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RESUMEN

Se realizaron dos ensayos para evaluar morfo-agronomicamente la
resistencia a F. solaniy la resistencia a estrés hidrico. Asi como se realizé un
ensayo en laboratorio para la evaluacion de los marcadores RAPDs para cada
resistencia, con el objetivo de corroborar los datos obtenidos en campo con los
datos obtenidos en laboratorio. La evaluacion de la resistencia a F. solani

mediante el método morfo-agrondmicos se realizo en el invernadero de Santa

Catalina de INIAP. Se inoculo el patégeno por inmersion (2x10° conidias/ml) a
dieciocho lineas de fréjol de tipo cranberry (14 IBLs, dos controles y dos padres
de la cruza) a los 20 dias de sembradas. La evaluacion se realizo a los 60 dias
de la inoculacion, valorando de 1 a 9 (escala de CIAT, 1999) segun el estado
de infeccidn de la raiz. Se clasifico a los genotipos de acuerdo a su resistencia
a F. solani en tres grupos teniendo lineas de fréjol: resistentes, moderadas y
susceptibles. Se encontr6 que la linea CO3108 fue la mas resistente y su
contraparte la linea CO3104 se consideré como la mas susceptible del ensayo.
La evaluacion de la resistencia a sequia por método morfo-agronémico para las
dieciséis lineas de fréjol se realiz6 en la Granja Experimental Tumbaco del
INIAP. Se sembraron las lineas de fréjol bajo una cubierta controlando el
ingreso de agua y aplicando dos tratamientos: bajo estrés (frecuencia de riego
cada 15 dias) y sin estrés (frecuencia de riego cada 5 dias). Una vez finalizado
el ciclo, se cosechd el material vegetal y evalud el rendimiento (g de semilla
/planta) de cada linea de fréjol. Se clasifico a los genotipos con la aplicacion de
la media geométrica, obteniendo dos grupos: lineas resistentes (valores sobre
la media geométrica) y lineas de fréjol susceptibles (rendimiento bajo la media
geométrica). Se encontré6 que la linea A1P20 fue la mas resistente y su
contraparte la linea Concepcion se consider6 como la mas susceptible del
ensayo. La evaluacion con marcadores moleculares para las dos resistencias
se realizo con cuatro marcadores RAPDs de tipo flanqueante para la
resistencia a F. solani y nueve marcadores RAPDs relacionados a genotipos
resistentes y susceptibles para la resistencia a sequia. En los dos casos; los
marcadores RAPDs empleados en el presente estudio presentaron
polimorfismo insuficiente para diferenciar genotipos susceptibles de genotipos

resistentes.
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ABSTRACT

Two trials were conducted to evaluate morpho-agronomical resistance to F.
solani and resistance to water stress. As a trial was conducted in the laboratory
for evaluation of RAPD markers for each resistance; with the purpose of
confirming the field data, with data from the lab. The evaluation of resistance to
F. solani by morpho-agronomic method was performed in the greenhouse at

Station Santa Catalina of INIAP. The pathogen was inoculated by immersion

(2x10° conidia / ml) to eighteen lines of type cranberry beans (14 IBLs, two
controls and two parents of the cross) at 20 days of sowing. The evaluation was
performed 60 days after inoculation, which value was from 1 to 9 (scale of
CIAT, 1999) as the infection status of the root. Genotypes were classified
according to their resistance to F. solani in three groups having bean lines:
strong, moderate and susceptible. It was found that line CO3108 was the most
resistant, and the line CO3104 counterpart was considered the most
susceptible of the test. The evaluation of drought resistance morpho-agronomic
method for sixteen lines of beans was conducted in the Experimental Farm
INIAP Tumbaco. Lines beans were sown under a cover, controlling the entry of
water and applying two treatments under stress (frequency of watering every 15
days) and stress (frequency of watering every five days). Once the cycle had
finished, the plant material was harvested and then evaluated by the yield (g of
seed / plant) of each line of beans. Genotypes were classified with the
application of the geometric mean, getting two groups: resistant lines (values
above the geometric mean) and susceptible bean lines (values under the
geometric mean). It was found that the line A1P20 was the most resistant and
its counterpart the line Conception was considered the most susceptible of the
test. The assessment with molecular markers for both resistance (resistance to
F. solani and resistance to water stress) was performed with four flanking
RAPDs markers for resistance to F. solani and nine RAPDs markers linked to
resistant and susceptible genotypes for resistance to drought. In both cases, the
RAPD markers used in this study showed insufficient polymorphism to

differentiate susceptible genotypes of resistant genotypes.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1Formulacién del problema

La explotacion agricola de fréjol en el Ecuador esté distribuida a lo largo del
callejon interandino. El cultivo de fréjol enfrenta varios problemas, dentro de los
cuales se identifican dos como principales: el estrés hidrico (sequia) y la
pudricion de raiz por Fusarium solani. Se han identificado genotipos
resistentes pero sin las caracteristicas de interés comercial necesarias para su
explotacion, por esta razon el INIAP ha iniciado el desarrollo de poblaciones de

lineas endogamicas retrocruzadas (IBLs) las cuales requieren ser evaluadas.

El proceso de desarrollo y evaluacion de lineas de fréjol con resistencia a
estrés hidrico y pudricion de raiz resulta complejo, por el tiempo empleado en
cada evaluacion. Los programas de mejoramiento para evaluar tanto la
resistencia a sequia como la resistencia a F. solani realizan varios ensayos en
campo con poblaciones extensas y teniendo que completar el ciclo de vida de
la planta (90 dias para Phaseolus vulgaris). Por lo tanto se requieren varios
ciclos de cultivo con poblaciones de alto nimero de individuos para llegar a
generaciones genotipicamente estables y que porten las caracteristicas
deseadas. Adicionalmente que el método convencional de evaluacion para F.
solani es destructivo puesto que las plantas deben ser extraidas para evaluar

Su raiz.

El método convencional utiliza como fuente de informaciéon y seleccion al
fenotipo, por lo tanto los mejoradores se enfrentan a que estas caracteristicas
de resistencia al ser de caracter cuantitativo sean controladas por un extenso
namero de genes que pueden o no verse reflejados en el fenotipo directamente

y que son afectados por el medio ambiente.

Consecuentemente, es necesario el desarrollo de técnicas que permitan
simplificar el proceso, aumentar la confiabilidad de seleccidn y acortar el tiempo
de obtencién de lineas mejoradas. Dentro de las técnicas modernas de

seleccién, el uso de marcadores moleculares es una herramienta muy util que
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debe ser evaluada para las condiciones propias de cada programa de
mejoramiento. Actualmente, programas internacionales de investigacién han
desarrollado una serie de marcadores moleculares, producto de Analisis de

QTLs, que pueden ser validados para ser empleados en el Ecuador.

El presente trabajo procura evaluar y seleccionar a través de métodos
convencionales las lineas resistentes a sequia y pudricion de raiz
individualmente, esperando que esta informacion sea corroborada con los
analisis de marcadores moleculares RAPDs, los cuales son especificos para
cada caracteristica de resistencia. Al final de la investigacion se podra
presentar resultados de la seleccion de una o varias lineas portadoras de la
resistencia a sequia o a F. solani, asi como también proveer informacion de
utilidad y aplicabilidad de marcadores moleculares como herramientas en la

seleccioén asistida en el Ecuador.
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1.2Justificacion

En el Ecuador, el fréjol esta considerado como un componente importante
de la seguridad y soberania alimentaria (Peralta et al., 2007), siendo de vital
importancia para la poblacion urbana y rural del pais, debido a que en zonas de
escasos recursos econdmicos las proteinas de esta leguminosa reemplazan a
la proteina animal (Subia et al.,, 2007). Los cultivares de esta leguminosa
encontrados a lo largo del callejon interandino enfrentan dos problemas
importantes: la sequia y la pudricion de raiz por F. solani. En el pais se estima
que mas del 60% de las zonas de produccion sufren en diferente grado de
estrés hidrico durante determinado momento del cultivo (Singh et al., 1991). En
cuanto a la pudricion de raiz, se ha determinado que en el Ecuador el patdgeno
de mayor incidencia es F. solani, sin embargo, el resto de patégenos que
conforman el complejo de agentes causantes de pudriciones de raiz esta
ampliamente distribuido (Falconi et al., 2005). Existen varias estrategias
desarrolladas por el hombre para el control y atenuacion de los efectos de
estos problemas, pero es el control genético la estrategia mas recomendada y
viable tomando en cuenta que el cultivo de fréjol comin es explotado
mayormente por pequefios agricultores con limitados recursos econOmicos.
Dentro del germoplasma de fréjol comun, varios genotipos han sido
identificados como fuentes de resistencia a estrés hidrico y a la pudricién de
raiz, por poseer genes de interés y que pueden ser transferidos a cultivares
ecuatorianos. Desafortunadamente, las fuentes de resistencia a las que se
refieren los resultados de las investigaciones previas, no presentan
caracteristicas comerciales y, por lo tanto, no son aceptadas en los mercados
locales. De la misma manera la hibridacién simple, al cruzar fuentes de
resistencia a sequia y cultivares comerciales de fréjol de Ecuador, no resulta en
poblaciones con fenotipos deseados. Por esta razon, el INIAP ha iniciado el
desarrollo de poblaciones de lineas endogamicas retrocruzadas (IBLs) las
cuales requieren ser evaluadas para seleccionar las que presenten resistencia
a estrés hidrico y a la pudricion de raiz junto con caracteristicas comerciales,

para una eventual entrega a los agricultores ecuatorianos.

Los métodos convencionales utilizados por los mejoradores enfrentan varias
dificultades que incluyen el manejo de poblaciones extensas, tiempo de
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evaluacion y los métodos destructivos, problemas que podrian solucionarse al
utilizar las herramientas biotecnolégicas como los marcadores moleculares. Se
han empleado estos marcadores en investigaciones previas como es el caso
de la identificacion de QTLs (Loci de Caracteres Cuantitativos) de resistencia
para sequia y F. solani por medio de marcadores moleculares RAPDs (DNA
polimorfico Amplificado al Azar), realizados por Schneider et al., en 1997 y por
Roméan B. & Kelly J. en el 2005 respectivamente. A diferencia del método
convencional los marcadores moleculares no se ven influenciados por el medio
ambiente, pueden ser aplicados en cualquier momento del desarrollo de la
planta y no utilizan al fenotipo como base y criterio de seleccién, lo que
permitiria reducir el nimero de individuos utilizados en la evaluacion en una
generacion temprana, disminuir los ciclos de evaluacion para obtener
individuos portadores de la resistencia genéticamente estable y evitar la

evaluacioén destructiva de los individuos.

1.30bjetivos
Objetivo General

Seleccionar lineas de fréjol arbustivo con resistencia a sequia y
pudriciones de raiz mediante el uso de marcadores moleculares y

métodos convencionales.
Objetivos Especificos

Validar la utilidad de los marcadores moleculares para seleccionar

las lineas resistentes a sequia y pudricion.

Comparar la eficiencia del método convencional de seleccién con el

uso de marcadores moleculares.
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1.4Descripcién del Fréjol comun (Phaseolus vulgaris L.)

El fréjol comdn (Phaseolus vulgaris L.), también conocido como frijol,
habichuela o poroto, es la leguminosa de mayor distribucion en el mundo,
siendo cultivada en todos los continentes, a excepcion del Antartico. El fréjol es
considerado como uno de los cultivos més antiguos de América (Pafieda, 2005)
y es consumido alrededor del mundo en forma de grano maduro (seco),
inmaduro o en forma de hortaliza. La especie es muy diversa en términos de
variabilidad morfolégica y genética; asi como en la adaptacion al
medioambiente, siendo cultivado en un rango altitudinal muy amplio, que se
extiende desde el nivel del mar hasta los 3.000 m.s.n.m. Adicionalmente, el
fréjol es cultivado bajo varios sistemas de siembra (unicultivo, asociado, relevo
o intercalado) y es consumido de formas muy diversas (Broughton et al., 2003).
Por todo lo sefialado, el fréjol es una de las leguminosas mas importantes en el

mundo.

1.4.1 Origen y Distribucién de Phaseolus vulgaris L.

Las areas de domesticacion del fréjol comun estd comprendida entre el
Norte de México y Noroeste de Argentina (Gepts & Bliss, 1985; Singh et al.,
1991%). Las diferentes variedades actuales de fréjol son el producto de la
evolucion, seleccion y domesticacion de las formas silvestres originarias de
América remontandose a 7 000 o 10 000 afos atras. La domesticacion
produjo significativas permutaciones a nivel morfolégico entre las especies
silvestres y las cultivadas, de tal forma que, los dos grupos (domesticados y
silvestres) pueden ser considerados muy distantes el uno del otro (Pafieda,
2005).

Por las caracteristicas morfologicas y moleculares que presentan las
variedades locales de fréjol que son cultivadas en Ameérica, los investigadores
han logrado distinguir dos centros de domesticacion: el Mesoamericano y el
Andino  (Cuadro 1). La explicacibn de la gran divergencia entre el
germoplasmas de los distintos centros de domesticacion puede deberse a la

existencia de un paralelismo entre la variacion genética y la distribucion
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geografica de los cultivares de P. vulgaris, producido por el aislamiento
espacial de las masas subcontinentales de América y el tipo de reproduccion
autégama del fréjol que impide el movimiento de genes y termina en la

diferenciacion de las poblaciones (Pafieda, 2005).

Tabla 1. Caracteristicas de los Germoplasmas del fréjol (CIAT, 1989).

Germoplasma Centro de Razas Caracteristicas Faseolina

domesticacion

Mesoamericano México, América Jalisco Semillas
central y el norte pequefias
de Suramérica Durango bractéolas AoB
hacia Brasil . grandes y
Mesoamericano ovaladas
Andino Area comprendida Chile Semilla grande
en los paises de bractéolas
cordillera Andina  Nueva Granada pequefiasy 1»H Yy C
Perd triangulares
1.4.2 Descripcién Botanica de Phaseolus vulgaris L.

