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RESUMEN

Los objetivos del presente estudio fueron evaluar con marcadores de DNA, plantas de frijol Tepary (Phaseolus acutifolius) y frijol co-
mun (Phaseolus vulgaris L.) con distinto nivel de resistencia a Fusarium oxysporum f sp. phaseoli (Fop) y rastrear la herencia de los
marcadores de DNA asociados. Se realizaron cruzas de Tepary Pinto x Pinto Americano y Pinto Americano x Bayo Blanco con niveles
contrastantes de resistencia al hongo para obtener progenies segregantes F4 y F». Para la busqueda de los marcadores asociados
se inocularon plantulas progenitoras y F5 con una suspensiéon de 2.5 x 109 conidios'mL-1 del hongo. DNA de plantas susceptibles y
resistentes seleccionadas con base en la presencia de sintomas de marchitamiento u hojas cloréticas y plantas sin sintomas de mar-
chitez, respectivamente, se utilizaron para rastrear los marcadores de DNA asociados a los fenotipos contrastantes de resistencia y
susceptibilidad. El analisis molecular se hizo con la técnica DAF-PCR con los iniciadores aleatorios A-01, A-04 y A-13. Se observaron
polimorfismos de DNA en las poblaciones F1, lo que indicé la conformacion de hibridos entre P. acutifolius y P. vulgaris. En F5 se
detectaron marcadores dominantes de P. acutifolius asociados con la resistencia a Fop.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Cruzas inter e intraespecificas, frijol Tepary, frijol comun, pudricion de raiz y marchitamiento,
perfiles gendmicos.

EVALUATION AND CHARACTERIZATION OF Phaseolus spp.
AS A SOURCE OF RESISTANCE TO Fusarium oxysporum f sp.
Dphaseoli (Fop)

ABSTRACT

The objectives of this study were to evaluate Tepary bean (Phaseolus acutifolius) and common bean (Phaseolus vulgaris L.) with different
levels of resistance to Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), using DNA markers, and to trace the inheritance of DNA associated
markers. Crosses were made between Tepary Pinto x Pinto Americano and Pinto Americano x Bayo Blanco contrasting levels of re-
sistance to the fungus to obtain F4 and F, segregating progenies. To search for the DNA associated markers, seedlings from parents
and F, were inoculated with a suspension of 2.5 x 105 fungus conidia-mL-1. DNA from selected susceptible and resistant plants based
on the presence of symptoms of wilting or chlorotic leaves and plants without wilting symptoms, respectively, were used to track DNA
markers associated with contrasting phenotypes of resistance and susceptibility. Molecular analysis was done with DAF-PCR technique
using the random primers A-01, A-04 and A-13. DNA polymorphisms were observed in F populations indicating the formation of hybrids
between P. acutifolius and P. vulgaris. In F, dominant markers were detected in P. acutifolius associated with resistance to Fop.

ADDITIONAL KEY WORDS: Inter- and intra-specific crosses, Tepary bean, common bean, root-rot and wilting, genomic profiles.
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INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es de las leguminosas
de grano mas importantes del mundo; su cultivo esta ex-
tendido en los cinco continentes y es uno de los alimentos
basicos en Africa, América Latina y el Caribe (Lépiz, 2000).
Para México es un cultivo estratégico, ya que ocupa el
segundo lugar en superficie a escala nacional, con un
promedio de 1.688 millones de hectareas. Su produccién
es de casi un millon de toneladas con un valor de 6.94 mil
millones de pesos (SIAP, 2009). La gama de frijoles bayos
y pintos ocupan el segundo y tercer lugar de consumo en
México, aunque se muestra una tendencia al alza debido
al precio, sabor y calidad culinaria (Plan Rector Sistema
Nacional Frijol, 2009).

Durante el periodo de cultivo, el frijol puede ser
afectado por multiples factores adversos que reducen el
rendimiento; algunos son las enfermedades causadas
por patégenos de la raiz y foliares que lo afectan hasta
un 50 %; esto ha obligado a investigadores a desarrollar
nuevas estrategias que permitan estabilizar la produccion
y contribuir a la competitividad del frijol con otros cultivos
(Van Bruggen et al., 1986).

En los programas de mejoramiento genético, el in-
vestigador considera genotipos contrastantes respecto al
caracter de interés; sin embargo, la segregacion de genes
puede reflejarse en la variedad mejorada, ya que no todos
los individuos presentan el caracter deseado absoluto. Esto
dependera de la base genética y del nivel de recombinacion
(Staub et al., 1996).

