5000
permutaciones. Luego se gener6 un dendrograma por el mé-
todo UPGMA y distancias genéticas de Dice con el apoyo de
los paquetes estadisticos Freetree y Treeview (Page, 1996).

RESULTADOS

Los marcadores SR2, SW12 para BGMV y SNO2 para
MA identificaron 9,04 y 8,5 bandas en promedio en las po-
blaciones de Phaseolus de Veracruz y Puebla, respectivamente
(Tabla 4),1o que indica alta frecuencia de resistenciaa BGMV
y MA. Las poblaciones Veracruzanas presentaron mayores
frecuencias de marcadores SCAR (Tabla 4), pues por ejemplo
para TC y BCMYV se observé un rango de 5,97 y 13,25 bandas
amplificadas, respectivamente. Por el contrario en Puebla se
presentd el promedio menor de SCARs asociados a TC (1,75)
pero el mayor para BGMV (4,82).

De las poblaciones de Veracruz, las de Jalapa tuvieron el
promedio de bandas mayor (21,20) para los nueve SCAR, y
el menor se observé en Jalacingo (2,00). De las poblaciones
de Puebla, los menores promedios se observaron en el Carso
Huasteco (1,11) y los mayores en Nauzontla y Zacapoaxtla
(7,78 y 6,11 bandas, respectivamente). El resto de las pobla-
ciones de Puebla mostraron promedios bajos de SCARs am-
plificados en comparacién con los observados en las poblacio-
nes de Veracruz.

®YTON ISSN 0031 9457 (2016) 85: 184-193

El promedio de SCAR por especie y por estado también
fue mayor en las poblaciones colectadas en Veracruz, con
9,96 SCARs para P, coccineus y 4,33 para P vulgaris. En con-
traste, para Puebla se detectaron 3,79 SCARs en P coccin-
eus cultivado, 2,00 SCARs en P, coccineus silvestre de Banco
de germoplasma y 2,44 en las poblaciones comerciales de
Puebla.

El anilisis de conglomerados (Fig. 2) separ6 al germoplasma
en cuatro grupos de accesiones. El primero incluyé poblaciones
de Tlatlauquitepec, Nauzontla, Mercado Zacapoaxtla, Mercado
Serdén, Carso Huasteco y Perote, que pertenecen a P, coccineus.
El segundo grupo se constituyé con poblaciones de Veracruz
(Veracruz, Ciudad Mendoza y Jalacingo). El tercer grupo ex-
hibi6é poblaciones comerciales de Puebla y los testigos P vul-
garis, P glabellus y P lunatus y poblaciones de Jalapa, Acultzingo
y Altotonga (P, coccineus). Finalmente, el cuarto grupo presentd
poblaciones de Zacapoaxtla (P .coccineus cultivados), P coccineus
silvestre de Banco de Germoplasma y P wulgaris de Veracruz.
La formacién de los grupos no se asocié en la especie o el sitio
de colecta de cada accesién sino que, principalmente, dependié
de las frecuencias de presencia de SCARs tales como SU91 y
LGS5, que identifican la resistencia al TC.

DISCUSION

La incorporacién de resistencia genética simple y/o
multiple a las enfermedades de importancia econémica en
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Tabla 4. Frecuencias de amplificacion de bandas SCAR en frijol (Phaseolus sp.).

Table 4. SCAR ampilification frequencies bands in bean (Phaseolus sp.).

TC BCMV BGMV MA

Poblacién SAP6 BAC6 SU91 LG5 | ROC11 SBD5 SR2 SW12 SN02 | Promedio
Acultzingo 11 14 5 1 20 7 20 20 20 13,11
Altotonga 12 12 11 1 15 11 14 15 15 11,77
Jalapa 16 25 13 6 28 19 29 27 28 21,20
Cd. Mendoza 3 1 3 0 6 3 6 6 6 3,78
Jalacingo 1 0 1 3 3 3 2,00
Perote 4 0 0 2 5 5 3,33
Veracruz 17 10 2 0 24 11 25 20 22 14,56
Veracruz Pv 6 5 0 4 7 2 7 7 1 4,33
Promedio Veracruz 5,97 10,25 13,25 12,50
Carso Huasteco 2 1 0 0 1 1 2 1 2 1,11
M. Serddn 1 1 0 0 2 1 2 2 2 1,22
M. Zacapoaxtla 2 3 0 0 6 4 5 5 5 3,33
Banco germoplasma 2 1 0 0 3 3 3 3 3 2,00
Nauzontla 9 2 0 1 13 11 14 9 11 7,78
Tlatlauquitepec 4 2 0 0 5 5 5 4 4 3,22
Zacapoaxtla 6 8 0 1 7 6,11
P. Comerciales 3 3 2 2 1 4 2 1 2,44
Promedio Puebla 1,75 4,75 4,82 4,5