El fréjol comin es una especie dicotiledénea anual de reproduccién
autdgama. Los genotipos de fréjol poseen un tallo principal que puede
presentar una arquitectura erecta, semi-postrada o postrada con pigmentacion
verde, rojizo o purpura (Voysest, 2000). Contiene un numero variable de ramas
que pueden terminar en una inflorescencia o en un trifolio. Las hojas de fréjol
son simples o compuestas, mientras que la flor papilionacea presenta un caliz
gamosépalo y dos bractéolas en su base de color verde y ovoide que persisten
hasta poco después de la floracion. Las vainas pueden ser planas o cilindricas
y alcanzar una longitud promedio entre 9 y 16 cm, éstas estan compuestas por
dos valvas que contienen a las semillas dispuestas en forma alterna
(FENALCE, 2007). Las semillas de fréjol varian ampliamente con respecto al
color, tamafio y forma. En cuanto al color de la semilla, los colores mas
comunes son: blanco, amarillo, beige, café, rojo, negro o combinaciones entre

algunos de ellos. El tamafio de la semilla varia desde pocos milimetros en
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especies silvestres hasta mas de 20 mm en algunas especies domesticadas.
Finalmente, la forma de la semilla puede ser cilindrica, arrifionada, esférica u
ovalada. Todas las caracteristicas varian en su conjugacion y dependen del
tipo de germoplasma (Voysest, 2000). Las plantas de fréjol pueden agruparse
en cuatro tipos, de acuerdo con el habito de crecimiento, como se detalla a

continuacién en la Tabla 2.

Tabla 2. Tipos de habitos de crecimiento del fréjol y sus caracteristicas (FENALCE, 2007
& Voysest, 2000)

Tipo Habito Caracteristicas

Tipo |

Crecimiento
determinado

arbustivo

La altura de las plantas es de 30 a 50 cm, el tallo

principal y las ramas laterales terminan en una

inflorescencia, con una etapa de floracion répida y la

madurez de las vainas de forma concentrada.

Tipo Il

Crecimiento
indetermina

do arbustivo

El crecimiento erecto de los tallos no se detiene luego de
ocurrida la floracién, son plantas con bajo nimero de
ramas y el tallo principal normalmente desarrolla una guia

de escaso crecimiento.

Tipo Il

Crecimiento
indetermina

do postrado

Presenta un habito postrado o semipostrado, con un
importante sistema de ramificaciéon y aptitud trepadora a
partir de las guias. La etapa de floracion es mas
prolongada y la madurez de sus vainas es menos

concentrada.

Tipo IV

Crecimiento
indetermina

do trepador

El tallo principal puede tener de 20 a 30 nudos vy llega a
medir 2 o méas metros de altura. La floracion es
prolongada, pudiendo presentarse vainas casi secas en la
parte basal de la planta, mientras en la parte alta continta

la floracién

1.4.3 Importancia de Phaseolus vulgaris L. en el Ecuador y el
Mundo

El fréjol comun es cultivado en alrededor de 23 millones de hectéreas, con
una produccion aproximada de 21 millones de toneladas por afio, lo que ha

ubicado a esta especie en el tercer lugar por superficie cultivada a nivel
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mundial entre las leguminosas, y en primer lugar en cuanto a las leguminosa
de consumo humano directo. Adicionalmente, presenta una gran relevancia
por su contenido nutricional y aporte en la economia de los pequefios y
grandes agricultores. La produccion y consumo de fréjol esta
fundamentalmente concentrado en paises en vias de desarrollo sin embargo,
un porcentaje significativo de la produccion mundial se lo realiza en paises
desarrollados. En los paises en vias de desarrollo, el fréjol contribuye con
mas del diez por ciento del requerimiento proteico diario de la poblacién y con
mas del cinco por ciento del aporte energético de los alimentos, lo que
representa un porcentaje significativo de la contribucién de los alimentos. En
Latinoamérica el consumo medio de esta leguminosa por persona por afio no
supera los 18 kg, mientras que en diferentes regiones africanas puede

superar facilmente los 60 kg /persona/afio (Broughton et al., 2003).

Dentro de Ecuador, el fréjol esta considerado como componente de la
seguridad y soberania alimentaria, debido a su aporte nutricional rico en
proteinas, carbohidratos, hierro, fésforo, zinc y fibra, en comparacién con
otros alimentos de alto consumo (Peralta et al., 2007). Adicionalmente, tiene
vital importancia para la poblacién urbana y rural de Ecuador, puesto que en
zonas de escasos recursos econdémicos, las proteinas de esta leguminosa
reemplazan a la proteina animal (Subia et al., 2007). La explotacion agricola
del fréjol en el Ecuador esta distribuida a lo largo de casi todo el callején
interandino (Cuadro 3), con variedades de tipo trepador en asociacion con el
maiz y los de tipo arbustivo presentes en las provincias de Carchi, Imbabura,

Pichincha, Chimborazo, Bolivar, Cafiar, Azuay Loja (Peralta et al., 2007).

Tabla 3. Superficie de produccién de fréjol comuln en Ecuador (Peralta et al, 2007)

Tipo de Fréjol Hectéareas Hectéareas Perdida Porcentaje
sembradas cosechadas

Voluble 97 000 82 000 15 000 154 %

Arbustivo 24 000 22 000 2000 8.3%

Las clases comerciales de fréjol de mayor produccion en el Valle del Chota
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y Mira son las de semilla de color rojo moteado y purpura moteado (64%), que
son exportadas al mercado colombiano principalmente (Subia et al., 2007),
seguidas por otras clases comerciales de semilla de color blanco (13.6%),
amarillo (10.6%), rojo (6.1%), rosado moteado (1.5%) y negro (0.8%) que son

cultivadas para el consumo interno (Cuadro 4).

Tabla 4. Variedades de fréjol sembradas en los valles del Chota y Mira durante el 2005
(Fuente: Subia et al., 2007)

Color de Grano Variedad %
Calima Selva

Rojo Moteado Paragachi* Concepcién

Morado Moteado Cargabello Cargabello
Toa* Yunguilla

Blanco De leche Fanesquero
Panamito

Amarillo Canario Chota* Canario 10.6
Matahambre

Rojo Capuli Rojo 6.1
Guiador

Rosado Moteado Uribe 15

Negro Negro 0.8

Dentro del campo nutricional el fréjol contiene varias sustancias que forman
parte de los requerimientos basicos de la nutricion humana (Cuadro 5), dentro
de las mas importantes encontramos a las proteinas (20-25 %) y vitaminas,
como la biotina (Broughton et al., 2003), acido fitico (Martinez et al., 2002).
Adicionalmente es una fuente de micronutrientes como hierro, fosforo,

magnesio, manganeso, zinc, cobre y calcio.
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Tabla 5. Contribucidén nutricional del fréjol para un consumo de 15 kg per capita
(Adaptada de Penningtony Young (1990) y Robinson (1987)).

Nutriente Contenido Requerimiento (mg) % requerido por
en 125 g para un adulto por
Hombre adulto Porcién
Sodio 0mg 2200 0
Potasio 475 mg 3900 12
Calcio 65 mg 800 8
Fésforo 161 mg 800 20
Magnesio 56 mg 350 16
Hierro 2,78 mg 10 27
Zinc 1,24 mg 15 8
Cobre 0.307 mg 2.5 12
Manganeso 0.668 mg 3.75 18
Selenio 0.002 mg 0.05-0.2 1-4
Proteina 859 69 g 12

1.5Factores que afectan al cultivo de fréjol

Al igual que todos los cultivos, el fréjol enfrenta problemas de caracter
biotico y abidtico que perturban el desarrollo normal y la produccion potencial
del cultivo. En cuanto a problemas de caracter bidtico, las enfermedades del
follaje y pudriciones de raiz causadas por hongos son las mas importantes,
mientras que, dentro de los problemas de caracter abiético el mas importante

en Ecuador es el estrés hidrico (Subia et al., 2007).

Las enfermedades de fréjol causadas por hongos son las mas comunes en
Ecuador. Dependiendo el area de la planta a la que afectan se pueden
clasificar como: enfermedades foliares dentro de los cuales se encuentra la
roya causada por Uromyces appendiculatus, caracterizada por la aparicion de
pequefios puntos blancos, en el envés de la hoja que crecen hasta formar
postulas de color café con halo amarillo liberando esporas. La infeccién
secundaria se da en vainas, tallos y ramas, los vectores de infeccion son las
herramientas agricolas, insectos y animales. Otra enfermedad foliar es la

Antracnosis producida por Colletotrichum lilndemuthianum la cual es otra
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enfermedad foliar que ataca a cualquier parte de la planta, ocasiona lesiones
necréticas, chancros de forma redondas y pueden ser profundas. Su
diseminacion se da por semillas, gotas de agua de lluvia de planta a planta,

insectos, y practicas agricolas (Peralta et al., 2007)

Existen enfermedades de raiz como por ejemplo la causada por Fusarium
oxysporum, que inicia con el amarillamiento de las hojas, hasta el
marchitamiento y muerte de la planta. La forma de infeccion se produce por
movimiento de suelo infectado, tejido infectado, agua de riego y semilla
contaminada. Otra enfermedad de raiz son las agallas en la misma producida
por Meloidogyne spp, que retrasa el crecimiento, produce amarillamiento, y la
formacion de agallas en las raices primarias y secundarias lo que finalmente
reduce el rendimiento.Dentro de este grupo también se encuentran la
pudricion seca de raiz producida por el hongo Fusarium solani iniciando con la
aparicion de lesiones rojizas angostas longitudinales en la raiz primaria, la
infeccion puede ocurrir por el movimiento de suelo infectado, tejido infectado,

agua de riego y semilla contaminada (Peralta et al., 2007).

1.5.1 Pudricion seca de raiz por Fusarium solani

Dentro de los problemas que afectan a la raiz del fréjol, la pudricién seca
causada por el hongo Fusarium solani es la mas extendida en el mundo. Este
problema es muy frecuente en Brasil, Colombia, Perd, Ecuador, Chile
Venezuela, Costa Rica y México, asi como en paises africanos como Kenia,
Ruanda y Malawi. Fusarium solani infecta a la planta debilitandola, impidiendo
el desarrollo total, produciendo la caida prematura de las hojas y
amarillamiento del follaje por disminucion de clorofila. La severidad de la
infeccion depende de factores externos, como humedad, textura, compactacion
y temperatura del suelo (CIAT, 1990). Las pérdidas en rendimiento, bajo
condiciones severas de infeccion, pueden alcanzar hasta el 53%, segun la

variedad sembrada.
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1.5.1.1 Etiologiay Epidemiologia

Fusarium solani es un hongo saprdfito facultativo, que presenta un color
tipico amarillento con pigmentos rojos en medio estandar PDA. Puede
identificarse bajo el microscopio por sus macroconidias, microconidias,
clamidésporas y microconidiéforos. Tiene la capacidad de penetrar
directamente los tejidos del fréjol o introducirse por heridas o aperturas
naturales. El crecimiento optimo del patdbgeno en medio de cultivo ocurre entre
los 29°C y 32 °C, pero una alta severidad de la infeccion en planta sucede
desde los 22 °C a 32 °C (CIAT, 1990). Prevalece en forma asociada a
fragmentos de tejido del hospedero o en particulas de la materia organica
(CIAT, 1989). Otra forma de sobrevivencia del hongo sucede por la
colonizacion de cultivos no hospederos sin causar dafios, o también, al formar
clamidosporas que pueden permanecer latentes en el suelo por largos
periodos (CIAT, 1990).

1.5.1.2 Sintomatologia

Fusarium solani afecta al hipocétilo y raiz de la planta de fréjol
desarrollando lesiones o betas rojizas que llegan a unirse y cambian a un color
café segun avanza la infeccién, extendiéndose hasta la superficie (Acosta et
al., 2006). Asi, las raices primarias y secundarias mueren adheridas a la raiz
principal como residuos secos, mientras que, la parte inferior del tallo se vuelve
medulosa o hueca. El marchitamiento poco pronunciado del follaje evidencia la
infeccion, asi como un crecimiento retardado y amarillamiento y caida
prematura de las hojas (CIAT, 2006). Como reaccion a la infeccion, la planta

emite raices adventicias para remplazar a las raices afectadas.

1.5.1.3 Fuentes de resistencia a Fusarium solani

Dentro del germoplasma de P. vulgaris se ha reportado un gran nimero de

genotipos que presentan distintos niveles de resistencia a la pudricién seca de
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la raiz. Las fuentes mas conocidas y empleadas en fitomejoramiento son:
Jamapa, Porrillo 1, Black Turtle Soup, N.Y.211412, Gloria, Pinto U.l.114,
Chimbolo, Bico de Ouro, ICA Tui, Porrillo Sintético, Cornell 49-242, Honduras
46 y Early Gallatin. La mayoria de estas fuentes de resistencia pertenecen al
Acervo Mesoamericano y que, como caracteristica comuan, poseen semilla
pequefia (< 20g/100 semillas). Esta caracteristica complica el proceso de
mejoramiento para los cultivares Andinos de semilla grande (> 40g/100
semillas), pues las poblaciones que son producto de las cruzas entre estos dos
acervos presentan semilla de tamafio intermedio, por lo cual siempre se
requerird de retrocruzas para recuperar el tamafio deseado para cultivares

comerciales andinos (CIAT, 1989).

1.5.1.4 Métodos tradicionales de prevencién

El prevenir la infeccibn puede conseguirse al implementar practicas
culturales que incluyen: rotacion por periodos largos con cultivos no
hospederos como maiz y hortalizas, realizar practicas de drenaje, disminuir la
densidad de poblacion en la siembra, desinfeccion de semilla e incremento de
la tasa de carbono-nitrégeno para reducir la actividad del patégeno (BPA,
2006; CIAT, 1989).

