Identificacion de genotipos resistentes al vi-
I'US de mosaico dorado amarillo del frijol (BGYMV) medlante el
uso del marcador molecular bgm-1

Resumen

El frijol comtn es uno de los cultivos de mayor im-
portancia en América Latina, por el alto contenido de
proteinas que incorpora a la dieta alimenticia de la po-
blacién, sin embargo, su produccion se ha visto limitada
por la presencia de multiples enfermedades, destacan-
dose entre ellas el Mosaico Dorado. El mejoramiento ge-
nético ha permitido el uso eficiente del material genético
disponible, incorporando nuevos genes de resistencia
a esta enfermedad tanto en la regiéon como en nuestro
pais, con el fin de generar cultivares con alta resistencia
genética. La tecnologia de los Marcadores Moleculares
(M.M) ha revolucionado estos programas, sirviendo
como herramienta fundamental en la identificacién y
seleccion de estos genes para el mejoramiento de los cul-
tivos. En este trabajo se emple6 un Marcador Molecular
tipo SCAR para identificar la presencia o no del gen de
resistencia a mosaico dorado amarillo (bgm-1) en lineas
y variedades de frijol, el resultado de este nos permiti6
seleccionar un grupo de variedades con presencia de este
gen, asi como realizar un estudio a mas de 100 progenies
procedentes de cruzas diferentes. Este trabajo constituye
el primer estudio donde se emplea la Selecciéon Asistida
por Marcadores Moleculares en el mejoramiento genéti-
co del cultivo del Frijol en Cuba.

Introduccion

El frijol comin (Phaseolus vulgaris) es uno de los
cultivos de mayor aceptacion por la poblacién, incor-
pora a la dieta alimenticia altos porcientos de proteina
vegetal (15-35%) y hasta 340 calorias/ 100g. Es origi-
nario de América, en la zona tropical y subtropical, se
producen mas de cuatro millones de toneladas al ano,
con un consumo de 10- 20 kg/per capita (Morales, 2000

¢). Anualmente se cultivan mas de 700 000 hectareas
de diferentes variedades de este grano en los paises de
Centroamérica y el Caribe. A pesar del area dedicada
al cultivo de este grano, la productividad no alcanza a
satisfacer la demanda interna de los principales paises
consumidores. Esto se debe a la baja productividad del
cultivo, lo cual esta asociado a diversos factores, dentro
de los cuales se destacan los bioticos y entre éstos las
enfermedades causadas por los virus transmitidos por
mosca blanca (Bemisia tabaci), ocupando uno de los
primeros lugares, por el dafio econé6mico que ocasiona,
el mosaico dorado del frijol (BGMV) (Morales, 1992 y
2000 ¢).

Estos virus son actualmente clasificados como espe-
cies del genero Begomovirus (siglas Bean golden mosic
virus) (Morales, 2000 a). En estudios de caracterizaciéon
de este geminivirus a nivel molecular se demostro6 que el
BGYMV de Puerto Rico, era genéticamente diferente al
BGYMYV de Brasil. Otros dos aislados de BGYMV prove-
nientes del Caribe (Reptblica Dominicana) y de la Amé-
rica Central (Guatemala), fueron también caracterizados
molecularmente, comprobandose que son similares al
BGYMV- Puerto Rico. (Faria et al., 1994).

El control del virus del mosaico dorado amarillo del
frijol (BGYMYV) ha sido dificil, debido a las altas pobla-
ciones de la mosca blanca, al abuso indiscriminado de
pesticidas para el control de la mosca y a la patogenici-
dad extrema del virus. Dentro del manejo implementado
para la proteccion del cultivo del frijol comun se incluye
la utilizacién de variedades mejoradas genéticamente y
el uso racional de plaguicidas para reducir los niveles del
insecto vector (Dard on, 1993). Una de las caracteristi-
cas importantes de este virus, a tener en cuenta al imple-
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mentar los manejos integrales, es su amplia variabilidad
genética (Cancino et al., 1997).