La resistencia genética mediante la incorporaciéon de
genes que ayuden a contrarrestar los efectos causados por
los patégenos, ha sido una herramienta importante no sélo
para la incorporacion de caracteres de calidad, sino tam-
bién para el manejo de enfermedades en muchos cultivos,
entre ellos el frijol. Las técnicas tradicionales y moleculares
se han utilizado en los programas de mejoramiento para
transferir a los genotipos mejorados, genes de resisten-
cia procedentes de variedades silvestres o de especies
cultivadas no comerciales (Geffroy et al., 1997). También
se utilizan métodos para la identificacién de marcadores
potenciales de DNA asociados a resistencia o susceptibili-
dad a patdgenos, para posteriormente realizar selecciones
apropiadas durante el proceso de obtencidon de nuevas
variedades comerciales (Tarlan et al., 2001).

Para la busqueda de marcadores de DNA se utilizan
los RFLP (polimorfismo de fragmentos de restriccion), la
electroforesis de campos pulsantes o PFGE y el complejo
de amplicones multiples aleatorios (MAAP) (Tenover et
al., 1997). De estas herramientas, la mas utilizada es
la caracterizacion con MAAP (terminologia propuesta
por Caetano et al., 1992), que comprende tres técnicas
basadas en PCR: el polimorfismo de DNA amplificado al
azar (RAPD), la amplificacion de huellas de DNA (DAF)
y la reaccion en cadena de la polimerasa con el uso de
iniciadores arbitrarios (AP-PCR).

Evaluacion y caracterizacion...

La PCR es una técnica que se utiliza en variados
campos cientificos, y su éxito se debe a la capacidad para
producir literalmente millones de copias de fragmentos de
DNA con alta fidelidad (Tenover et al., 1997). Particular-
mente la técnica DAF presenta ventajas respecto a otras
técnicas de PCR: por ejemplo, la obtencion de alto numero
de fragmentos discriminativos; el disefio de iniciadores no
requiere de informacion genética previa; las cantidades del
DNA molde son minimas; la reproducibilidad de resultados
es mayor que RAPD y los costos unitarios por ensayo
son bajos; pero también tienen el inconveniente de seguir
una herencia dominante y la falta de conocimiento de la
identidad de los productos amplificados que se obtienen
(Struelens, 1998). Hoy en dia, esta técnica y RAPD son
consideradas las mas adecuadas para realizar una ge-
notipificacion comparativa rapida (Williams et al., 1990;
Welsh et al., 1990). Con base en la utilidad que ofrecen
las técnicas de PCR, en el presente estudio se utilizaron
marcadores de DNA de plantas de frijol Tepary (Phaseo-
lus acutifolius) y frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) con
distinto nivel de resistencia a Fusarium oxysporum f sp.
phaseoli (Fop), y se rastreo la herencia de los marcadores
de DNA asociados.

MATERIALES Y METODOS
Variedades evaluadas

Se utilizaron seis materiales genéticos de Phaseolus
acutifolius (Tepary Marron, Tepary Negro Chico, Tepary
Negro Grande, Tepary 60 Blanco, Tepary 70 Blanco y Te-
pary Pinto) y seis variedades comerciales de Phaseolus
vulgaris L. (Rayado Rojo, Negro San Luis, Bayo Blanco,
Cuarentero Rojo, Canario y Pinto Americano). Se inocu-
laron 20 semillas de cada variedad con una suspension
de 2.5 x 10° conidios'mL-' de Fusarium oxysporum f sp.
phaseoli (Fop) para conocer sus niveles intrinsecos de
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FIGURA 1. Evaluacion de variedades de Phaseolus spp., segun la respuesta de
susceptibilidad y resistencia a Fusarium oxysporum f sp. phaseoli
(Fop). Las Graficas A y B muestran el porcentaje de cotiledones
sanos y el porcentaje de germinacioén de 12 diferentes variedades
de frijol; C muestra el aspecto de cotiledones afectados por Fop;
y en D se contrasta la diferencia entre plantas sanas y dafiadas
por Fop.



resistencia y susceptibilidad al hongo fitopatdégeno. Antes
de la inoculacion, las semillas se desinfestaron con una
solucién de Extran 10 % durante 10 minutos, se enjuagaron
varias veces con agua destilada estéril y se sumergieron
en la suspension de conidios durante cinco minutos. En
seguida se sembraron en macetas con suelo de monte
esterilizado con bromuro de metilo a cuatro cm de pro-
fundidad y se evaluaron los porcentajes de germinacion
y de cotiledones sanos (Figura 1). Se seleccionaron las
variedades Tepary Pinto, Pinto Americano y Bayo Blanco
por presentar porcentajes contrastantes de resistencia y
susceptibilidad a Fop.