TC=Tizén Comun (Bacterial common blight); BCMV= Virus del Mosaico Comun del Frijol (Bean Common Mosaic Virus); BGMV=
Virus del mosaico dorado (Bean Golden Mosaic Virus); MA= Mancha angular (Angular Leaf Spot); Promedio Veracruz= Promedio de

frecuencias de bandas encontradas en las poblaciones de Veracruz; Promedio Puebla= Promedio de frecuencias de bandas encontradas en

las poblaciones de Puebla; M = Mercado; Cd = Ciudad.

Tlatlauquitepec
Nauzantla

M. Zacapoxtla
M. Serdin
Carso Huasteco
Perote

Veracruz

Cd. Mendoza
Jalacingo
Puebla Comer
Jalapa
Acultzingo
Altotonga
Zacapoxtla

B. Germoplasma
Veracruz Pv

—

—E

—
—c

Fig. 2. Dendograma de 16 poblaciones de frijol de los estados de
Veracruz y Puebla, México basado en marcadores SCAR.

Fig. 2. Distance dendrogram of 16 bean populations of the states of
Puebla and Veracruz, México based on SCAR markers.

cada regién agroecoldgica donde se produce frijol se basa en
la busqueda constante de nuevas fuentes de resistencia y su
incorporacién a los programas de cruzamiento, evaluacién y
seleccién de germoplasma segregante en condiciones de cam-
po y/o controladas. Todo ello con el objetivo fundamental de
obtener germoplasma con resistencia a dicho factor adverso,
rendimientos altos y estables y; si es posible, con caracteristicas
de calidad superiores (Acosta-Gallegos et al., 2007; Anaya-
Lépez et al., 2015a). Por afiadidura se esperan otros efectos
positivos, tales como la reduccién de la contaminacién del am-
biente al reducir el uso de agroquimicosy garantizar los ren-
dimientos en diversos sistemas de produccién, sobre todo en
los de subsistencia (Lépez-Salinas et al., 2002).

El empleo de seleccién asistida por marcadores molecu-
lares es una herramienta eficaz ante la seleccién tradicional
en donde el rendimiento puede no ser notorio, pues en ello
influyen diversos factores por tratarse de rasgos complejos y
depender de varios componentes. Por lo tanto, la comprensién
de la asociacién de caracteristicas deseables son cruciales en el
desarrollo de un programa de mejoramiento vegetal eficiente,
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cuyo objetivo es desarrollar variedades estables y de alto ren-
dimiento (Anaya-Lépez et al., 2015b; Kiryowaet al., 2015).

En paises como Estados Unidos la SAMM se usa recur-
rentemente para incorporar genes y acelerar la obtencién de
germoplasma con resistencia genética (Miklas et al., 2006).
En México, sin embargo,la SAMM en frijol recién comienza,
pues a la fecha sélo se ha producido una variedad liberada bajo
dicho esquema (‘Dalia’) (Acosta-Gallegos et al., 2014), con
resistencia a BCMV y BMCNV (virus del mosaico comun
del frijol y raiz negra o necrosis). Sin embargo, Duncan et al.
(2012), después de utilizar el SCAR SU91 para detectar resis-
tencia a TC, mencionaron que un solo SCAR no es suficiente
para proveer suficiente resistencia a determinado patégeno.
Estos autores sugirieron que por lo menos se deben manejar
dos SCARSs a la vez, o mejor atn, la piramidacién de genes de
resistencia (Anaya-Lopez et al., 2015a, b).

Las diferencias encontradas en cuanto a cudles genes de
resistencia se presentan, en qué poblaciones de Veracruz y
Puebla y en qué proporciones, son similares a lo indicado por
Acosta y Navarrete (1996) y Cruz et al. (2004). Estos autores
afirman que algunos genotipos pueden mostrarse como resis-
tentes en una region o pais, y susceptibles en otras. También,
la resistencia que presentan genotipos clasificados como resis-
tentes puede ser inestable; esto confirma que existe una alta
especificidad de la interaccion entre los genotipos del patége-
no y del hospedante (Cruz et al., 2004; Rodriguez-Miranda y
Rosas-Sotomayor, 2010). En general, mayores frecuencias de
SCAREs de resistencia a TC, BCMV y MA se observaron en
germoplasma de Veracruz. Diversos trabajos han enfatizado
mayores incidencias y dafios por las tres enfermedades en
frijol cultivado en Veracruz en comparacion con Puebla. Las
mayores presiones de seleccién por las condiciones ambien-
tales favorables para la mayor incidencia de enfermedades y de
inéculo primario y mayor patogenicidad en los aislamientos
de Veracruz (Mahuku et al., 2002; Lepe-Soltero et al., 2012;
Francisco-Francisco et al., 2013; Anaya-Loépez et al., 2015a),
posiblemente han llevado a los agricultores de dicho estado a
seleccionar empiricamente por mayor resistencia a enferme-
dades y, por consiguiente, el incremento de la frecuencia de
genes de resistencia en las mismas.