En 1974 se inici6 un proyecto que permiti6 continuar
con la biisqueda de resistencia genética para solucionar
el problema del mosaico dorado amarillo del frijol en
América Central, se destacaron los materiales de grano
negro de origen mesoamericano, especialmente Turrial-
ba 1, Porrillo 70, ICA- Tui, Porrillo Sintético e ICA-Pijao
(Yoshii et al., 1979). De diversos cruzamientos realiza-
dos entre estas variedades, salieron las primeras lineas
DOR: DOR 41 (Porrillo Sintético X ICA—Pijao), DOR 42
(ICA-Pijao X Turrialba1) y DOR 44 (linea hermana de
ICA-Pijao X Turrialba1), estas variedades presentaban
un nivel de resistencia al BGYMV notable, por lo que tu-
vieron una buena aceptacion dentro de los productores
de este tipo de frijol negro (Morales, 2000 b).

Otro resultado relevante fue la linea A 429 (tipo Pin-
to, proveniente de Garrapato, de raza Durango), con un
color de semilla diferente al negro, seleccionado por su
arquitectura, demostr6 poseer un alto nivel de resisten-
cia al BGYMV en condiciones de campo (Singh et al.,
1991). En investigaciones posteriores, se describi6 el
gen bgm-1 como responsable de la resistencia al amari-
llamiento en A 429 (Blair y Beaver, 1993). Las técnicas
moleculares utilizadas en el mejoramiento genético del
frijol por su resistencia a geminivirus del frijol han per-
mitido la identificacién y el uso de marcadores (Randon
Amplified Polymorphic DNA) ligados a los diferentes
genes de resistencia a geminivirus los cuales acortarian
considerablemente el tiempo requerido para la detec-
cion y seleccion de genotipos resistentes.

En Cuba el frijol comtn es uno del los cultivos de ma-
yor importancia para el pueblo, debido a que constituye
uno de los alimentos basicos de su alimentacién. En to-
das las zonas donde se cultiva, se encuentra presente el
virus del mosaico dorado amarillo, reportandose la ma-
yor incidencia en la zona oriental. En las campanas de
los afios 1989-90 y 1990-91, los porcentajes de infeccion
alcanzaron el maximo valor, siendo necesario destruir
mas de 1000 ha. del cultivo. En este mismo periodo se
observd un incremento de esta virosis en la provincias
centrales, mientras las occidentales mantuvieron nive-
les de infeccidon mas bajos, situacion que se mantuvo en
la campana de 1991- 92. El Programa de Mejoramiento
Genético del frijol de nuestra institucién ha venido de-
sarrollando numerosas investigaciones en colaboracion

con otros Programas Nacionales de la Region, dentro del
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marco del proyecto suizo PROFRIJOL, con la finalidad

de incorporar nuevos genotipos con buena adaptaciéon

agronOmica y resistencia al mosaico dorado del frijol a

nuestro pais. Mas recientemente se ha incorporado la

Seleccion Asistida por Marcadores Moleculares como

herramienta fundamental en la identificaciéon y selec-

cion de este gen (bgm-1), para el mejoramiento genético
de este cultivo, esta investigacion ha tratado de dar res-
puesta a esta problematica siendo necesario:

« Aplicar la seleccién asistida por marcadores molecu-
lares en el Programa de Mejoramiento Genético del
frijol comn.

« Identificar aquellos genotipos con resistencia genéti-
ca al virus del mosaico dorado del frijol (BGYMYV).

Materiales y métodos
» Seleccién del material a estudiar.

El trabajo de evaluacion y muestreo se desarrollo
en las areas de campo del Instituto de Investigaciones
Horticolas “Liliana Dimitrova” ubicado en la provincia
de La Habana. Inicialmente fueron seleccionadas las
mejores variedades uniformes y lineas avanzadas pro-
venientes de cruzas con padres donantes del marcador
bgm-1, esta seleccion se realizé teniendo en cuenta el
grado de reacciéon de cada material frente a la inciden-
cia natural del BGYMV en campo. La escala utilizada fue
la propuesta por Van Schoonhoven y Pastor - Corrales,
1991, 1-2-3 se consideran resistente, 4-5-6, intermedios
y 7-8-9 susceptibles
« Identificacion de las lineas en campo

El trabajo continuo con la preparacion y confeccion
de marbetes debidamente identificados, con los cuales
se marco en el campo cada una de las lineas (plantas
individuales), y variedades que posteriormente fueron
muestreadas.