1.5.1.5 Métodos quimicos de prevencion

Los dos métodos de prevencion quimica son la desinfeccion de semilla 'y de
suelo. La desinfeccion de semilla se la realiza al recubrir la testa con cualquiera
de los siguientes productos: NABAM, FORMALDEHIDO, TIRAM, PCNB,
BENOMIL (CIAT, 1989). Mientras que, la desinfeccion del suelo puede ser
realizada mediante la aplicacion, en forma “DRENCH”, productos Carbendazim
(BAVISTIN®), Benomil o PCNB (TERRACLOR®) en concentraciones muy
bajas. Sin embargo, esta practica resulta muy complicada y poco
recomendada, ya que los agricultores realizan siembras manuales sin

proteccion. La prevencion de la infeccion de pudriciones de raiz, a través de la
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aplicacion de productos quimicos, en estado de plantula resulta poco eficiente,
porque ninguno de estos productos tiene un movimiento descendiente en el
sistema vascular. Lamentablemente este tipo de control afectan gravemente al
ecosistema y son poco efectivos puesto que no benefician a las raices laterales
(BPA, 2006).

1.5.2 Estrés hidrico

El estrés hidrico, producido por la falta de agua disponible en el suelo,
afecta en mayor o menor grado a las plantas de fréjol dependiendo del nivel de
resistencia del cultivar. Los cultivares adaptados son producto de la evolucion y
seleccién del mas apto por el mismo ambiente, de tal forma que, sélo los
mejores genotipos sobreviven. La resistencia de un cultivar a la sequia puede
definirse como la capacidad de este cultivar para producir mayor cantidad de
semilla y biomasa en comparacion de otros cultivares que presentan menor
rendimiento bajo condiciones limitadas de humedad del suelo (Falconi, 2005).
Asi, las plantas resistentes a estrés hidrico han desarrollado tres tipos de
estrategias para mejorar su desempefio en ambientes de sequia: escape,

evasion y tolerancia.

1.5.2.1 Mecanismo de Escape

Los cultivares que, como estrategia de resistencia a sequia, emplean
mecanismos de escape se caracterizan por presentar una germinacion rapida
después de la época de lluvia, un crecimiento acelerado, floracién temprana y
produccion de semilla antes de la época de sequia, lo que permite a las plantas
completar su ciclo de vida en un periodo corto de tiempo, aprovechando el
agua disponible en el medio. Desafortunadamente, los genotipos precoces se
caracterizan por no presentar altos rendimientos potenciales. Sin embargo,
bajo estos casos algunos investigadores recomiendan incrementar la densidad

de siembra, para asi compensar las producciéon de semilla (Falconi, 2005).

32



1.5.2.2 Mecanismo de Evasién

La segunda estrategia, la evasion, consiste en la maximizacion del uso de
agua o minimizar su perdida, para lo cual los genotipos resistentes producen
una raiz central profunda, tienen una regulacién de la transpiracion por los
estomas, hojas pequefias, movimientos paraheliotropicos de las hojas y
cuticula gruesas. Dentro de todas las caracteristicas mencionadas, la mas
importante es el enraizamiento profundo. Sin embargo, es posible que el gasto
de energia de la planta para desarrollar las raices profundas sea alto y por
consiguiente, la planta podria sacrificar la produccion suficiente de semilla
(Falconi, 2005).

1.5.2.3 Mecanismo de Tolerancia

Los mecanismos de tolerancia confieren a la planta la capacidad de
mantener su actividad metabdlica bajo niveles insuficientes de agua, para lo
cual, desarrolla diferentes caracteristicas que incluyen produccién aminoacidos
capaces de mantener la integridad de las proteinas y membrana celular, como
la prolina, lisina y glicina. Otra propiedad es la regulacion osmoética que permite
la absorcion y retencion de agua al mantener una concentracion interna de
sales mayor que la externa, de tal forma que el agua ingresa pero no sale a
través de las membranas celulares de la raiz. La ventaja de la estrategia de
tolerancia radica en que no existe evidencia de pérdida de rendimiento en los

cultivos de fréjol (Falconi, 2005).

1524 Fuentes de Resistencia

Varios estudios han demostraron la presencia de adaptaciones para la
resistencia a sequia en las razas de fréjol Durango y Mesoamericana que han
sido empleados para el desarrollo de lineas de fréjol resistente.
Lamentablemente los métodos de seleccion tradicional son muy extensos con

respecto al tiempo, por lo cual algunos grupos de investigadores han propuesto
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0 estan recurriendo al uso de herramientas moleculares para la seleccion
indirecta de lineas de fréjol, u otras especies, que presenten resistencia al
estrés hidrico (Falconi, 2005).

1.6 Técnicas convencionales de mejoramiento

El funcionamiento de un sistema de mejoramiento esta basado en la
diversidad de germoplasma, incluyendo individuos con mayor o menor nivel de
adaptacion a las condiciones locales, variedades con caracteristicas
especificas, productos de operaciones disefiadas para mejorar la base genética
y productos de experimentos de mutaciones inducidas. Una vez ubicadas las
lineas con caracteristicas de interés se realizan cruzas, generando una
recombinacién en la progenie y esperando tener individuos que presenten el
rasgo de interés heredado por el padre portador. Obtenida la progenie
recombinante, el mejorador realiza una seleccion diferencial eligiendo el
material que permanece para el siguiente ciclo y el que es desechado, hasta
llegar a un material totalmente purificado e identificado como portador de los

rasgos de interés en sucesivos ciclos de reproduccién (autofecundacion).

Las pruebas para la seleccion son realizadas en un ambiente especifico
donde pueden medirse los rasgos del material recombinante (Simmonds,
1981). Asi, los caracteres de interés pueden presentar alta o baja
heredabilidad de tal forma que el ambiente afecte en una pequefia proporcion,
0 enmascare los rasgos de interés respectivamente. El material homocigoto
seleccionado como portador final es integrado a un programa con las
comunidades agricolas para estudiar el grado de aceptacion tanto por la
poblacion como para probar la adaptacion al ambiente local y por dltimo se
decide si es un material util para ser liberado en el area. Los métodos para

generar poblaciones mejoradas incluyen:

e Descendiente de semilla Unica: un método empleado por los

mejoradores para introducir genes de interés en lineas mejoradas y consiste
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en que una vez que las plantas de F1 producto de un cruce ha generado
semilla, elegir una semilla por planta y sembrarla, luego realizar el mismo
proceso durante varias generaciones hasta conseguir una poblacion
genéticamente estable (CBS, 2007). Las ventajas que presenta este método
incluyen: reducir el tiempo a dos afos para alcanzar altos niveles de
homocigosis, que el éxito de las cruzas puede monitorearse y ajustar la
presion de seleccion a la poblacién y por dltimo existe mayor oportunidad de

elegir la caracteristica deseadas antes de que las lineas estén desarrolladas.

e Método de Pedigri: posibilita la seleccion de caracteres de tipo
oligogenicos (controlados por varios genes), se basa en que en cada
generacion seleccionar los mejores individuos presentes en cada familia y

luego sembrar los descendientes en “una planta por surco” (CIAT, 2003).

e Método de seleccion de Gametos: permite incrementar la frecuencia
de los alelos deseados durante el cruzamiento multiple o justo después de
haberlo realizado (Singh et al., 1991). EI método consiste en realizar
polinizaciones planta a planta asegurando la presencia de los alelos favorables

en F1y la contribucion de cada parental.

e Método de Seleccion masal: se eligen los mejores individuos de una
poblacion y colectan sus semillas que son mezcladas y sembradas
nuevamente, repitiendo la seleccion, asi sucesivamente. Obteniendo una

poblacién con los mejores genotipos (Cubero, 1999).

e Lineas endogamicas recombinantes, (Recombinant Inbred Lines,
RILs): Provienen de una cruza simple, cuya progenie es autopolinizada

sucesivamente por lo menos 8 generaciones, hasta alcanzar un elevado nivel
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de homocigosis. A partir de la F2, las futuras generaciones avanzan por el
método de descendencia de semilla Unica. De esta manera, se cuenta con una
poblacién conformada por varias lineas homocigo6ticas que combinan las

caracteristicas de los dos padres.

e Lineas endogamicas Retrocruzadas - Inbred backcross lines (IBLS):
requiere el mismo proceso de autofecundacion de las RILS, pero no se limita
Gnicamente a una cruza simple, sino que requiere, al menos, dos retro-cruzas
hacia padre recurrente de las caracteristicas comerciales antes del proceso de

autofecundacion.

Estos métodos utilizan a la expresion fenotipica como Unica fuente de
informacion de la variabilidad existente, siendo el fenotipo el objetivo y criterio
de seleccién. Los programas de mejoramiento analizan algunas variables que
dependen del objetivo que se desea alcanzar, para una linea mejorada, dentro
de estas variables se incluyen; el rendimiento, la biomasa generada, caracteres

de cantidad, caracteres en base a calidad, entre otras.

1.7 Técnicas moleculares de mejoramiento

A diferencia de los métodos convencionales para el mejoramiento de
variedades que utilizan al fenotipo como criterio de informacion y seleccion, las
técnicas moleculares permiten valorar el potencial genético de las plantas por
medio de marcadores moleculares que son utilizados para la seleccion de
caracteres agronémicos (Rodriguez et al., 2002). Los métodos moleculares
permiten relacionar el genotipo con la caracteristica buscada a través del
empleo de marcadores moleculares (MM), accediendo a la identificacién de
secciones de la secuencia del genoma, un loci determinado, que codifica para

alguna caracteristica de interés en diferentes grados (Anderson, 1998).
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1.71 Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares (MM) representan las diferencias genéticas
entre organismos de una misma especie 0 entre especies, las cuales actuan
como sefales ubicadas cerca de los genes de interés de tal forma que no
afectan al fenotipo. Existen tres tipos de marcadores moleculares: a)
marcadores morfolégicos también denominados marcadores visibles, que son
caracteres fenotipicos (forma, tamafo, pigmentacion de flor, semillas, entre
otros); b) los marcadores bioquimicos que utilizan isoenzimas y se detectan por
electroforesis o tinciones especificas, y d) los marcadores de ADN que revelan

sitios de variacion en la secuencia del ADN (Collar, 2005).

El numero de marcadores morfolégicos como de los bioquimicas es
reducido y se ven altamente influenciados por factores ambientales asi como
por el estadio del desarrollo de las plantas. Al contrario, los marcadores
moleculares o de ADN son abundantes, selectivamente neutrales ya que estan
generalmente ubicados en regiones no codificantes del ADN, y no se ven
afectados por el medio ambiente o estadio de desarrollo de la planta (Winter &
Kahl, 1995).

Los marcadores de ADN pueden clasificarse por su capacidad de
discriminacion en polimorficos si son capaces de discriminar entre genotipos o
caso contrario se denominan monomorficos. Los MM polimorficos pueden ser
de caracter dominante si tienen dos alelos o codominantes si presentan varios
alelos permitiendo la diferenciacion entre individuos homocigotos vy
heterocigotos. Los marcadores de ADN también se pueden clasificar en dos
categorias segun la técnica en la que se basen: marcadores detectados por
hibridacién o los basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
siendo visualizados mediante una electroforesis en gel y tincion con bromuro
de etidio o plata, o a su vez por medio de pruebas radioactivas o colorimétricas
(Cornide, 2002).

Los marcadores detectados por hibridacion agrupan a todas las técnicas

gue emplean una sonda para la deteccion del marcador (Velasco, 2005). Las

37



sondas son fragmentos de ADN o ARN que contiene el codigo complementario
para una secuencia especifica del genoma, por lo tanto es necesario el previo
conocimiento de la secuencia a detectar. En este grupo estan los polimorfismos
de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) , los minisatélites (Cornide,
2002), numero variable de repeticiones en tandem (VNTR) y ADNShips
(Oligonucleotide arrays) (Velasco, 2005)

Otros marcadores se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) técnica descubierta por Kary Mullis en 1985, por medio de la cual se
puede realizar la sintesis in vitro de fragmentos de ADN a partir de secuencias
de oligonucleotidos (Pafieda, 2005). La técnica consta de tres etapas:
Desnaturalizacion del ADN a 95 C; acoplamiento del cebador a la cadena
complementaria a una temperatura especifica para cada cebador, y la
extension de la nueva cadena por medio de la enzima Tag ADN polimerasa .
Las técnicas basadas en la PCR difieren entre si en la longitud y secuencia de
los cebadores empleados, condiciones de la PCR y en el método de

separacion y la deteccion de los fragmentos (Cornide, 2002).

La introduccion de esta tecnologia permiti6 nuevas posibilidades para la
deteccién del polimorfismo genético que puede identificarse debido a que la
variacion en la secuencia del genoma altera los sitios de reconocimiento del
primer. Los marcadores de PCR emplean primers de secuencia arbitraria,
semiarbitraria o especifica. La seleccion de la técnica dependera del objetivo
trazado. Las técnicas moleculares brindan informacion a diferentes niveles,
todas tienen sus limitaciones y su aplicacién se determina en gran medida por
la disponibilidad de los recursos necesarios para ejecutar un sistema de
marcadores moleculares. Sin embargo, tiene como beneficios que permite la
generacion de grandes numeros de marcadores, Su manejo no es

técnicamente dificil y utiliza minimas cantidades de material.
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1.7.2 RAPDs (DNA polimdrfico amplificado al Azar)

Los RAPDs son marcadores moleculares basados en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), método que permite amplificar aleatoreamente
fragmentos de ADN con base en deca-nucleétidos de secuencia arbitraria,
generando un polimorfismo dominante conocido como RAPD (Kelly et al.,
1994). La amplificaciéon al azar de ADN utilizando oligonucleotidos de diez
pares de bases vy temperaturas de hibridacion bajas, permite la multiple
hibridacion del oligonucleétido en el genoma, resultando en un elevado nimero
de fragmentos de amplificacion (Pafieda, 2005). Los marcadores RAPDS son
capaces de hibridar cientos de sitios en el ADN pero no todas las hibridaciones
resultaran en la amplificacion del fragmento, puesto que el marcador debe
acoplarse simultdneamente a dos sitios en cadenas opuestas del ADN y
cercanos entre si a una distancia maxima de 2 kb (Cornide, 2002). La
metodologia de los RAPDs tiende a producir marcadores dominantes, que se
heredan de manera mendeliana (Williams et al., 1990). La inmensa mayoria de
marcadores ligados a diferentes genes de interés en P. vulgaris L. estan

englobado dentro de este grupo (Pafieda, 2005).