El marcador SR2 detecta al gen 4gm-1 y el marcador
SW12 esta asociado con el gen I, ambos confieren resistencia
al BGMYV (Blair et al., 2007; Singh et al., 2000). En el presen-
te trabajo se obtuvo un promedio para ambos marcadores de
13,25 para Veracruz y s6lo 4,82 para Puebla. Por su parte Os-
orno et al. (2007) indicaron que la resistencia al BGMV en P
coccineus es controlada por los genes 4gm-3 (recesivo) y Bgp-2
(dominante) y ambos son detectados mediante el SCAR SR2.

En cuanto a deteccién de resistencia a TC, Durham et
al. (2013) y Muhamba et al. (2014) establecen que el SCAR
SU91 estd ligado unicamente a un QTL de resistencia a TC.
Fourie & Herselman (2011) informan que los marcado-

res SCAR usados en su investigacién, SU91 y SAP6, tienen
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uso potencial en el programa de mejoramiento de frijol en
Sudifrica. Asi mismo el SCAR BAC6 ha demostrado ser un
marcador confiable en la identificacién de resistencia (QTL
BC409) a TC. En el presente estudio se encontré que dicho
marcador se encontré con mayor frecuencia en las poblaciones
de Veracruz que en las de Puebla (4,37 contra 0,25).

Por otro lado, Lépez et al. (2006) en la variedad de P vu/-
garis ICTA Ju 97-1 detectaron resistencia al BCMV. Sin em-
bargo a la fecha no existen reportesde este tipo de ensayos
en accesiones de P, coccineus. Para el caso de las accesiones de
ayocote de Veracruz y Puebla los valores promedio de ampli-
ficacién de SCAR para detectar resistencia al BCMV fueron
de 10,25 y 4,75 respectivamente.

Por ultimo en México se ha detectado resistencia a MA en
condiciones de campo en un ensayo de rendimiento y reac-
cién a enfermedades con cultivares de frijol comun (Acosta
et al., 2010) pero no en accesiones de ayocote. Busogoro et
al. (1999), sin embargo, inocularon con 54 aislamientos de P
griseola (MA) 29 genotipos tanto silvestres como cultivados
de P wulgaris, P, coccineus’y P, polyanthus. Sus resultados indican
que la accesién N1666 de P, coccineus fue resistente al total de
los aislados de MA probados lo que concuerda con los resul-
tados encontrados en el presente trabajo. Esto es debido a que
el SCAR SNO2 se encontré en promedio 12,5 veces para las
accesiones de P, coccineus de Veracruz y 4,5 para las de Puebla.

Los patrones de agrupamiento del germoplasma se basa-
ron en la presencia de SCARs SU91y LG5 para TC en las
poblaciones evaluadas. Asi, por ejemplo, las poblaciones que
formaron el grupo de Tlatlauquitepec, Mercado Zacapoaxtla,
Mercado Serdan, Carso Huasteco y Perote, no presentan nin-
guno de los dos SCAR mencionado. Sé/o Nauzontla, que tam-
bién es de este grupo presenté amplificacion de banda para el
SCAR LG5. En cambio, en las poblaciones Veracruz, Ciu-
dad Mendoza y Jalacingo, se pudo detectar el SCAR SU91.
Por otro lado, SU91 y LG5, fueron identificados en las cuatro
poblaciones, Puebla Comerciales, Jalapa, Acultzingo y Alto-
tonga. En las poblaciones Zacapoaxtla, VeracruzPv y Banco
de Germoplasma no estd presente SU91, pero si LG5, aunque
en la ultima poblacién de este grupo, no se detecté ninguno
de los SCAR referidos.