- Cada marbete debe tener la siguiente informacion:

# planta
# placa
Fila

Esta identificacion se realizo en el campo a los 13
dias de haber germinado las plantas. La toma de mues-
tras se realiz6 después de esta identificacion.

Toma de muestras

Luego de realizada la identificacién en el campo, se
procedio a realizar la toma de muestras, siguiendo el or-
den de los marbetes ubicados previamente en el campo.

Notas



Los materiales necesarios para realizar el muestreo en el
campo fueron:

+ Placa Elisas.

« Servilletas

« Sacabocados (ponchadora 1 orificio)

» Pinza de laboratorio

« Termo de poliespuma grande con hielo

« Termo pequeio de poliespuma

« Tabla de trabajo de campo

Procedimiento para la toma de muestras
Fueron seleccionadas las hojas méas jovenes de la

planta.

» Se cortaron discos de hojas de 6 mm de diametro.

« Se acomodaron los discos en las placas Elisas de ma-
nera que queden ajustados en el fondo de cada pozo.

« Finalmente se almacenaron las placas a -20 o -80°C
hasta la extraccién de ADN.

Extraccion alcalina del ADN

Las muestras colocadas en freezer a -20 o -80°C,
fueron sacadas con antelacién y colocadas sobre hielo
para que el tejido perdiera congelacion.

Materiales necesarios para realizar la

extraccion de ADN

+ Pistilos azules o removedores de cristal con un dia-
metro adecuado que permita la maceracion en la
placa Elisa

« Multipipeta de 8 canales para la aplicacion de las so-
luciones

« Colector para multipipeta

« Palillos de madera utilizados para acomodar las
muestras en el fondo de los pozos de las placas Elisas.

« Termo de poliespuma pequeiio con hielo

» Soluciones para extraccion de ADN

Procedimiento para la extraccion de ADN

Este se desarroll6 por los siguientes pasos.

» Agregar 40 ul de NaOH 0.25 M

« Calentar a 1000 C por 30 segundos

« Macerar con los pistilos 5 veces a la derecha y 5 veces
a la izquierda

« Neutralizar con 40ul de HCI 0.25M y agregar 20ul de
0.5M de Tris HCl ph 8

« Calentar a 1000 C por 2 minutos

Identificacién de genotipos resistentes...

Se hizo reflujo al tomar el extracto de ADN crudo
para hacer dilucién 1: 2 con agua estéril posteriormente
se almacen6 los ADN a -20 o C.

Amplificacion mediante la técnica de PCR

Una vez realizada la dilucion del extracto de ADN
crudo se procedié a preparar las microplacas para los
termocicladores. En cada pozo de las microplacas se
agregaron 5ul de ADN y 20 ul de mezcla de PCR. Como
cada placa tiene 96 pozos, se calculd el volumen final
para 100 reacciones quedando un total de 2000 ml. de
solucion de PCR por placa. Después que se agregd el
ADN vy la soluci6on de PCR a la microplaca se llevaron
éstas al termociclador para realizar la amplificacién de
la banda o gen bgm-1.

Programa del termociclador

- 92° C por 15 seg.

- 55° C por 15 seg.

- 72° C por 15 seg.

- 34 ciclos a 1 minuto cada uno

- 72° C por 5 minutos

- 4° Cindefinidamente

- fin.

Duracion aproximada del programa.

Termociclador en “U”-------- 1: 40 h.

Termociclador en “V” -------- 1:15 h.