La metodologia para la obtenciéon de marcadores RAPDs es la mas utilizada
en programas de mejora genética asistida por marcadores moleculares, debido
a gue la obtencion de este tipo de marcador es rapida, facil y con un alto grado
de polimorfismo (Pafieda, 2005). Aadicionalmente las ventajas que presentan
son multiples como no necesita conocer la secuencia genética del ADN que se
va a amplificar, requerir poca cantidad de ADN el cual no precisa ser de alta
pureza y es relativamente bajo costo en comparacion con otros tipos de

marcadores (Dorado et al., 2005) .

De acuerdo a Roman B. & Kelly J. en el 2005 en su estudio del mapeo de
QTLs relacionados a la resistencia a F. solani, reportaron un grupo de
marcadores RAPDs de tipo flanqueante, es decir que el QTL relacionado a la
resistencia a F. solani se encuentra entre los dos marcadores. Dentro de su
reporte fueron cuatro los marcadores que estaban relacionados con la mayor

variacion fenotipica para la resistencia a F. solani y que el padre donante del
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alelo es el donador de resistencia en la cruza con material comercial

ecuatoriano (Tabla 1).

Tabla 6. Marcadores RAPDs para resistencia a F. solani, Santa Catalina, 2009.

Marcadores Padre donante

Flanqueantes del alelo

AL20850 - G81400 NSL

c):I-Zaoo - AL20850 NSL

S‘191000 - S191100 C097407

Schneider et al., 1997 en su estudio de seleccion asistida por marcadores
moleculares para la resistencia a estrés hidrico reporto la existencia de dos
grupos de MM: aquellos relacionados con fenotipos de alto rendimiento y los

restantes relacionados con fenotipos de bajo rendimiento (Tabla 2).

Tabla 7. Marcadores RAPDs para resistencia a estrés hidrico, Santa Catalina, 2009.

MARCADORES RELACION CON
FENOTIPOS

OAB18,,

OH18,,,

OFO01,,, ALTO RENDIMIENTO
0Z08,,

OA08,,

OH19,,,
OA04,q,

BAJO RENDIMIENTO
OX11.,

OX1844,
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1.7.3 Seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS)

Un sistema de seleccidon asistida por marcadores moleculares se define
como tal si estd basado parcialmente en informacion genética, lo que puede
conseguirse a través del la aplicacion de marcadores moleculares (Ansin,
2002). La aplicacién de MAS permite que los programas de mejoramiento sean
mas efectivos al presentar varias ventajas, como lo es el no destruir al individuo
portador y poder realizar la seleccion en generaciones tempranas de alta

segregacion (F,), resultando en una poblacion muy enriquecida en los alelos
deseados. El seleccionar individuos en la F, reduce el nimero de individuos

gue avanzan en cada ciclo de seleccién, por lo tanto los siguientes ensayos
seran de menor tamafo (Brothers et al., 1997), volviéndose una seleccion mas

eficiente, disminuyendo costos y tiempo.

Adicionalmente, el MAS puede potencializarse cuando la caracteristica
presenta baja heredabilidad siendo ejemplo de este el caso la resistencia a la
pudricion seca causada por F. solani o la resistencia a la sequia (Anderson,
1998). Sin embargo, par poder aplicar la seleccion asistida por marcadores
moleculares es necesario tener previamente un mapeo de alta resolucion y la
validacion de los marcadores a aplicarse. El mapeo de alta resolucion puede
ser en caso el mapeo de QTLs, que generaria un mapa de ligamiento que
cubra todos los cromosomas para identificar marcadores que identifique los
QTLs que controlan la caracteristica de interés. La validacion de los
marcadores implica en si verificar la eficacia del marcador molecular para
predecir un fenotipo, en otras palabras evaluar si el marcador sirve o0 no para el
MAS, puesto que varios estudios advierten que los marcadores ligados a un
QTL especifico pueden o no ser aplicados en otro ambiente o grupo genético
tal es el caso reportado por Yu et al, 2000 en un QTL relacionado con el
rendimiento del cultivo. Para que el marcador sea efectivo debe ser polimorfico
en distintas poblaciones derivadas de un amplio rango de distintos genotipos

parentales (Corrales, 2005).
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1.8 Caracteres Cuantitativos

La primera investigacion realizada en la herencia sobre los caracteres
cuantitativos se llevd a cabo por genetistas agricolas, debido a que muchas
caracteristicas agrondmicas como el rendimiento y la resistencia a
enfermedades son caracteres cuantitativos que los programas de
mejoramiento buscan incorporar en los cultivos (Collar, 2005). Al ser de
caracter cuantitativo se les puede asignar un valor cuantitativo; que al ser
analizado en una poblacién segregante presentara una distribuciéon continua,
es decir que los fenotipos se expresaran como una curva a forma de campana
como en una distribucion normal (Hartl et al., 2009). EI comportamiento
continuo es producto de la accion combinada de multiples genes segregantes y
de los factores ambientales (Asins, 2002), por lo que también son conocidos
como caracteres complejos, multifactoriales (Hartl et al., 2009), poligenéticos o
multivariados (Collar, 2005). Adicionalmente la expresion de los caracteres
cuantitativos depende de los efectos aditivos, dominantes o epistaticos que
pueden contribuir al fenotipo de un caracter cuantitativo, donde generalmente
las interacciones aditivas son las mas importantes en su expresion (Hartl et al.,
2009).

Estos caracteres estan controlados por multiples genes, donde cada par de
ellos segrega de acuerdo a las Leyes de Mendel y se ven influenciados por
factores ambientales en grado variable. La consecuencia de los efectos
ambientales es que la distribucion de la frecuencia fenotipica se asimila aun
mas a una distribucion normal, tomando en cuenta que el efecto primario del
ambiente es el de cambiar el valor para un genotipo en particular. Los factores
ambientales incluyen los efectos de fertilizantes, el riego y la densidad de

plantas cultivadas (Hartl et al., 2009 ).

Los caracteres cuantitativos experimentan una herencia compleja (Hartl et
al., 2009), lo que dificulta su deteccién por métodos convencionales pero que

pueden ser asequibles por los moleculares. Las regiones del genoma que

42



contienen genes que codifican para una caracteristica cuantitativa se

denominan poligenes, loci de caracteres cuantitativos o QTLs (Collar, 2005).

1.9 Analisis de QTLs (Loci de Caracteres Cuantitativos)

El locus de un gen que afecta un caracter cuantitativo se le denomina en
inglés “quantitative trait locus”(locus para un caracter cuantitativo) y se le
conoce por la sigla QTL. Estos no pueden identificarse en genealogias porque
sus efectos individuales estan enmascarados por efectos de los otros genes
que influencian la caracteristica y por los efectos ambientales. Pero si son
detectados, estdn genéticamente ligados a marcadores polimérficos de ADN
(Hartl et al., 2009 ).

El andlisis de QTLs se realiza por medio del mapeo de QTLs, es un método
molecular que permite relacionar un loci especifico a una caracteristica
cuantitativa, mediante el analisis conjunto de la segregacion genotipica para los
marcadores y los valores fenotipicos de los individuos (Collar, 2005). La
ubicacion de los QTL en el genoma es importante para su manipulacién en
programas de mejoramiento, y para poder clonarlos y estudiarlos de manera
que permitan identificar sus funciones (Hartl et al., 2009). Los QTL son dificiles
de identificar debido a la ausencia de una segregacion genotipica discreta
observable y a que los efectos genotipicos de cada gen asociado con un
caracter son relativamente pequefos. El analisis de QTL implica la seleccion y
el cruzamiento de lineas parentales que difieren en uno o mas caracteres
cuantitativos y el analisis de la segregacion de la descendencia para relacionar
cada QTL con un marcador de ADN conocido, o intervalo de marcadores
(Asins et al., 2003). Las técnicas que generalmente se usan para el mapeo de
QTLs son los RAPDs (DNA polimorfico Amplificado al Azar) o los AFLPs ya que
pueden generar un alto numero de marcadores a partir de una sola preparacion
de ADN (Collar, 2005). Luego se llevan a cabo estudios estadisticos con el fin
de identificar qué marcadores de ADN estan asociados con el cardcter

complejo, de manera que sus genotipos estan siempre asociados por efectos
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fenotipicos que interesan. Estos marcadores de ADN identifican regiones del
genoma que contienen uno o mas QTL con efectos importantes sobre el
caracter cuantitativo. Por lo tanto los marcadores pueden utilizarse para

estudiar la segregacion de regiones importantes en programas de
mejoramiento (Hartl et al., 2009).

44



CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion geogréfica

El presente estudio fue llevado a cabo en los invernaderos de PRONALEG-
GA y en los laboratorios de PRONALEG-GA y BIOTECNOLOGIA de la
Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) y en campo en la Granja
Experimental Tumbaco (GET). El estudio comprende la validacion de los
marcadores moleculares en dos poblaciones y el uso de los mismos para
seleccién de plantas de fréjol con resistencia a sequia y/o pudriciones de raiz

en dos poblaciones F».

La Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) se encuentra ubicada en
la provincia de Pichincha de Cantén Mejia de la Parroquia Cutuglagua a una
altitud de 3058 m con una temperatura promedio anual de 11.08° y una
humedad relativa del 76% (Trujillo, 2006)

La Granja Experimental Tumbaco (GET) se encuentra en la Provincia de
Pichincha en el Cantén Quito en la Parroquia de Tumbaco, a una altitud de
2450 m con una temperatura anual media de 16.2 °C, maxima de 23.1 °C y
minima de 6.5 °C. Con una humedad relativa de 75.2% y una precipitacion
anual de 950 mm / afio (Estrella, 2002).

2.2 Evaluacion de lineas resistentes a Fusarium solani por método

convencional

2.2.1 Material vegetal

Un total de dieciocho lineas de fréjol (Tabla 3) fueron utilizadas para la
seleccion de los marcadores de resistencia a F. solani, dentro de las cuales se
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incluyeron:

correspondientes a los padres de la cruzas vy tres

13

IBLs con

posible

resistencia,

controles: un resistente y un susceptible.

dos

lineas de

fréjol

lineas de fréjol como

Tabla 8. Lineas de fréjol utilizadas para evaluar resistencia a F. solani, Santa Catalina, 2009.

No. Lineas Caracteristica Cruza

1 INIAP-4 (Imbabello) Control susceptible

2 NLS (Negro San Luis) Control resistente Padre donador
3 C97407 Control susceptible  Padre recurrente
4 Negro bola Pallatanga  Control resistente

5 C0O3129 Posible resistencia  C97407*2/NSL
6 C03123 Posible resistencia  C97407*2/NSL
7 C0O3122 Posible resistencia  C97407*2/NSL
8 C03119 Posible resistencia  C97407*2/NSL
9 C03108 Posible resistencia  C97407*2/NSL
10 C0O3104 Posible resistencia  C97407*2/NSL
11 C03148 Posible resistencia  C97407*2/NSL
12 C0O3131 Posible resistencia  C97407*2/NSL
13 CO3110 Posible resistencia  C97407*2/NSL
14 C0O3157 Posible resistencia  C97407*2/NSL
15 CO3156 Posible resistencia  C97407*2/NSL
16 C0O3164 Posible resistencia  C97407*2/NSL
17 C0O3158 Posible resistencia  C97407*2/NSL
18 C03160 Posible resistencia  C97407*2/NSL

La seleccién de lineas resistentes para pudricion por F. solani se realiz6 en

los individuos F, de INIAP-424 Concepcion*2/L88-63, donde el padre

recurrente fue INIAP-424 y el donante de la resistencia fue L88-63 segun

previos estudios. Para lo cual fueron sembradas 100 semillas de la F, en

estudio y 28 semillas de cada linea de control (L88-63 y INIAP-424)

2.2.2 Aislamiento e inoculacion de Fusarium solani
Se realiz6 una colecta de raices en un area infectada con F. solani de la
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Granja Experimental Tumbaco de INIAP, las cuales fueron identificadas por
rasgos de infeccion del patégeno (betas rojizas en la superficie de la raiz). Se
realiz6 un lavado con agua estéril y un proceso de desinfeccion con cloro
(1,5%) seguido de tres lavados con agua estéril, para cortar una seccion de la
raiz con el patdbgeno y sembrarla en medio PDA, el cual se coloco durante 5
dias en incubacién a 25 °C, el aislamiento fue verificado por medio de
observacion bajo el microscopio. Consecuentemente se realizd un incremento
de F. solani por medio de la técnica de siembra de célula Unica en medio PDA,
dejando por 5 dias en incubacion a 25 °C hasta obtener el inoculo y a partir de
la misma se realizaron los incrementos necesarios para la inoculacion en medio

PDA bajo las mismas condiciones de incubacion.

Se prepard un indculo a partir de los cultivos de F. solani realizados en
PDA (Potato Agar Dextrosa). El método de inoculacion por inmersion se aplico
a las plantas veinte dias después de sembradas, para lo cual las plantas fueron

retiradas del sustrato, lavando sus raices y sumergiéndolas en el inoculo

(solucion de F. solani 2x10° conidias/ml) durante 5 minutos, y replantadas en

sustrato estéril.