CRUZAS INTRA E INTERESPECIFICAS

Con lafinalidad de rastrear las huellas de DNA asocia-
das aresistencia y susceptibilidad a Fop, se realizaron dos
cruzamientos, uno de Tepary Pinto (T) x Pinto Americano
(P) y otro de Pinto Americano (P) x Bayo Blanco (B). Las
variedades Tepary Pinto y Bayo Blanco se consideraron
como resistentes y Pinto Americano como susceptible, con
base en las respuestas que mostraron en la evaluacion indi-
cada en la Figura 1. En los progenitores y las progenies F,
de las cruzas, se analizo la herencia del marcador de DNA
asociado al nivel de resistencia. Las cruzas se representan

en el esquema siguiente:
Cruza1 Cruza2

Tepary Pinto X Pinto Americano
{resistente) {susceptible)

Pinto Americano X Bayo Blanco
{susceptible) (resistente)

5 semillas Fy 7 semillas Fy

FIGURA 2. Cruzas de Phaseolus spp., realizadas para rastrear la herencia
de marcadores de DNA asociados a resistencia y susceptibilidad

a Fop.

Las semillas de la progenie F4 se sembraron en inver-
nadero en macetas de 10 kg de sustrato de tierra de monte
desinfestada con bromuro de metilo para la obtencién de
la generacion F.

Inoculaciéon con Fop de progenitores y progenies se-
gregantes F,

Para detectar los marcadores moleculares asociados
a resistencia y/o susceptibilidad a Fop en los progenitores
y en las progenies segregantes F, de frijol, se inocularon 10
semillas de cada progenitor y 10 semillas de las progenies F,
por inmersion durante cinco minutos en una suspension de
2.5 x 105 conidios'mL-' de Fop. Después se sembraron en
macetas de un kilogramo bajo condiciones de invernadero
con temperatura de 20-23 °C. La seleccién de muestras de
plantas susceptibles y resistentes se realizé 25 dias después
de la inoculacion, con base en la presencia de sintomas de
niarchitarniento u hojas simples cloroéticas y plantas sin sin-
tomas de marchitez, respectivamente; su DNA se analizé de
acuerdo a su polimorfismo mediante la técnica DAF-PCR.
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Estimacion de la variabilidad genética y deteccion de
marcadores DAF

Para la estimacion inicial de la variabilidad genética
de los progenitores, el DNA de las 10 plantas utilizadas se
caracterizo finalmente con los iniciadores aleatorios A-01
(5-CAGGCCCTTC-3) y A-04 (5-AATCGGGCTG-3’) de
Carl Roth Gbmh (Germany) (Figura 3). Para detectar la
presencia de DNA de los progenitores en la progenie Fy,
se conformaron muestras compuestas de hojas de todas
las plantas resultantes (cinco plantas en la cruza 1y siete
plantas en la cruza 2), y el analisis del DNA conjunto se
hizo con los iniciadores A-01 y A-04, ademas del iniciador
A-13 (5-CAGCACCCAC-3’) (Figura 4). Los marcadores
de DNA asociados a la resistencia y susceptibilidad en F,
fueron rastreados en plantulas de los tres progenitores y
de la descendencia F, inoculadas, utilizando los mismos
tres iniciadores aleatorios A-01, A-04 y A-13 (Figura 5). Las
plantas susceptibles seleccionadas, mostraron sintomas
severos o muerte post emergente a los 25 dias después
de la inoculaciéon. Para la busqueda de los marcadores de
DNA se consideraron una planta con fenotipo susceptible
y otra con fenotipo resistente de cada progenitor (dada la
variabilidad intrinseca de respuesta frente a Fop) y ocho
plantas F, de cada cruzamiento, cuatro susceptibles y cuatro
resistentes para cada cruza, conformando dos repeticiones
con plantas diferentes en cada caso (TxP a; TxP b; PxB a
y PxB b) (Figura 5, Cuadro 1).