Una vez culminado el proceso de amplificacion de la
banda de bgm-1, se le agregd a cada pozo o tubo eppen-
dorf 5 ul de buffer de carga (blue juice).

a. Se prepard un gel de agarosa al 1.5 % con 210 ml. de
0.5 X TBE con 3 gramos de agarosay 2ul de Bromu-
ro de Etidio.

b. Sefundi6 al horno y posteriormente se verti6é en una
cubeta hasta que se enfrio totalmente.

Esta cubeta se coloco en la camara de electroforesis que
contenia buffer de corrida TBE 0.5 X.

c. Posteriormente se sembraron 15 ul de reaccion en
cada pozo del gel, dejando espacios intermedios para
sembrar los testigos (marcador de banda, en este
caso la variedad MD 30 75).

d. Se conect6 la cAmara de electroforesis (cAmara gran-
de) a la fuente dejando correr las bandas sobre el gel
e 230 volt durante 1 hora, en cAmara pequena correr
a 110 volt durante 30 minutos.

e. Seleyo el gen en el transiluminador para verificar la
presencia o no de las bandas del gen.

f.  Setomaron las fotos al gel.
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Una vez tomadas las fotos se analizé cada una de las
electroforesis correspondientes a los materiales mues-
treados, lo cual conjuntamente con otras caracteristicas
agrondmicas como color del grano, valor comercial con
escala del 1 al 5 propuesta por Van Schoonhoven y Pas-
tor - Corrales, 1991, nos permiti6 realizar la seleccion de
los mejores genotipos. Se presenta ademaés los valores de
rendimiento en kg/ ha. de las mejores lineas y varieda-
des seleccionadas.

Resultados y discusiéon

En la Tabla 1 se presentan algunas de las evaluacio-
nes realizadas a las mejores variedades uniformes de
grano de color rojo y negro del Ensayo Nacional de Ren-
dimiento. En las evaluaciones de los sintomas foliares
frente a la incidencia del BGYMYV se aprecia que de for-
ma general todos los materiales mantienen un grado de
reaccion en el rango de 4 a 6 intermedio, destacandose
las variedades CUT 45, CUT 53 y DOR 628 de granos
de color negro ademas de DOR 526 de grano de color
rojo con reacciones de 4 grados, superando a los testigos
Tomeguin 93 (DOR 390) y MD 30-37 con 6 grados de
reaccion frente a la incidencia de este virus. También se
presentan las evaluaciones del valor comercial del grano
destacandose con una mayor calidad del grano las va-
riedades CUT 45, CUT 53 y DOR 628 de grano de color
negro y DOR 804 de grano rojo, a su vez los valores de

BGYM Banda Fuente Genética Color Valor | Rendimiento

Identificacion v grano | comercial kg/ha
DOR 673 [} 0 N 3
4 + ? N p

4 b DOR 41 N

4 + DOR 500 N 2
6 Parrillo Sintético N 2
4 t DOR 483 R 3
3 0 DOR 483 R 2
1 DOR 809 h] + DOR 483 R 3
DOR 526 4 h DOR 364/ A429 R 3
MD 30-37(T) ] . DOR 483 R 3

TABLA 1. VARIEDADES UNIFORMES DE GRANO DE COLOR NEGRO
Y ROJO DEL ENSAYO NACIONAL DE RENDIMIENTO (ENAR).

BGYM Banda Fuente Genética Color Valor | Rendimiento
Identificacidn iy grano | comercial kgha
CULT2 ] 4 MD 30-75 R 3 1496
CUL9I [ h R 2 1061
CUL 105 6 h R 1 1450
CUL 106 ] h R 1 1148
CUL 114 ] + R 2 m
CUL 115 b + DOR 482 A420 R 1 41
CUL 116 b + DOR 482/ A429 R 2 229
MDD 30-37 (1) 1] DOR 483 R 3 350

TABLA 2. MEJORES LINEAS DE GRANO DE COLOR ROJO DE VIVERO
DE NACIONAL DE RENDIMIENTO
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rendimiento nos permiten afirmar que de forma gene-
ral todos los materiales presentaron altos valores en sus
rendimientos, superiores a los testigos tanto de grano de
color negro como de granos de color rojo.