Durante el transcurso del ensayo para resistencia a F. solani desde su
inoculacion, se registraron los datos de temperatura que se manejo en el

invernadero.

2.2.3 Evaluaciéon de Incidencia de Infeccidn

Las diecinueve lineas de fréjol inoculadas con F. solani fueron evaluadas
en la incidencia de la infeccibn 60 dias después de sembradas, para
correlacionar los resultados de laboratorio con los de campo. La evaluacion de
la infeccion consistié en extraer la planta sin dafarla, liberando a la raiz del
sustrato, para luego ser lavada con agua eliminando todo resto de tierra y
registrar la incidencia de la infeccion de acuerdo a una escala numérica de
incidencia; 1 para plantas no afectadas y 5 para rasgos severos de infeccion
(Anexo 1).
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224 Andlisis estadistico

Para el ensayo de resistencia a F. solani Los datos obtenidos después de la
valoracion segun la escala del CIAT de grado de infeccidon fueron promediados

y se realizo un analisis de varianza al 0,05 de confianza.

2.3 Evaluacion de lineas resistentes a sequia por método convencional

Para la seleccion de los marcadores moleculares RAPDs para
resistencia a sequia, la siembra se realiz6 en la Granja Experimental
Tumbaco durante el ciclo 2008 B, fueron sembradas un total de 16 lineas
de fréjol (Cuadro 8) en un disefio en bloques completos al azar con tres
repeticiones para el tratamiento de estrés hidrico y dos repeticiones sin
estrés por linea, dentro de un campo protegido por una cubierta para
controlar el ingreso de agua por precipitacion. Se ubicaron dos
tensibmetros, uno en el interior terreno cubierto y otro fuera y
adicionalmente se instalo un termOometro para registrar los datos
respectivos. La distribucion del ensayo se detalla en el Anexo 6. Para la
seleccion de material resistente se realiz6 la siembra en terreno abierto sin

cubierta

2.3.1 Material vegetal

Para la evaluacién de lineas resistentes a sequia en GET Tumbaco se
emplearon un total de dieciocho lineas de fréjol (Tabla 4) que incluyen a: 12
IBLs de fréjol posibles portadoras de resistencia a sequia, 2 lineas de fréjol
correspondientes a los padres de las cruzas y dos lineas de fréjol como

controles: una resistente y una susceptible.
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Tabla 9. Lineas de fréjol para evaluar resistencia a sequia, Santa Catalina 2009.

Lineas Caracteristica Cruza

INIAP -425 (Fanesquero)  Control susceptible Padre Recurrente
INIAP -430 (Portilla) Control resistente Resistente

INIAP -424 (Concepcidn) Lineas comerciales Padre Recurrente
INIAP -420 (C. Chota ) Lineas comerciales Resistente

Al1P6 Posible resistencia ABE 4*2/L.88-63
AlP11 Posible resistencia ABE 4*2/L.88-63
A1P15 Posible resistencia ABE 4*2/L.88-63
A1P20 Posible resistencia ABE 4*2/L.88-63
Al1P44 Posible resistencia Cocacho*2/L88-63
C1P22 Posible resistencia Cocacho*2/L88-63
C1P23 Posible resistencia INIAP -424 *2/RAB651
DP11 Posible resistencia INIAP -424 *2/RAB651
DP15 Posible resistencia INIAP -424 *2/RAB651
DP16 Posible resistencia INIAP -424 *2/RAB651
DP18 Posible resistencia INIAP -424 *2/RAB651
DP19 Posible resistencia INIAP -424 *2/RAB651

La seleccion de individuos resistentes a sequia se realizo sobre la poblaciéon
F, producto de la cruza INIAP-422 Blanco Belén 2*/NSL, donde el padre

donador es NLS (Negro San Luis) y el padre recurrente con el cual se
realizaron dos retrocruzas fue INIAP-422 (Blanco Belén). Para lo cual fueron

sembradas 100 semillas de la F, en estudio y 28 semillas de cada una de las 2

lineas de control (NLS y INIAP-422).

2.3.2 Condiciones de siembra y controles durante el ensayo

El terreno fue arado, rastrado y surcado con un espacio de 0.6 metros entre
surcos. Se realiz6 el replanteo del ensayo en campo, para luego delimitar las
parcelas (Figura 1) y por ultimo sembrar una semilla por golpe, cada diez

centimetros.
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Cada parcela consisti6 de cuatro surcos de cuatro metros de largo. Se

realiz6 un control manual de malezas, un mes después de la siembra

Figura 1. Delimitacion de bloques y parcelas para la siembra bajo, Granja Experimental
Tumbaco 2008.

Se aplicaron riegos con una frecuencia de 3 dias a la siembra durante 27
dias para todo el ensayo, y luego se diferenciaron los bloques sometidos a

estrés con una frecuencia de riego cada 15 dias (Figura 2).

Frecuenciade riego

0,5

Riego{1/0)

B SIN ESTRES

> = BAJO ESTRES
132027 43 45 < 62 76
92

Dias a la siembra

Figura 2. Frecuencia de riegos aplicados en el ensayo para resistencia a estrés hidrico desde

la siembra hasta el dia 92 a la siembra, Santa Catalina, 2009.

Durante el transcurso del ensayo para resistencia a sequia hasta el dia 92 a
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la siembra, se registraron los datos en centibares de los dos tensiémetros
ubicados fuera y dentro de la cubierta (Figura 2), asi como los datos de

temperatura bajo la cubierta.

Una vez que las plantas completaron el ciclo se procedio a cosechar cada
linea lo que se realiz6 arrancando las plantas de la unidad experimental donde
se sembrarén las variedades en estudio y eliminando las plantas de los
extremos de cada surco para evitar el efecto de borde. Las plantas cosechadas
fueron contabilizadas y depositadas en un saco con la correspondiente
etiqueta para su posterior trilla y evaluacién. La trilla se realizé a mano para
evitar dafios en el grano, posteriormente el grano fue limpiado de impurezas y
colocado en fundas de papel etiquetadas, para luego proceder a la toma de

datos requeridos.

2.3.3 Variables evaluadas

El ensayo de rendimiento en campo fue llevado a cabo para correlacionar
los resultados de laboratorio. Comprende la evaluacion de las siguientes

variables:

o Vigor: visualmente se evalué cada unidad experimental en el grado
de vigor que presentaron las plantas segun la escala 1-9 (Anexo 2) del CIAT
(1991).

o Carga: visualmente se evalu6é cada unidad experimental en el grado
de carga que presentaron las plantas segun la escala 1-9 (Anexo 3) del CIAT
(1991).

o Rendimiento (g / parcela): Se determiné el peso en gramos de grano

seco obtenido las plantas de la unidad experimental neta.

o NUumero de vainas / planta: Se determind contabilizando las vainas
con grano de la parcela neta y dividiendo para el nimero de plantas de la
parcela neta.

o Semillas / por vaina: Se determind contabilizando las semillas de la
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parcela neta y dividiendo para el nUmero de vainas de la parcela neta.

2.3.4 Anédlisis Estadistico

Para el ensayo de resistencia a estrés hidrico se llevo a cabo dos analisis
de varianza del rendimiento por planta al 0,05 de confianza, tomando por

separado a los tratamientos aplicados y uno en total del ensayo.

Adicionalmente se calculé la media geométrica (MG) para determinar
posibles resistentes y susceptibles debido a que la formula relaciona el
rendimiento obtenido con y sin estrés, segun la férmula reportada por Castafién
2000:

MG =+Rs*Rr

Rs = rendimiento promedio del individuo bajo estrés hidrico

Rr=rendimiento promedio del individuo sin estrés hidrico.

2.4  Evaluacion de lineas resistentes a Fusarium solani y a sequia

por medio de marcadores moleculares

2.4.1 Recoleccién de muestras

Una vez que las plantas de fréjol desarrollaron el segundo trifolio se
procedio a colectarlo, tanto para las 17 lineas de fréjol evaluadas para
resistencia a estrés hidrico y como para las 18 lineas de fréjol evaluadas
para resistencia a F. solani, en tubos eppendorf previamente etiquetados
conteniendo 100 ul de solucion buffer y se colocaron en hielo hasta llegar al

laboratorio de Biotecnologia para ser procesadas.
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2.4.2 Extraccién y Cuantificacion del ADN

La extraccion de ADN se realiz6 mediante el protocolo de Colombo (1998)
modificado por Erazo (2006). Segun el cual se macerd los trifolios colocando
un poco de meta bisulfito de sodio y 650 pl de buffer de extraccion caliente se
agitd y colocé 12 pl de B mercaptoetanol , seguido por un vértex y una
incubacion a 65 °C durante una hora, agitando cada 15 minutos. Paso siguiente
fue centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se trasladé a un
nuevo tubo y se aforé a 1 ml con el buffer de extraccién. Se adicion6 1ml de
CIA 'y se centrifugd por 5 minutos a 13000 rpm.

El sobrenadante se pasé a un nuevo tubo sin topar la interface y se aforo
con el buffer de extracciéon a 1 ml. Se repite este Ultimo paso y con el ultimo
sobrenandante se le afiade 1 ml de etanol 100%, realizando una leve agitacion
hasta se formen hilos blancos, se coloc6 en la refrigeradora durante 15
minutos, luego se centrifugd por 2 minutos a 13000 rpm y se desecha el
sobrenadante. Los tubos se colocan en la estufa a 37° C hasta que se evapore
todo el etanol. Por ultimo se diluye el pellet en TE (100ul) a bafio maria a 65°C.
Para la eliminacién de ARNasa se coloco 3 ul de ARNasa en cada tubo, se dio

un vortex , un punto de centrifuga y luego se incub6 por una hora a 37°C.

La cuantificacion se realiz6 por comparacién visual de intensidad de
bandas con un marcador de peso Low mass leader (Invitrogen), por
electroforesis en geles de agarosa (1,5%). La dilucion de ADN cuantificado se

realizd con agua estéril a una concentracion estandar de 2,5 ng/ul.

2.4.3 Amplificacién de marcadores RAPDs

Para la amplificacién de los marcadores RAPDs para la resistencia a
pudricion seca de raiz por F. solani (Tabla 5) y los marcadores moleculares
RAPDs para la resistencia a sequia (Tabla 6) se empled la técnica de
amplificacion descrita por Miklas et al., (1993) modificado por Haley et al.,
(1994a) y empleada por Shneider et al., (1997).

53



Tabla 10. Marcadores moleculares RAPDs empleados relacionados con la resistencia a

F. solani (flanqueantes) y a la resistencia a sequia (independientes), Santa Catalina 2009.

Marcadores Marcadores

Flanqueantes independientes
AL204., —G8,,00 OH19,,, OA08,,
012,,, — AL20,,, OAB18,,, 0Z08,,
S191000 - S191100 OFOlSZO OAO4560

OH18,, OXll,,

OX18,4,

Se dispensé en cada pocillo de la hilera la 1,25 ul de la muestra de ADN
correspondiente, manteniendo en hielo las muestras mientras se prepar6 el mix

gue se detalla en la tabla 11.

Tabla 11. Receta para 1 Rx (Murillo, 2002).

Reactivo Cantidad

5X PCR 2.2 ul

buffer

dNTP’s (10 0.4 ul
mM)

Primers 0.4 ul
(20mMm)

Taq 0.13 ul
polimerasa

5 u/ul

Agua 2.3 ul
Total 5.43 ul

Luego se dispenso6 en cada pocillo de la hilera 5 ul del mix preparado, y se
afiadi6 10 ul de aceite mineral para evitar la evaporacion de la muestra. Las
muestras fueron amplificadas en el termociclador con el siguiente programa; 34

ciclosde; 1 mina 94°C, seguidoporl mna35°Cy2mna72°C. A
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continuacion de 34 ciclos de; 1 mina 94°C,1mina40°C y5mina72°C
(Shneider et al., 1997).

2.4.4 Seleccion de individuos dentro de las poblaciones F,

Las muestras fueron colectadas y procesadas de la misma manera que
para la seleccion de los marcadores RAPDs en la fase I, sin embargo solo

se realizo la extraccion y cuantificacion de ADN.

2.45 Analisis de bandas

El software “LENGTH?” se utilizé para medir el tamafio de las bandas, el
analisis es de tipo cualitativo basado en la presencia (1) o ausencia (0) de
las bandas de los correspondientes marcadores, otorgando una calificacién
promedio a partir de las repeticiones.

En el caso de la validacion de marcadores los resultados de campo se
compararon con la presencia o ausencia de bandas, seleccionando asi los
marcadores funcionales que identificaron a las lineas de fréjol resistentes y

susceptibles.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1Evaluacion de lineas resistentes a Fusarium solani por método

convencional

En la evaluacion de las 18 lineas de fréjol, con tres repeticiones realizada
en el invernadero, es importante sefialar que el tiempo tan prolongado para la
evaluacion (60 dias segun la escala del CIAT, Anexo 3) después de la
inoculacién fue por causa de la temperatura. Esta variable es un agente
significativo en el desarrollo de la infeccion, tomando en cuenta que F. solani
tiene un rango de temperatura 6ptimo para infectar a la planta de 22°C a 32°C
(CIAT, 1990).

Luego de los 60 dias de retraso, se encontré una incidencia de infeccion
total en las tres repeticiones de cada una de las 18 lineas de fréjol inoculadas.
La incidencia de infeccibn se determiné por el grado de resistencia que
presenté cada linea. Los datos fueron procesados para realizar el analisis de

variancia como se puede observar en la Tabla 12.

Tabla 12. Analisis de variancia para 18 lineas de fréjol para la resistencia a F. solani, Santa
Catalina 2009.

FdeV gl SC F P

Total 49 49 5,95 0,0001**
Error 54,6 32 5,95 0,0001**
Lineas 172,6 17

cv 23,68

Media 5,55

El analisis de variancia mostré un alto grado de significancia (0,001**) para
los valores de infeccion obtenidos, lo que demuestra que existe diferencia
estadistica en la respuesta de los genotipos ante el patdgeno. Mientras que el
valor del coeficiente de variacion (Cv) de 23,68% refleja una dispersioén en los
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datos con respecto a la media posiblemente por las condiciones ambientales

manejadas dentro del invernadero.