CUADRO 1. Caracteristicas de las plantas de frijol utilizadas para el analisis
de perfiles genémicos y segregacion de los marcadores asociados
a la respuesta contra Fusarium oxysporum f sp. phaseoli.

Planta Genotipo/Cruza Identificacion de la planta Reaccion a Fop
1 Bayo Blanco P rogenitor susceptible
2 Bayo Blanco P rogenitor resistente
3 Tepary Pinto Progenitor s usceptible
4 Tepary Pinto Progenitor r esistente
5 Pinto Americano P rogenitor susceptible
6 Pinto Americano P rogenitor resistente
7 Tepary Pinto x Pinto Americano Fos usceptible
8 Tepary Pinto x Pinto Americano Fy resistente
9 Tepary Pinto x Pinto Americano F2 susceptible
10 Tepary Pinto x Pinto Americano F2 resistente

1 Tepary Pinto x Pinto Americano Fs susceptible
12 Tepary Pinto x Pinto Americano F, resistente
13 Tepary Pinto x Pinto Americano F2 susceptible
14 Tepary Pinto x Pinto Americano F, resistente
15 Pinto Americano x Bayo Blanco F 2 susceptible
16 Pinto Americano x Bayo Blanco F 2 resistente
17 Pinto Americano x Bayo Blanco F 2 susceptible
20P into Americano x Bayo Blanco F 2 resistente
21P into Americano x Bayo Blanco F 2 susceptible
22 Pinto Americano x Bayo Blanco F 2 resistente
23 Pinto Americano x Bayo Blanco F 2 susceptible
24 Pinto Americano x Bayo Blanco F 2 resistente

Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA se utilizo el protocolo des-
crito por Dellaporta et al. (1983) utilizando hojas jovenes de
cada uno de los progenitores y progenies segregantes F, y

Revista Chapingo Serie Horticultura 16(2): 99-105, 2010.
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F,. Para el caso de F se consideraron muestras compuestas
por hojas de toda la progenie y se utilizaron 1.4 g de hojas
que se molieron con nitrégeno liquido en un mortero. El tejido
pulverizado se transfirié a un tubo que contenia 15 mL de
amortiguador de extraccion precalentado a 65 °C (100 mM
Tris-HCI, pH 8.0; 50 mM EDTA, pH 8.0; 500 mM NaCl,, 10
mM B-mercaptoetanol y SDS 1.3 %), se mezclo el contenido
y se incubd a 65 °C en bafo de agua por 10 min; luego se
afnadieron a la mezcla 5 mL de acetato de potasio 5 M y
posteriormente se dejo enfriar durante 30 min. Después, los
tubos de las muestras se centrifugaron a 4,000 rpm durante
20 min a 4 °C, y el sobrenadante se transfirié a otro que
contenia un volumen de isopropanol frio; el contenido se
mezclé lentamente por inversion y los tubos se mantuvieron
por 30 min a -20 °C. Posteriormente, el DNA (en forma de
hilos) se transfirié a un nuevo tubo que contenia 700 uL de
amortiguador TE (50 mM Tris-HCI, pH 8.0 y 10 mM de EDTA,
pH 8.0); se agregaron 4 pL de RNAsa (10 mg-mL") para
eliminar el RNA mediante incubacién a 37 °C por una hora.
En seguida se adicionaron 50 L de acetato de sodio 3M, pH
5.2 y 500 pL de isopropanol frio para precipitar el DNA; los
tubos se mezclaron nuevamente y se mantuvieron a -20 °C
por 2 h. Para recuperar el DNA, los muestras se centrifuga-
ron a 15,000 rpm por 5 min; se elimind el sobrenadante y la
pastilla resultante se lavd con etanol 70 % y posteriormente
se disolvié en 100 pL de amortiguador TE.

Técnica DAF-PCR

Antes de la amplificacién con PCR, el DNA de las
plantas inoculadas F; y F, fue digerido con la enzima de
restriccion Eco RI. La mezcla de reaccion para PCR conte-
nia: 200 uM de dNTPs, 1X de amortiguador Taq, 2 mM de
MgCI2, 20 pmol del iniciador respectivo (A-01, A-04, A-13), 1
U de enzima Tag DNA polimerasa y 25 ng del DNA digerido
correspondiente. El programa de amplificacién fue: 1 ciclo
a 94 °C, 1 min; 38 ciclos [94 °C, 20 s; 40 °C, 15s; 72 °C, 1
min] y 1 ciclo de extension final a 72 °C por 2 min.