Enlatabla 2 se presentan las evaluaciones realizadas
a las mejores lineas avanzadas del Programa de Mejora-
miento de Frijol para el caracter resistencia a BGYMV,
en las evaluacion realizada a cada un de estos materiales
por la incidencia natural de este virus se observa que
todos los materiales presentaron grado de reacciéon de 6
intermedio incluyendo al testigo regional MD 30-75. Sin
embargo se aprecia una ligera diferencia en la calidad
comercial del grano destacandose dos de estas lineas con
grado 1: CUL 105 y CUL 106, seguidas de CUL 91, CUL
115y CUL 116 con valor comercial del grano evaluado de
2, debemos tener en cuenta los valores obtenidos en el
rendimiento por estos materiales, de los cuales resaltan
las variedades CUL 772, CUL 105y CUL 115 los que osci-
lan entre 1400 y 1500 kg/ ha.

Para el Programa de Mejoramiento Genético Nacio-
nal estos resultados son de suma importancia ya que
mediante este estudio se han logrado identificar geno-
tipos tanto de granos de color negro, como de granos de
color rojos, con altos valores de rendimiento, calidad co-
mercial de sus granos y resistencia intermedia al virus de
mosaico dorado amarillo de frijol comun, enfermedad
de gran importancia en nuestro pais por las pérdidas que
ocasiona en este cultivo.

La aplicacion de la Seleccion Asistida por Marcado-
res Moleculares permiti6 corroborar los resultados, a
continuacién se presentan en la figura 1 las hibridacio-
nes de los ADN genémicos de las variedades uniformes
del Ensayo Nacional de Rendimiento con las sondas del
marcador bgm-1. Se distinguen con claridad las diferen-
cias existentes entre los materiales analizados, donde se
aprecia la presencia de la banda + del marcador bgm-1
parala resistencia BGYMV en las variedades DOR 809,
DOR 832 y DOR 628; se destacan adem4s tres varieda-
des con bandas heterocigbticas: DOR 526, CUT 53, CUT
45y lavariedad DOR 673 sin presencia de banda.

La presencia de la banda positiva en estos materia-
les resistentes pudo haber influido directamente en la
reduccion del amarillamiento por efecto de este virus en
la expresi6n de los sintomas foliares, en las evaluaciones
realizadas en condiciones de campo, esto facilito realizar

una primera seleccion de dichas variedades.

Notas



DOR 804 borens  Dosteriores realizados por Blair y Beaver, 1993, se logrd

escribir el gen bgm-1 como responsable de la resistencia

DOR 809 DOR 832

al amarillamiento en esta variedad.
CUT 53 Cruza 18: DOR 482 x G 1965 ...

DOR 628

DOR 526

CUT4s

Orgulloso -
MD 3037+

FIGURA 1: ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 1.5% DE LAS
VARIEDADES UNIFORMES DE FRIJOL COMUN PREVIAMENTE SELECCIO-
NADAS EN CAMPO POR SU REACCION DE RESISTENCIA AL BGYMY.

En la figura 2 se presentan las bandas que genera-

ron algunas lineas del Vivero Nacional de Rendimien-
to. Al observar los geles, podemos apreciar a un grupo CUL 111, CUL 112, CUL 113, MD 3037+
de materiales con banda + del marcador, entre ellas se CUL 114, CUL 115, CUL 116.

destacan las Cruzas 18 con las lineas desde la CUL 111

hasta CUL 116, asi como la Cruza 10 con los genotipos: Cruza 10: MD 3075...

CUL 71, CUL 72, CUL 73 y CUL 74, también presentaron
banda + del gen bgm-1 las lineas CUL 65 a la CUL 70, de
la Cruza 9. Estos genotipos tiene como fuentes genéticas
las variedades DOR 482 y A 429 pertenecientes a la raza
mesoamericana (ver Tabla 1y 2), ellas fueron generadas
y seleccionadas en su momento para mejorar la expre-
sién del caracter de resistencia a BGYMV en genotipos
mejorados de color de semilla diferentes al negro. En
particular la variedad A 429 constituy6 un paso de avan-
ce para los programas de mejoramiento regional debi-

do a que fue el primer genotipo de grano tipo pinto que
demostré tener un alto nivel de resistencia al BGYMV CUL 71, CUL 72, CUL73, CUL 74 MD 3037+

en condiciones de campo, Morales, 2000 b. En estudios
Cruza 9: DOR 482 x (( XAN 252...