El alto grado de significancia encontrado para los valores de infeccion de
cada linea evaluada permiti6 que se realice una clasificacién de los genotipos
evaluados de acuerdo al grado de resistencia que presentaron ante F. solani,
de tal forma que las 18 lineas se distribuyeron como resistentes, moderadas y

susceptibles (Tabla 13).

Tabla 13. Clasificacién de las medias de tres repeticiones segun la escala de evaluacién de
resistencia a F. solani de CIAT 2000 de lineas de fréjol, Santa Catalina, 2009.

Resistencia Linea Media
CO03104 7,7
C03160 7,6
Susceptibles C03122 7.5
CO3156 6,8
C03123 6,7
CO3164 6,0
C97407 55
C03110 5,5
C03148 5,2
Moderados CO3157 51
Imbabello 4,9
CO3131 4,8
C03129 4,4
C03158 4,1
CO03119 4,1
Negro
Ptga. 3,3
Resistentes NLS 2,8
C03108 2,2

Como se puede observar en la tabla 13 todos los genotipos evaluados
presentaron infeccion al ser inoculados por F. solani pero diferenciados por el
grado de resistencia al mismo, a excepcion del control negativo que presento

un valor de cero (no se muestra valor) por no haber sido inoculado por el
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patégeno. El grupo de genotipos susceptibles (con valor de infeccién desde 7,7
hasta 6,7) presentd caracteristicas de infeccion con una reduccién severa del
sistema radical, y con mas del 60 % de los tejidos del hipocétilo y de la raiz

afectados por pudricion.

En la Figura 3 se muestra la linea CO3104 de fréjol, la mas susceptible de
todo el ensayo. Se puede observar el necrosamiento total del hipocétilo y un
escaso sistema radical, adicionalmente el momento del analisis se comprobo

que su contextura se ablandé por efecto de la pudricion.

Figura 3. Raices de la linea CO3104 infectada
por F. solani, Santa Catalina 2009.

El grupo de resistencia moderada (valor de infeccion desde 4,1 hasta 6)
presentd el 50% de los tejidos del hipocétilo y de la raiz cubiertos con lesiones
gue se combinan con ablandamiento, pudricién y reduccion considerable del
sistema radical. Dentro de este grupo se encuentra al control susceptible
Imbabello con valor de infeccion 4,9 (Tabla 13) con sintomas de necrosamiento
y reduccién del sistema radicular, con raices adventicias como se puede

apreciar en la Figura 4.
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Figura 4. Raices de la linea Imbabello infectada

por F. solani, Santa Catalina 2009.

El grupo de lineas resistentes (valores de infeccion desde 3,3 hasta 2,2)
presentaron caracteristicas leves de infeccion que incluyen; decoloracion ligera,
pocas necroticas o con un 10% aproximadamente de los tejidos del hipocatilo y
de la raiz cubiertos con lesiones. Estas caracteristicas de infeccion las mostro
el padre donante de la resistencia la linea NSL (valor de infeccién 2,8) como
pueden observarse en las Figura 5.

Figura 5. Raices de la linea NSL

infectada por F. solani, Santa Catalina 2009.

El control resistente Negro Pallatanga (valor de infeccion 3,3) puede
observarse en la Figura 6 con un sistema radicular poco afectado, sin

emergencia de raices adventicias, ni lesiones necroticas.
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Figura 6. Raices de la linea NBP infectada

por F. solani, Santa Catalina 2009.

Por ultimo dentro de este grupo se ubico al genotipo mas resistente del
ensayo, la linea CO3108 (valor de infeccion 2,2) como se observa en la figura 7
su sistema radical esta entero y no existe necrosamiento, y es uno de los

genotipos donde se presentaron nédulos radiculares.

Figura 7. Raices de la linea C0O3108 infectada

por F. solani, Santa Catalina, 2009.
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3.2Evaluacién de lineas resistentes a Fusarium solani por medio de

marcadores moleculares

La evaluacion de las lineas resistentes a F. solani por el método molecular
se realizé con cuatro marcadores RAPDs flanqueantes (Tabla 15) reportados
por Roman B. & Kelly J. en el 2005. Las amplificaciones se efectuaron de
manera independiente para cada marcador y después se empataron los
resultados. Las bandas obtenidas se midieron con el programa length para
determinar la distancia exacta en pares de bases, dando el valor de 1 a la
presencia de la banda y el valor de 0 a la ausencia de la misma. Todos los
marcadores empleados fueron amplificados dos veces para verificar los
resultados obtenidos. Con los datos obtenidos se elaboré una matriz

simplificada de todos los marcadores como se observa en la Figura 8.
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Imb  NSL 97407 NBP 3104 3123 3122 3118 H20 MAR Imb  NSL 97407 NBP 3128 3123 3122 3118 3108 MAR 3104

Imb  NSL 97407 NBP 3129 3123 3122 3119 3108 MAR 3104 Imb  NSL 97407 NBP 3123 3123 3122 3118 3108 MAR 3104

el b

_Marcadores
Bandas (pb)/
- 850 800 1400 1000 1100
Lineas
Imbabello o 1 1 1 1
NSL 1 o (o] 1 1
CcCO97407 1 o 1 1 1
NBP 1 o o e] o
CcO3104 1 1 1 1 1
Cc03123 o L (o] o] o
cO3122 1 1 1 (o] o
CcCO3119 o 1 0 0 0

Figura 8. Visualizacion de la amplificacion de cuatro marcadores moleculares RAPDS para

resistencia a F. solani a) marcador AL20g5, b) marcador 0124, c) marcador G8,,q, d)

marcador S19;440/1,00. Santa Catalina 2009.

El primer marcador analizado fue AL20 que presentd bandas a 850 pb en
los controles resistentes (NSL y NBP), susceptible (CO97407) y en las lineas
C03104 y C0O3122 como se puede observar en la figura 8a.
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El marcador O12 present6 bandas a 800 pb para el control susceptible
(Imbabello) y para cuatro lineas (CO3104, CO3123, CO3122, CO3119) tal
como se detalla en la figura 8b. Mientras que el marcador G8 presentd bandas
a 1400 pb para los dos controles susceptibles (Imbabello y CO97407) y en dos
lineas (CO3104 y C0O3122) como se puede observar con el valor de 1 en la
tabla de la figura 8. Por ultimo el marcador S19 presentdé bandas a 1000 pb y
1100 pb para los controles susceptibles (Imbabello y CO97407), para el control
resistente (NSL) y para la linea CO3104.

3.3 Evaluacién de lineas resistentes a sequia por método convencional

El ensayo para resistencia a estrés hidrico se llevd a cabo en la Granja
Experimental Tumbaco bajo una cubierta que permitid controlar el ingreso de
agua de lluvia, estableciendo dos tratamientos: a) bajo estrés hidrico (bloque 1
y 2) y b) sin estrés hidrico (bloques 3 y 4), diferenciados por la variacién en la
frecuencia de riego que se aplicé a los blogues. Los valores medios de
temperatura registrados demostraron que el experimento se llevé a cabo a una
temperatura minima de 13 °C y una maxima de 34 °C (Figura 9), en
comparacion a la temperatura minima anual de 6,5 °C y maxima de 23,1 °C de
la Granja Experimental Tumbaco, demostrando que el ensayo no solo sufrié un
estrés hidrico por regulacion en la frecuencia del riego de agua sino también

con un aumento en la temperatura.

Registro de temperatura

40
0 W
20

10
0 B Tmin

Temperaturaen 2C

0 B Tmax

6 13
20
Y42 as s 62
76 92

Dias a la siembra

Figura 9. Datos de temperatura en grados centigrados registrados en el ensayo para

resistencia a estrés hidrico desde la siembra hasta el dia 92 a la siembra, Santa Catalina 2009.
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El registro de los tensiometros ubicados tanto fuera como dentro de la
cubierta (Figura 10), mostraron un valor medio externo a la cubierta de 19 cb y
un valor medio bajo cubierta de 32,5 cb lo que demuestra que las plantas

estuvieron sometidas a un estrés hidrico.

Registro de datos de Tensiometros

50

40

30

20 W Bajo estrés

= Sinestrés

presion osmotica en ch

10

0]

0 6 13 20 27 42 48 56 62 76 92

Dias a la siembra

Figura 10. Datos de dos tensiometros en centibares registrados en el ensayo para resistencia

a estrés hidrico desde la siembra hasta el dia 92 a la siembra, Santa Catalina, 2009.

Los bloques 1y 2 del tratamiento bajo estrés hidrico (Fig 11) presentaron en
mayor grado sintomas de estrés hidrico lo que se evidencia en ciertas unidades
experimentales (surcos) con individuos de menor tamafio, con follaje amarillo y

pocas hojas.

Figura 11. Bloque 2 del tratamiento bajo estrés, Tumbaco 2008.

64



En cambio, en la Figura 12 se observa que el bloque 4 no presento los

surcos con amarillamiento y posee surcos totalmente verdes.

Figura 12. Bloque 4 del tratamiento sin estrés bajo cubierta, Tumbaco 2008.

Las plantas ante el incremento de temperatura respondieron con
movimientos paleotrépicos, y defoliacion de hojas para minimizar la pérdida de
agua como se puede observar en la figura 13.

Figura 13. Sintomas de amarillamiento y defoliacion en el tratamiento bajo estrés
Tumbaco 2008.

Los bloques sin estrés presentaron menor grado de defoliacion y poco
indice de amarillamiento pero también realizaron movimientos paleotropicos de

sus hojas para evitar la pérdida de agua como se observa en la figura 14.
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Figura 14. Surco del blogue 4 del tratamiento sin estrés Tumbaco 2008.

En el transcurso del ensayo se observd una infeccibn por plagas que
generalmente se presentan en ambientes secos: antracnosis y oidio (Figura

15). Los bloques del tratamiento bajo estrés presentaron con mayor incidencia.

Figura 85. Plagas presentes en las hojas de fréjol en

el ensayo de para resistencia a sequia: a) oidio y b) antracnosis

Terminado el ciclo de siembra, el material fue cosechado, trillado, pesado y
procesado para obtener el rendimiento por planta (gramos de semilla/planta)
para cada genotipo y blogue del experimento. Con estos datos se realiz6 tres
analisis de varianza para el rendimiento por planta. El primer analisis de
varianza tomé en cuenta las repeticiones (4 bloques totales) del disefio. En
este andlisis se encontr6 que existe diferencia significativa entre los bloques
evaluados lo que gener6 tres grados de significancia como se puede ver en la
Tabla 14.
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Tabla 14. Medias del rendimiento ( g de semilla/planta) de cada bloque del ensayo para

resistencia a sequia en la Granja Experimental Tumbaco, 2009.

Bloque MEDIAS #delineas GRADOS
1 3,2 16 A
2 5,03 16
3 5,42 16 B C
4 6,84 16 C

El primer grado de diferenciacién corresponde al bloque 1 (tratamiento bajo
estrés), con una media de 3,2 g de semilla/planta. Este valor es la media mas
baja del ensayo, posiblemente se deba a la ubicacion del bloque en el ensayo.
El bloque 2 y el bloque 3 presentaron el mismo grado de significacion con una
media de 5,03 y de 5,42 g de semilla/planta respectivamente, posiblemente
este resultados se deba al reflejo de una filtraciébn de agua subterranea debido
a la ubicacién de los bloques para el riego. El bloque 4 con una media de 6,84
g de semilla/planta esta dentro del grupo “c” de significancia con el bloque 3

posiblemente a que los dos blogues son del mismo tratamiento sin estrés.

El segundo andlisis de varianza (Tabla 15) evidencia que existe una alta
significancia para los 4 bloques del ensayo (0,002**), lo que sugiere que existe
variacion por efecto de los tratamientos. La alta significancia (0,0417**) en las
lineas nos indica que los genotipos presentan distinta respuesta a los
tratamientos que se emplearon. El alto coeficiente de variacion (Cv de 37,95)
indica que los datos estan dispersos con respecto a la media esto puede ser
efecto de los tratamientos y de las condiciones a las que se someti6 al

experimento total.
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Tabla 15. Analisis de varianza del peso de semilla en gramos por planta para 16 lineas de fréjol

F6 combinando los dos tratamientos, Tumbaco 2009.