Separacion de productos amplificados DAF-PCR

Para el andlisis de la variabilidad de los progenitores,
los productos de PCR se separaron por electroforesis en
geles de agarosa 1.2 %, utilizando el amortiguador TAE 1X
(40 mM Tris-HCI, pH 8.0; 20 mM acetato de sodio y 2 mM
de EDTA). Para esto se colocaron 10 yL del producto de
PCR mezclado con 0.1 volumen del amortiguador de carga
10X (0.1 % azul de bromofenol p/v, 0.1 % de xileno cianol
p/v, 40 % de glicerol y 60 mM de EDTA, pH 8.0). El DNA
se corrid a 80 V durante 1.5 h; posteriormente se tifieron
con bromuro de etidio y las bandas se documentaron con
el sistema Kodak Digital Science 1D v. 2.0.

Los productos de PCR para la F; y plantas resisten-
tes y susceptibles a Fop de progenitores y progenies F,
fueron separados en geles de acrilamida 5 % (acrilamida-
bisacrilamida 29:1, agua deionizada, TBE 5X, persulfato de

Evaluacion y caracterizacion...

amonio 10%, TEMED 0.5 %) de acuerdo a Sambrook et
al. (1989). Se cargaron 10 uL de las muestras amplificadas
de DNA con 0.1 de volumen del amortiguador de carga en
cada uno de los pozos del gel y se corrieron a 70 V para
la electroforesis respectiva. Los geles fueron tefidos con
bromuro de etidio y se documenté con el sistema Kodak.
En cada corrida se incluy6 el marcador de peso molecular
de 1 kb (Gibco-BRL).

RESULTADOS Y DISCUSION

Estimacion de la variabilidad de perfiles genémicos de
los progenitores

Los perfiles de DNA observados en las plantas re-
presentantes de los progenitores Pinto Americano y Bayo
Blanco a través de las huellas DAF, indicaron que el grado
de variacion intrapoblacional fue bastante estable en compa-
racion con el progenitor Tepary Pinto, que presento perfiles
heterogéneos entre las plantas analizadas. Este comporta-
miento en las variedades probablemente se debe, en primer
lugar, al alto nivel de endogamia caracteristica del género
Phaseolus, y en segundo lugar, lo que era de esperarse, a
que son variedades comerciales cuyo origen se remonta a
una sola planta obtenida después de muchas generaciones
mediante autofecundacioén (lineas puras). El frijol Tepary
a diferencia de las variedades comerciales, en México se
considera como silvestre, por lo que es muy variable. En la
Figura 3 se muestran perfiles DAF obtenidos con los inicia-
dores utilizados A-01 y el A-04. Notese que las variedades
Bayo Blanco y Pinto Americano presentan bandas de DNA
comunes con ambos iniciadores (elipses), mientras que los
representantes de Tepary Pinto exhiben mayor variacion en
los perfiles (flechas).

Iniciador A-01

Tepary pinto Pinto Americano

35{:}5"“ .;‘-ll 80;

3 45§67 891 1234586

BayoBlanco

Iniciador A-04

Tepary pinto

zx..m

‘YT 21 I........-

Bayo Blanco

Pinto Americano -
-

M123456 78910 678 234567889 10M

FIGURA 3. Variabilidad intrapoblacional de 10 plantas de Tepary Pinto (Phaseo-
lus acutifolius) y 10 plantas de las variedades Bayo Blanco y Pinto
Americano (Phaseolus vulgaris) estimada (DAF)con los iniciadores
A-01 y A-04 en gel de agarosa 1.2%. El marcador de peso mole-
cular (M) es de 1 kb. Nétese la uniformidad de huellas de DNA en
variedades comerciales respecto al frijol Tepary.