El mejoramiento genético tradicional se basa en la identifi-
cacion, seleccién con base en fenotipos yla posterior introgresién
de los caracteres deseados para el desarrollo de germoplasma
superior. Esto se ha hecho recurrentemente por ejemplo para
mejorar los rasgos agronémicos importantes como rendimiento
de grano, fenologia o calidad, asi como para la obtencién de
resistencia a enfermedades, plagas, sequia o salinidad. Este
proceso dura usualmente entre 5 y 8 afios, o incluso mds. Los
tiempos y los costos se pueden reducir con la utilizacién de la
seleccion asistida por marcadores moleculares de ADN (Ber-
nardo, 2008; Collard & Mackill, 2008; Xu & Crouch, 2008).

A la fecha es evidente (1) el uso de estrategias de marcado-
res moleculares ‘tradicionales’ tales como los RFLPs, RAPDs,



Resistencia a enfermedades en frijol (Phaseolus sp.)

191

AFLPs o SSRs en frijol y casi en cualquier especie vegetal cul-
tivada para la caracterizacién de la diversidad genética, (2) la
estructuracién de mapas de ligamiento y el mapeo de genes
‘mayores’ o de QTLs asociados con la resistencia a factores ad-
versos y (3) el apoyo en la SAMM. Fue frecuente obtener, en el
caso del mapeo, mapas genéticos a partir de cruzamientos am-
plios y que no fueron lo suficientemente densos o bien, que no
fueran consistentes entre poblaciones o acervos genéticos (Kelly
et al., 2003; Miklas et al., 2006). Una alternativa a ello fue el
uso de diferentes tipos de poblaciones segregantes adicionales
a la F,, tales como las lineas casi isogénicas, lineas endogami-
cas retrocruzadas o las lineas endogdmicas recombinantes, y la
combinacién con andlisis de segregantes en grupos (Miklas et
al., 1996). La conversién de un marcador molecular a SCAR
facilita la SAMM (Miklas et al., 2006) pero su eficiencia en el
mejoramiento genético se reduce dada la condicién dominante
del marcador, (2) la presencia de ligamiento en fase de repulsién
entre los marcadores y los rasgos dominantes, (3) la necesidad
de las pruebas de progenie o (4) los cambios en la especificidad
de los marcadores a grupos de ligamiento, tipos comerciales de
grano y/o acervos genéticos (Bello et al., 2014).

Los resultados de este trabajo alientan la continuacién del
mismo, en el sentido del manejo genético correspondiente que
apoye el uso de las posibles fuentes de resistencia en el mejo-
ramiento genético de Phaseolus, particularmente para las regio-
nes tropicales y sub-tropicales de México. A la par de ello, es
indispensable saber que continta el desarrollo de estrategias de
marcadores moleculares y cada nueva opcién debe evaluarse y
probarse. Este es el caso de la secuenciacién de nueva generacién
(Bolger et al., 2014) que aprovecha polimorfismos derivados de
secuencias simples repetidas (SSRs), inserciones-extracciones
(InDels) o polimorfismos de un solo nuclestido (SNPs) con
la base de secuencias gendémicas de referencia recién liberadas
(Schmutz et al., 2014) para asignar las posiciones genémicas fisi-
cas e identificar genes candidatos. Otra estrategia se fundamenta
en combinar el andlisis de segregantes en grupos y el de perfiles
transcripcionales de datos RNA-secuenciacién en el mapeo de
QTLs y de mutantes (Viteri et al., 2014). Lo anterior ha ob-
ligado a generar plataformas de alto rendimiento para el andlisis
gendémico integral (BeanCAP, Langebio) (Saburido-Alvarez y
Herrera-Estrella, 2015; Mukeshimana et al., 2014). Finalmente,
se propone el andlisis de segregantes en grupo ‘iz sifico’ que en es-
encia consiste en detectar variaciones de SNPs entre individuos
con fenotipo y genotipo definido en regiones genémicas especi-
ficas. Asi se podria sortear la necesidad de desarrollar poblacio-
nes de mapeo o analizar genéticamente la poblacién original en
la que el gen o el QTL se identificé (Bello et al., 2014).

CONCLUSIONES

Los SCAR usados en el estudio fueron efectivos para am-
plificarla secuencia ligada al gen de resistencia a las enferme-
dades que identifica cada uno de ellos.

Las poblaciones evaluadas de P coccineus son reservorio de
genes valiosos de resistencia a las cuatro enfermedades que
identifican los SCAR usados en esta investigacion.

Las poblaciones de Veracruz poseen en promedio ocho
SCAR mis que las de Puebla, principalmente para resistencia al
Virus del mosaico dorado (BGMV) y la Mancha angular (MA).

El germoplasma evaluado puede ser usado en programas
de mejoramiento genético, para incorporar resistencia genéti-
caen genotipos de interés.
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