FdeV GL SC P
Total 63 440,85
Bloque 3 107,71 0,0002**
Lineas 31 223,63 0,0417*
Error 29 109,52
Ccv 37,95
X (gramos/planta) 5,12024722

El tercer analisis de varianza (Tabla 16) para el rendimiento (g de
semiilla/planta) se realizé independiente para cada tratamiento. Se encontré
diferencia significativa para las repeticiones (bloques) tanto para el tratamiento
bajo estrés como para el tratamiento sin estrés. En el tratamiento sin estrés se
evidencié una alta significancia para las lineas (0,0033**) demostrando que los
genotipos respondieron de manera distinta ante el tratamiento. La Tabla 16 nos
indica los valores de los coeficientes de variacion: de 55,8% para el tratamiento
bajo estrés dando a entender que existe una dispersion alta en los datos
obtenidos de la media y lo que puede explicarse por a la ubicacion de los
blogues en el ensayo, como se manifesté en el primer analisis de varianza
realizado sobre los bloques. Y un coeficiente de variacion de 24,59 % para el
tratamiento esta dentro del rango aceptable para los ensayos en campo,

diciendo asi que no existe una dispersion de los datos de la media.
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Tabla 16. Andlisis de varianza del rendimiento de 16 lineas para dos tratamientos, Tumbaco

20009.
TRATAMIENTO
BAJO ESTRES SIN ESTRES
FdeV GL SC P SC P
Total 31 175,78 200,33
Repeticion 1 26,87 0,0393* 16,09 0,0177*
Lineas 15 69,83 0,5936 150,21 0,0033**
Error 15 79,08 34,02
Ccv 55,8 24,59
X (gramos/planta) 4,11 6,13

Tomando en cuenta los resultados del analisis de los ADEVAS realizados
se procedié a clasificar a los genotipos. Se utilizé la formula de la media
geométrica; MG =+/Rs*Rr (Castafion, 2000), que permiti6 relacionar el
rendimiento de cada genotipo bajo los dos tratamientos (con y sin estrés) para
compararlo con la media geométrica general (MG) que diferencia dos grupos:
a) lineas con un rendimiento sobre la media y b) lineas con un rendimiento bajo
la media. El punto de clasificacion, la media geométrica general con una valor
de 5,05 (Tabla 13), nos muestra el primer grupo de lineas sobre la media,
donde se destaco la linea A1P20 con una MG de 8,41, lo que quiere decir que
este individuo presentd la menor afeccion bajo estrés demostrando un
rendimiento similar al que exhibe bajo el tratamiento sin estrés. Dentro de este
grupo en orden descendente se hallan las lineas; DP15, A1P15, DP18, A1P11,
DP19 y el control C. chota (Tabla 13) las que posiblemente presentan un nivel

mas alto de adaptacion y respuesta a condiciones de estrés hidrico.
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Tabla 17. Medias de rendimiento en gramos por planta de 16 lineas de fréjol Fs bajo dos

tratamientos para la evaluacion de resistencia a estrés hidrico, Tumbaco 2009.

LINEAS x SINRIEGO x CONRIEGO MG

Al1P20 3,83 4.4 8,41
DP15 2,59 5,61 6,81
Al1P15 1,07 4,57 6,19
Chota 4,64 8,17 6,16
DP18 2,31 5,94 6,04
AlP11 4,54 7,13 5,69
DP19 5,09 7,54 5,54
AlP44 7,22 9,79 4,42
C1pP22 3,62 5,41 4,13
Fanesquero 3,7 4,61 4,1
C1P23 5,37 2,98 4
DP11 3,68 4,03 3,85
Portilla 4,04 11,49 3,81
Al1P6 2,84 4,46 3,7
DP16 6,12 5,96 3,56
Concepcion 5,17 5,93 2,21
MA 4,11 6,13

MG 5,02

Las lineas con un rendimiento menor a la media (bajo 5.02) incluyen a las
lineas DP16, A1P6, Portilla, DP11, C1P23, Fanesquero, C1P22 Y A1P44 con
Su respectivo valor segun la Tabla 13. Y dentro de este grupo se encuentra el
control susceptible Concepcion con una MG de 2,4 siendo la linea mas
susceptible dentro de este ensayo.

34 Evaluacion de lineas resistentes a sequia por medio de

marcadores moleculares

La evaluacion de las lineas resistentes a sequia por el método molecular se
realizé con nueve marcadores RAPDs (Tabla 15) reportados por Schneider et

al., en 1997. Las bandas obtenidas se midieron con el programa length para
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determinar la distancia exacta en pares de bases, se procedié a asignar con
cero a la ausencia de banda y con uno a la presencia de las mismas. Los datos
obtenidos se resumen en la Figura 16 donde se observa la amplificacion de los
nueve marcadores con los controles resistentes (Portilla, C. Chota y L8863) y
susceptibles (Fanesquero y Concepcion) asi como la matriz obtenida al final del
ensayo. Todos los marcadores empleados fueron amplificados dos veces para

verificar los resultados obtenidos.

Los marcadores OAB18, OH18, OF01, OZ08 y OAO08 se reportaron por
estar relacionados con lineas con alto rendimiento segun Schneider et al.,
1997. Dentro de este grupo los marcadores OAB08, OF01 y OZ08 presentaron
bandas tanto en los controles susceptibles: Fanesquero y Concepcién como
para en los controles resistentes: Portillay C. Chota y para el padre donante de
la resistencia (L8863), como se puede observar en la Figura 16.

Para el marcador OH180 se observo la ausencia de bandas en todos los
controles resistentes y susceptibles como en el padre donante del alelo
resistente (L8863). El marcador OAB18 presento una banda solo para el control
susceptible Fanesquero Yy para el padre donante de la resistencia (L8863) asi

como para varias lineas de control.

Schneider et al.,, 1997 reporta un segundo grupo de marcadores OH19,
OA04, OX11, OX18 relacionados con lineas de bajo rendimiento. En el
presente estudio de este grupo de marcadores OA04, OH19 Y X11 obtuvieron
bandas tanto en los controles resistentes (Portilla y C. chota) como en los
controles susceptibles (Fanesquero y Concepcion). Mientras que el marcador
OX18 no presento bandas en ninguno de los controles pero si en el padre

donante de la resistencia (L8863).
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[] h i
MARCADORES
LINEAS 0A04 OA08 AB18 Fo1 H19 H18 208 X18 X11
Fanesquero 1 0 1 1 1 0 1 0 0
Portilla 1 1 0 1 1 0 1 0 1
Concepcion 1 1 0 1 1 0 1 0 1
C. Chota 1 1 0 0 1 0 0 0 0
18863 1 1 1 1 0 1 1 0 0
A1P6 1 1 1 1 1 1 1 0 0
AP 1 1 1 1 1 0 1 0 1
A1P15 0 1 0 1 1 1 1 0 0
A1P20 1 1 1 0 0 0 1
NSL 0 1 1 0 0

Figura 16. Amplificacion de nueve marcadores RAPDs a) marcador 0A04559 CON 18 muestras y
un negativo. b) marcador 0A08;5; con 8 muestras y un negativo. ¢) marcador OABl8z5, con 8
muestras y un negativo. d) marcador OF0i55q con 18 muestras y un negativo. €) marcador
OH19g9¢ CON 18 muestras y un negativo. f) marcador OH18;,,o con 18 muestras y un negativo. g)
marcador 0z08;59 con 18 muestras y un negativo. h) marcador 0x18y9gg CON 18 muestras y un

negativo. i) marcador 0x1lgg, con 18 muestras y un negativo.
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CAPITULO 4: DISCUSIONES

4.1  Evaluacion de lineas resistentes a Fusarium solani por medio

de método convencional y de marcadores moleculares.

El objetivo del presente ensayo fue evaluar el grado de resistencia de 18
lineas de fréjol a F. solani por el método convencional y corroborar el resultado
con los marcadores moleculares RAPDs. Tomando como base los estudios
realizados por Roman & Kelly en el 2005 y por INIAP en el 2007. Para lo cual
se evaluaron dos lineas perentales NSL padre donante y C97407 madre
recurrente, 14 genotipos producto de la cruza en Fs(IBL), un control resistente

Negro Pallatanga y un control susceptible Imbabello.

Durante el ensayo por el método convencional tanto las plantas de fréjol
como la propagacion de la infeccion de F. solani presentaron un desarrollo
tardio, por lo que se tuvo que evaluar 60 dias después de la inoculacién con el
patbgeno. Este dato contrarresta con investigaciones realizadas por CIAT
(2000), Roman & Kelly (2005) o de Shneider (2001) que emplearon un
protocolo de inoculacion similar pero evaluaron las plantas después de 15 dias
de la inoculacion. El retardo observado tanto en el desarrollo de la planta como
en la propagacion de la infeccibn podria explicarse por la temperatura
registrada durante el ensayo. El promedio de la temperatura minima fue de
11°C y de la temperatura maxima de 25°C durante el ensayo. El factor
temperatura podrian haber provocado el retardo en el desarrollo de la infeccidon
debido a que se ha reportado que ha temperaturas menores a 18 °C se retarda
el desarrollo de las plantas de fréjol. Posiblemente la baja temperatura retardo
el desarrollo de la infeccion ya que el rango Optimo para que F. solani infecte a
P. vulgaris va de 22°C a 32°C (CIAT, 1990). Sin embargo, el desarrollo de la
infeccion presentd los sintomas normales producidos por Fusarium solani que
se evidenciaron con la presencia de estrias longitudinales rojizas en el
hipocdtilo y en la raiz primaria de las plantulas, a medida que progreso la
infeccion, todo el sistema radical se cubrié de lesiones café rojizas superficiales
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y en ocasiones se presentaron fisuras tal como lo describio Abawi, en su

reporte en 1989.

Se encontré una incidencia total de la infeccion en las 18 lineas evaluadas y
distinta penetrancia del patdogeno de acuerdo a la resistencia del genotipo.
Tomando en cuenta que la resistencia de una planta ante un patégeno es la
habilidad de la planta (hospedero) para detener el crecimiento del patégeno a
través de un mecanismo genético. El hospedero retarda o suprime la invasion
de sus tejidos por parte del patdogeno (Tapiero A. 1999). Asi los 18 genotipos
de fréjol fueron valorados de acuerdo a la escala del CIAT (1990) y clasificados
de acuerdo a su grado de resistencia ante la infeccion del patdégeno en tres

grupos como: resistentes, de resistencia moderada y susceptibles.

Los genotipos clasificados como resistentes CO03108, NLS, Negro
Pallatanga, presentaron valores de infeccion de 2.2 a 3.3 segun la escala CIAT.
Estos genotipos mostraron en la evaluacion de la infeccion un sistema radicular
poco afectado, decoloracion ligera y pocas lesiones. INIAP en el 2007 reporté a
las lineas NSL (padre donante) y Negro Pallatanga (control) como genotipos
resistentes. Mientras que la linea de fréjol CO3108 fue reportada como un
genotipo susceptible. Este resultado deberd comprobarse puesto que el
presente estudio demostr6 que CO3108 es un genotipo poco estable en su
expresion ante el patdgeno. Y podemos decir que las lineas NSL y Negro
Pallatanga son efectivas para un programa de mejoramiento o como controles

resistentes para futuras investigaciones.

Los genotipos de resistencia moderada C03119, CO3158, C03129,
C03131, Imbabello, CO3157, CO3148, CO3110, C97407, CO3164 y CO3156
presentaron valores de infeccion de 4.5 a 6.8. Al momento de ser evaluadas
estas lineas mostraron el 50% de los tejidos del hipocodtilo y de la raiz cubiertos
con lesiones; que se combinan con ablandamiento, pudricién y reduccion del
sistema radical tal como lo describe la escala de evaluacion del CIAT (2000).
No existe un reporte previo sobre las lineas C0O3158, C0O3157, CO3164 y
C03156 por lo cual la clasificacion de esta investigacion es una base de datos
para préximos estudios de resistencia para F. solani. INIAP (2007) reporto a
las lineas CO3131, CO3148, CO3119 e Imbabello como susceptibles, mientras
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que las lineas CO3129 y CO3110 se reportaron como resistentes. La linea
C0O97407 la madre recurrente de la cruza fue reportada como un genotipo
susceptible por Aviles y por INIAP sin embargo al relacionarla con un marcador
para un QTL de resistencia se concluy6 que esta linea presentaria cierto grado
de resistencia ante el patégeno. La conclusion de Aviles poyaria a decir en la
presente investigacion que las lineas pertenecientes al grupo de resistencia

moderada presentan cierto grado de resistencia ante el patégeno.

El grupo de lineas susceptibles CO3123, CO3156, C0O3122, CO3160 y
CO3104 presentaron valores de infeccion de 6,7 a 7,7 segun la escala del CIAT
(2000). Estas lineas el momento de ser evaluadas presentaron una reduccién
severa del sistema radical, con mas del 75 % de los tejidos del hipocotilo y de
la raiz afectados por estados avanzados de pudricién, con un necrosamiento y
ablandamiento del tejido radicular. Las lineas CO3160, CO3123 y CO3156 no
has sido anteriormente reportadas siendo la presente investigacion una fuente
de informacién para futuras investigaciones. INIAP en el 2007 reporta el
genotipo CO3122 como susceptible confirmando el resultado. Sin embargo la
linea CO3104 fue reportada como un genotipo resistente y en el presente
ensayo se encontré6 como el genotipo mas susceptible ante la infeccion de F.
solani. Este resultado indicaria que este genotipo es poco estable en su
expresion ante el ataque de F. solani por lo que seria recomendable realizar
mMAas ensayos para medir su variabilidad expresion para la resistencia ante el

patdgeno.

De manera general la variabilidad de respuesta de los genotipos ante la
infeccion de F. solani obtenida en el presente estudio en comparacion a
ensayos anteriores se podria explicar por la complejidad de la caracteristica
cuantitativa. Ya que la resistencia a F. solani es una caracteristica cuantitativa,
es el resultado de la expresion aditiva de multiples genes y del efecto del medio
ambiente sobre estos (Asins, 2002 y Hartl et al., 2009). Por lo tanto, la
variabilidad de respuesta de las lineas ante F. solani podria atribuirse al factor
ambiente. Siendo que la cepa de F. solani empleada en este estudio no es la
misma a la utilizada previamente y este podria ser una factor diferencial sobre

la respuesta de resistencia. Esto ha sido reportado por Navarrete y Acosta
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(1999) al estudiar la reaccién de las variedades de frejol comun ante Fusarium
en México, donde experimentaron una variacion en el grado de severidad en
los genotipos entre y dentro de los ensayos efectuados en distintas fechas en
el mismo sitio. Estos investigadores atribuyeron la variacion de respuesta a la
complejidad de la resistencia y sugiere la falta de homogeneidad genética de
los genotipos, sobre todo de las variedades criollas que pertenecen el acervo
Mesoamericano. Adicionalmente sefialan la existencia de diferentes razas de
Fusarium en el sitio de evaluacién lo que habria condicionado la variacién en el

grado de severidad y respuesta de los genotipos.