Anadlisis de perfiles genéticos en la progenie F,

Los perfiles genémicos tipo DAF demostraron que las
progenies F, contenian material genético de los progenitores
utilizados en las cruzas respectivas, tal como se observa en
la Figura 4. Para la evaluacioén de las progenies se utilizé la
mezcla de DNA de todas las plantas F, obtenidas en cada
cruzamiento. En la cruza de Tepary Pinto x Pinto Americano
(panel A, carril 5) se aprecia un fragmento de DNA de alrede-
dor de 1,010 bp sefialado con una flecha, que posiblemente
se deba a una nueva recombinacion genética ocurrida en la
cruza. En los carriles 6 y 7 del panel A correspondientes a la
cruza Pinto Americano x Bayo Blanco, existe una banda de
aproximadamente 1,220 bp perfectamente definida (sefia-
lada con una flecha) heredada del progenitor Bayo Blanco
(carril 2). En el panel B no se observaron fragmentos nuevos
heredados a la progenie F4. Con el iniciador A-13 (panel C)
se observaron dos bandas de alrededor de 490 bp y 520
bp en los carriles 4 y 5 (sefialados con flechas) en la cruza
cruza T x P claramente heredadas del progenitor Tepary.

Anadlisis de perfiles genémicos en la progenie F,

Al analizar los perfiles DAF de las plantas inoculadas
con el patégeno (progenitores y progenie F,) mostrados
en la Figura 5, el iniciador A-01 detecté un polimorfismo de
alrededor de 1,020 bp en el carril 4 (indicado con una flecha),
el cual esta presente en el progenitor resistente Tepary Pinto.
En los carriles 15, 16, 17 y 18, que corresponden a plantas

Tepary pinto (T)
& M

Iniciador A-01
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resistentes y susceptibles de la cruza de Pinto Americano
x Bayo Blanco, se detectaron dos fragmentos polimorficos,
en los carriles 16 y 18, de alrededor de 2,500 pb y 500 pb
(marcados con flechas) que no estan presentes en los pro-
genitores y que estan asociados a plantas resistentes. En
los carriles 15y 17, que corresponden a plantas suscepti-
bles, se detectd un polimorfismo de alrededor de 1,300 pb
asociado a susceptibilidad que también esta presente en
los progenitores Pinto y Bayo. Fue posible apreciar que
las plantas que mostraron fragmentos de DNA asociados a
este caracter procedentes de la variedad Pinto Americano,
desarrollaron sintomas de pudricion de raiz y marchitez. Al
realizar cortes longitudinales en el tallo de estas plantas, se
observé oscurecimiento del sistema vascular y coloracion
marron rojiza, caracteristica de las infecciones obstructivas
causadas por Fop (datos no mostrados).

Con relacion al iniciador A-04, no se detectaron datos
informativos; de hecho, se obtuvieron pocos fragmentos de
DNA. El iniciador A-13 logré detectar un polimorfismo de
alrededor de 520 pb (indicado con una flecha) en el proge-
nitor Tepary Pinto del carril 4 que corresponde a una planta
resistente a Fop. Este marcador también esta presente
en las plantas de los carriles 10 y 14, que corresponden a
plantas resistentes al hongo en las cruzas de TxP. En el carril
6, que corresponde a una planta resistente del progenitor
Pinto Americano, se aprecia una banda de DNA de alrede-
dor de 1,200 pb (sefalada con flecha) también presente
en las muestras de los carriles 16 y 18 correspondientes a

* I g b

Iniciador A-04

FIGURA 4. Perfiles DAF obtenidos con tres iniciadores aleatorios separados en acrilamida (panel A, B y C) y utilizados para el andlisis de progenitores y
plantas F,. Progenitores Tepary Pinto (T) carril 1; Bayo Blanco (B) carril 2; Pinto Americano (P) carril 3; cruza Tepary Pinto x Pinto Americano (TxP,
carriles 4 y 5); cruza Pinto Americano x Bayo Blanco (PxB, carriles 6 y 7). El marcador de peso molecular (M) es de 1 kb. En el extremo izquierdo

se muestran semillas de los tres progenitores utilizados.
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plantas resistentes de la cruza PxB; lo que sugiere que este
marcador posiblemente también esté asociado al caracter
de resistencia al hongo.