MD 3037+
CUL 65, CUL 66, CUL 67, CUL 68, CUL 69, CUL 70

MD 3037+

FIGURA 2:ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 1.5% DE LAS LINEAS DE FRIJOL COMUN EN F6 Y F7 PERTENECIENTES AL VIVERO DE
NACIONAL DE RENDIMIENTO
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Estos resultados en general estaban determinados
en gran medida por la presencia de genes de resisten-
cia a BGYMV en estas lineas y variedades, teniendo en
cuenta que provienen de cruzamientos realizados con
fuentes genéticas como DOR 482, A 429, MD 30 75,(ver
Tabla 1y 2), lo cual pudo influir positivamente en la
seleccion de estos materiales en condiciones de campo
por la ausencia de sintomas en follaje determinado por
la “resistencia al amarillamiento”(Morales y Niessen,
1988), mecanismo propio de las variedades de la raza
mesoamericana a la cual pertenecen estas fuentes ge-
néticas (Morales, 2000 b).

La resistencia a BGYMV esta determinada por la in-
formacién genética heredada de sus parentales, tal es el
caso de DOR 809, DOR 832 con padre DOR 483; DOR
628 con padre DOR 500 y DOR 526 con padres DOR
364 — A429. Estudios realizados en el CIAT (citado por
Morales, 2000 b) permitieron determinar que el princi-
pal mecanismo de resistencia que poseen estas fuentes y
los materiales mejorados a partir de estos padres, es el
de evitar o restringir la multiplicacion de los geminivirus
en los genotipos resistentes.

La presencia de las bandas heterocigoéticas en las va-
riedades CUT 53, CUT 45y DOR 526 no disminuye la
expresion de la resistencia al mosaico dorado amarillo,
lo cual reafirma lo planteado por F. Pedraza (comunica-
cién personal, 2000), ... la presencia de bandas hetero-
cigbticas en lineas avanzadas y en variedades uniformes
debian ser consideradas como bandas + de resistencia,
lo cual no se cumple en lineas de poblaciones de familias
en F, (segregantes), donde la presencia de bandas hete-
rocigoticas pone en dudas la presencia de resistencia de
a BGYMYV, debiendo ser evaluadas estas lineas en pos-
teriores generaciones o eliminadas segtn consideracion
del mejorador.....

La variedades de grano negro CUT 53 y CUT 45, que
fueron evaluadas y seleccionadas por su resistencia a
Bacteriosis comtn en otros estudios (Rodriguez et al.,
2002) ahora se destacan por presentar el marcador
bgm-1 lo cual las convierte en variedades de gran im-
portancia para el programa de mejoramiento genético
nacional ya que en ellas se combinan resistencias a los
dos patdégenos de mayor importancia en Cuba y muchos
paises de la region, éstos son Virus del mosaico dorado
amarillo del frijol y la Bacteriosis comun.
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Conclusiones

e Se cuentan con las variedades uniformes DOR 809,
DOR 832, DOR 628; DOR 526, CUT 53y CUT 45
con el marcador bgm-1que confiere resistencia al
BGYMV.

+ Del Vivero de Adaptacién y Rendimiento fueron
seleccionada las variedades CUT 72, CUT 114, CUT
115, CUT 116 con presencia del gen bgm-1, altos ren-
dimientos, buen valor comercial del grano.

« La Seleccion Asistida por Marcadores Moleculares
fue una herramienta 1til, ripida y muy econémica
que permitio la identificaciéon del marcador bgm-1
en lineas y variedades seleccionadas en campo por
su buen comportamiento frente a BGYMV @
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