Ademas de la deteccion de fragmentos de DNA aso-
ciados a resistencia o susceptibilidad en los progenitores y
progenie F,, fue posible detectar polimorfismos nuevos en
la progenie F, de la cruza Tepary Pinto x Pinto Americano
que no estaban presentes en los padres, y polimorfismos
heredados de la variedad Bayo Blanco a la progenie de
Pinto Americano x Bayo Blanco; lo que sugiere la trans-
ferencia de informacién genética a través de las cruzas
inter e intraespecificas. Estos resultados coinciden con lo
encontrado por Michelmore et al. (1991), quienes sefalan
que una poblacion F, provee mayor amplitud genética de
la region a ser detectada, que una poblaciéon derivada de
una retrocruza, y que todos los ligamientos asi detectados
deberian ser confirmados por el analisis de poblaciones
segregantes.
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FIGURA 5. Marcadores tipo DAF de plantas susceptibles (S) y resistentes (R)
a Fop obtenidos con los iniciadores A-01, A-04 y A-13. Progenito-
res: Bayo Blanco (B), carriles 1y 2; Tepary Pinto (T), carriles 3 y
4; Pinto Americano (P), carriles 5 y 6. Plantas F, de Tepary Pinto
x Pinto Americano (TxP, repeticiones a y b) en los carriles 7 a 14;
y Pinto Americano x Bayo Blanco (PxB, repeticiones a y b) en los
carriles 15 a 22. El marcador de peso molecular de 1 kb se ubica
en los extremos.

Lépiz (2000) sefiala al frijol como un cultivo atractivo
para marcar genes de resistencia, porque existen poli-
morfismos que permiten asociar caracteres genotipicos
con respuestas fenotipicas que no estan influidas por el
ambiente. En la actualidad, la identificacion de marcado-
res asociados a un caracter fenotipico se considera una
herramienta fundamental para el desarrollo de la seleccién
asistida por marcadores (MAS), debido a que pueden ser

Evaluacion y caracterizacion...

secuencias de un gen o de una porcion de DNA cuya he-
rencia es factible de deteccién en la progenie. Dependiendo
de la técnica empleada para su deteccion, los marcadores
pueden ser dominantes o codominantes (Staub y Serquen,
1996); asimismo, ademas de carecer de efectos pleiotrépi-
cos, son estables y no estan sujetos al ambiente en donde
se desarrollan las plantas. Estas propiedades hacen que
estos marcadores sean extremadamente Utiles comparados
con los marcadores morfolégicos o bioquimicos (Valadez y
Kahl, 2000).

Al analizar estadisticamente los datos gendémicos con
los programas NTSYS-pc: Numerical Taxonomy and multiva-
riate analysis system, version 2.0, se obtuvo el dendrograma
de la Figura 6, donde se aprecian dos grupos principales; el
primero comprende a todas las plantas relacionadas con las
variedades comerciales Pinto, Bayo y cruzas respectivas,
mientras que el segundo contiene a las relacionadas con el
frijol Tepary y cruzas respectivas. Al interior de ambos grupos
se conformaron subgrupos que representan a plantas que
se comportaron como resistentes o susceptibles a Fop; esto
sugiere que los polimorfismos asociados a estos fenotipos
fueron detectados y heredados a las progenies evaluadas.

T 1
072 036 100
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FIGURA 6. Relacion genémica con huellas tipo DAF de plantas susceptibles
y resistentes a Fusarium oxysporum f sp. phaseoli. B, P y T refie-
ren a plantas progenitoras; R y S indican plantas susceptibles o
resistentes. Los individuos 1, 6, 2, 5, 3 y 4 corresponden a plantas
progenitoras; 19, 20, 21, 22, 15, 17, 16 y 18 representan a los indi-
viduos analizados de las cruzas Tepary pinto x Bayo Blanco; 9,
11,13, 7, 14, 8,10 y 12 son individuos de las cruzas Tepary pinto
x Pinto Americano.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, se concluye
que existe la posibilidad de transferir caracteres genéticos
asociados a caracteres de resistencia de Phaseolus acuti-
folius a Phaseolus vulgaris contra la infecciéon de Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli, agente causal de la pudricion de
raiz y marchitamiento del frijol. Con el analisis de perfiles
gendmicos de los progenitores y progenie segregante F4,
se aprecio la recombinacién genética ocurrida a través de
las cruzas realizadas. La presencia de bandas de DNA es-
pecificas de los progenitores y progenie F, de plantas resis-
tentes al hongo patégeno, refiere polimorfismos asociados a
ambos caracteres respecto a Fop que fueron heredados por



los progenitores. Las plantas resistentes al patégeno en la
progenie F, exhibieron polimorfismos nuevos como producto
de la recombinacion genética ocurrida. La incorporacion de
caracteres de resistencia a plantas susceptibles mediante el
esquema desarrollado en el presente trabajo, es aplicable no
so6lo a la busqueda de marcadores asociados a resistencia
de fitopatdégenos, sino que puede ser de utilidad para ras-
trear marcadores relacionados, por ejemplo, a condiciones
de estrés en plantas o cultivos.
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