Ademas en el presente estudio se observo que los materiales resistentes se
ubicaron cuatro puntos mas abajo que los materiales susceptibles en la escala
CIAT (2000). Schneider (2000) obtuvo un rango parecido, de la misma
manera que Roman y Kelly (2005). Esta diferencia en la escala apoya al hecho
de que los genotipos resistentes tienen una reduccién sustancial en la
penetrancia de la infeccion (Roman & Kelly 2005). Adicional a esto es
importante destacar que CO3108, el genotipo mas resistente del ensayo
sobrepaso la resistencia del padre donante (NSL) y CO3104 el genotipo mas
susceptible del ensayo sobrepaso el valor de susceptibilidad de la madre
recurrente (CO97407). Estos genotipos que obtuvieron valores extremos en la
distribucion de la resistencia, demuestran el comportamiento de una
caracteristica cuantitativa, en una distribucion normal (Hartl et al., 2009). Este
efecto también fue experimentado en el ensayo realizado por Roman & Kelly en
el 2005.

La clasificacion realizada en el presente estudio por el método convencional
debia ser apoyada a través de los resultados de los marcadores moleculares
RAPDs. Para lo cual se emplearon cuatro marcadores RAPDs: AL20gs50, G8gso,
012300 Y S19100011100, Marcadores de tipo flanqueante que permiten identificar
genotipos que porten posibles QTLs de resistencia ante F. solani asi como lo
reportan Shnaider (2001) y de Roman & Kelly (2005). Estos marcadores se
reportaron de acuerdo al alelo de la linea donante teniendo asi AL20gs0 - G8gso
y 0125 - AL20gs0 marcadores cuyo alelo donante de la resistencia pertenece a

NSL. Y el marcador S19;000— S191100 Cuyo alelo donante de la resistencia de
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pertenece a CO97407. Para el presente estudio se tomo como base del
andalisis, la relacion del marcador con el padre donante del alelo resistente para
determinar si el marcador era suficientemente polimorfico para distinguir entre
genotipos resistentes y susceptibles. Los marcadores AL20gs50 Y S191000/1100 €N
el presente estudio tuvieron bandas esperadas en las lineas donantes del alelo
pero también se obtuvieron bandas en los controles contrarios a la resistencia.
Los marcadores G8gsoy O12g0 NO presentaron bandas en las lineas donantes
del alelo de resistencia. En el analisis individual de estos marcadores podemos
decir que no presentan el polimorfismo necesario para ser considerados como
una herramienta molecular discriminante, debido a que no permiten diferenciar

genotipos resistentes de susceptibles.

Asi podemos decir que la clasificacion de genotipos resistentes de
susceptibles fue factible por medio del método convencional (evaluacion de la
raiz de las lineas inoculadas con F. solani) debido a que los cuatro marcadores
moleculares empleados en el presente estudio no presentan suficiente
polimorfismo para discriminar genotipos resistentes de genotipos susceptibles.
Respaldados por los datos obtenidos podemos decir que es necesario la
evaluacion de nuevos marcadores para ser implementados en un MAS como

herramientas de seleccion.

4.2 Evaluacion de lineas resistentes a sequia por medio de

método convencional y de marcadores moleculares.

El objetivo del presente ensayo fue evaluar el grado de resistencia a sequia
de 16 lineas de fréjol por el método convencional y corroborar el resultado con
los marcadores moleculares RAPDS. Siendo las 18 lineas de fréjol: dos
parentales recurrentes Fanesquero y Concepcién, dos controles resistentes
Portilla y Chota y 14 lineas progenies Fs (IBL). Para la evaluacion convencional
se reprodujo un ambiente de sequia sembrando las lineas de fréjol bajo una
cubierta plastica. Se aplico dos tratamientos: el tratamiento bajo estrés con una
frecuencia de riego cada 15 dias (bloques 1y 2) y el tratamiento sin estrés con
una frecuencia de riego cada 5 dias (bloques 3y 4).
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Todo el ensayo fue sometido a cierto grado de estrés, debido a que la
cubierta concentr6 mayor cantidad de calor que el ambiente normal. La
concentracion de calor se confirm6 por la temperatura interna registrada
durante el ensayo; la temperatura minima de 13 °C y la temperatura maxima de
34 °C en comparacion la temperatura minima anual de 6,5 °C y maxima de
23,1 °C del ambiente normal en Tumbaco. El estrés hidrico experimentado en
todo el ensayo se comprob6 también mediante el registro los datos de los
tensibmetros externos a la cubierta de 19 cb y bajo cubierta de 32,5 cb. El
registro de los tensiometros nos permite decir que la diferencia en la tensién
superficial del agua refleja que en el exterior existia mayor cantidad de agua

disponible para las plantas que dentro del ensayo.

La diferencia de los tratamientos se comprobd por medio del andlisis
estadistico del rendimiento (g de semiilla/planta) realizado para cada bloque y
genotipo; obteniendo alta significancia para los bloques (p = 0,0417*) y las
lineas (p= 0,0002**). La alta significancia para las lineas nos permite decir que
existe diferente respuesta de los genotipos ante el déficit hidrico, reflejado en el
rendimiento. Se utilizé la formula de la media geométrica (Castafion, 2000)
para clasificar a los genotipos de acuerdo a sus resistencia. Esta formula
relaciona el rendimiento experimentado bajo estrés con el rendimiento del
tratamiento sin estrés, obteniendo asi dos grupos: genotipos resistentes (con
valores de rendimiento sobre la media geométrica) y los genotipos susceptibles
(con valores de rendimiento bajo la media geométrica). Esta clasificacion refleja
el concepto de la resistencia de un cultivar a la sequia, definido como la
capacidad de la planta para producir mayor cantidad de semilla y biomasa bajo
condiciones limitadas de humedad del suelo (Falconi, 2005).

Los genotipos resistentes DP19, A1P11, DP18, Chota, A1P15, DP15,
A1P20 fuero las lineas de frejol que en el presente estudio no disminuyeron su
rendimiento de manera drastica por el déficit hidrico, esto quiere decir que
estas lineas de fréjol produjeron similar cantidad de grano en el tratamiento con
estrés como en el tratamiento sin estrés. A diferencia de los genotipos
susceptibles Concepcion, DP16, A1P6, Portilla, DP11, C1P23, Fanesquero,

C1P22 y A1P44 que se vieron altamente afectadas por el déficit hidrico que se
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reflejo en una reduccién en el rendimiento de grano, siendo el efecto contrario
al antes expresado. Adicionalmente hay que sefalar que el genotipo mas
resistente en el presente ensayo fue la linea A1P20 con un valor de media
geométrica de 8,41. Y la linea Concepcidn (control susceptible) es el genotipo
mas afectado por el tratamiento de estrés con un valor de media geometria de
2,4. Los dos valores extremos del experimento demuestran que los genotipos
responden de manera distinta ante el estrés hidrico, siendo asi que A1P20
presenta una mejor adaptacion al déficit hidrico, con un rendimiento similar al
que exhibe bajo el tratamiento sin estrés. Asi posiblemente la linea A1P20
puede ser un candidato para una cruza para incrementar la resistencia ante el
estrés hidrico de una variedad ecuatoriana comercial. Pero también cabe
destacar que tanto la linea resistente A1P20 como la linea méas susceptible
Concepcion del presente ensayo pueden ser utilizadas como controles en

investigaciones futuras.

La clasificacion realizada por el método convencional se debid respaldar
con el método molecular, para el cual se utilizaron dos grupos de marcadores:
a) los marcadores OABLS8, OH18,,, OF0L,, 0Z08,.,, OA08,,, relacionados a

genotipos de alto rendimiento bajo estrés hidrico y

b) OH19,,, OAD4.., OX11,, OX18,,, relacionados a genotipos de bajo rendimiento
bajo estrés hidrico. En el presente estudio los marcadores OA08,, ,
0z08,;, OA04,,, OABL8,, OF0L,, presentaron bandas tanto en los controles
positivos como en los controles negativos. Los marcadores OH18,,,,0X18y,, NO
presentan banda en ningun control resistente o susceptible. Y los marcadores
OH19,,, ¥ OX1ly, presentaron bandas en los controles resistentes siendo

marcadores RAPDS relacionados al grupo de genotipos susceptibles.

Para explicar el resultado obtenido en el presente estudio se cita a Shneider
(2001) que trabajo con dos poblaciones distintas en varios afios, aplicando el
mismo grupo de marcadores moleculares y no encontré0 ningun marcador
asociado con una caracteristica de rendimiento en todas las locaciones y afios
en que realizdé los experimentos. Shneider concluyé que la variacion de

resultados se debid a la influencia ambiental, algo tipico de una caracteristica
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cuantitativa como es el estrés hidrico (Hartl et al., 2009). Shneider también
concluyé que la aplicaciébn de los marcadores moleculares RAPDs para un
MAS (sistema de seleccion por marcadores moleculares) debe ser no solo
especifico para una poblacién sino también para un ambiente particular. Esto
apoya al objetivo de la presente investigacion que era probar la utilidad de los
nueve marcadores moleculares dentro del ambiente Ecuatoriano para las 16
lineas de fréjol. Indistintamente del grupo al que pertenecian los marcadores
RAPDs segun la clasificacion de Shneider (2001) en la presente investigacion
los nueve marcadores moleculares RAPDs no presentan el polimorfismo
suficiente para ser considerados como posibles herramientas moleculares que
distingan un genotipo resistente de uno susceptible. Al reportar estos
marcadores como poco polimoérficos se da pauta a la realizacion de nuevas
investigaciones con nuevos marcadores moleculares RAPDs que sirvan como

herramientas de seleccion para los programas de mejoramiento.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

En el ensayo por el método convencional para la resistencia a Fusarium
solani en invernadero se comprobé que la temperatura registrada (minima 11°C
y maxima 25°C) afect6 al crecimiento de las plantas de fréjol y al desarrollo de
la infeccion en las plantas Puesto que el rango Optimo para que F. solani
infecte a P. vulgaris va de 22°C a 32°C (CIAT, 1990) y que a temperaturas
menores a 18 °C se retarda el desarrollo de las plantas de fréjol. Pese al
retardo en el desarrollo de la infeccion se observaron todos los sintomas
reportados segun la escala CIAT (2000) de F. solani en la raiz de las 18 lineas

de fréjol evaluadas.

La incidencia de la infeccién fue total en las 18 lineas de fréjol y la
penetrancia del patdégeno fue distinta de acuerdo a la resistencia de cada
genotipo. Asi por el método convencional se clasificé a los 18 genotipos por su
grado de resistencia en: resistentes moderados y susceptibles. La linea
C03108 fue la mas resistente y su contraparte la linea CO3104 se considerd

como la mas susceptible.

Se observé una segregacion transgresiva de los genotipos C0O3108 y
C0O3104 que sobrepasaron los valores de resistencia y susceptibilidad del
padre resistente NSL y de la madre recurrente CO97407 respectivamente,

reflejando un comportamiento de una caracteristica cuantitativa.

Se comprobd que los marcadores AL20gso - G8gso, O12g00 - AL20gs0,
S191000 — S191100 SON poco polimérficos y no pueden emplearse como criterio
de seleccion para diferenciar un genotipo resistente de uno susceptible. Por lo
que la clasificacion de los genotipos se realiz6 mediante el método morfo-

agronoémicos.

En el ensayo por método convencional para la resistencia a estrés hidrico,
se evidencio que la concentracion de calor provocada por la cubierta empleada
causo gue todo el ensayo estuviera sometido a cierto grado de estrés en

comparacion con el ambiente normal de la Granja Experimental Tumbaco. Este
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efecto se comprob6 con la comparacion de la temperatura y de la tension
superficial del agua dentro y fuera de la cubierta.

Se demostrd que la aplicacion de los dos tratamientos: 1) bajo estrés con
una frecuencia de riego cada 15 dias y 2) sin estrés con una frecuencia de
riego cada 5 dias. Los dos tratamientos produjeron una respuesta de las lineas
de fréjol diferente, reflejada en su rendimiento (g de semilla/planta).
Comprobandose en el andlisis estadistico con un valor de p de 0,0002** para
los bloques y con un valor de p de 0,0417* para los genotipos, estos valores
estadisticos reflejo la diferencia en el rendimiento del grano de cada genotipo

en respuesta al déficit hidrico.

Se realiz6 la clasificacion de los genotipos aplicando la formula de la media
geométrica, formula que permite relacionar el rendimiento de cada genotipo
bajo de estrés hidrico y sin estrés hidrico. La media geométrica general del
ensayo fue de 5,05; es el punto de divisidn entre los genotipos resistentes con
valores sobre la media geométrica y los genotipos susceptibles con valores
bajo la media geométrica.

Se encontré que los genotipos resistentes DP19, A1P11, DP18, Chota,
A1P15, DP15, A1P20 no disminuyeron su rendimiento de manera drastica por
el déficit hidrico, estas lineas de fréjol produjeron similar cantidad de grano en
el tratamiento con estrés como en el tratamiento sin estrés. Mientras que los
genotipos susceptibles Concepcion, DP16, Al1P6, Portilla, DP11, C1P23,
Fanesquero, C1P22 y A1P44 fueron altamente afectadas por el déficit hidrico
gue se reflejo en una reduccion en el rendimiento de grano, en otras palabras
estos genotipos produjeron menor cantidad de grano bajo condiciones de

estrés que sin el déficit hidrico.

Se observé que la linea mas resistente del ensayo fue A1P20 con un valor
de media geométrica de 8,41. Mientras que la linea Concepcion es el genotipo
mas afectado por el tratamiento de estrés con un valor de media geometria de
2,4. Los dos valores extremos del estas lineas demuestran que los genotipos
responden de manera distinta ante el estrés hidrico, siendo asi que A1P20
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presenta una mejor adaptacion al déficit hidrico, con un rendimiento similar al

que exhibe bajo el tratamiento sin estrés.

Se comprobo que los marcadores
OAB18,,, OH18,,, OF0L,, 0Z08,,, OA08,,, relacionados a genotipos de alto

rendimiento bajo estrés hidrico y los marcadores

OH19,,, OA04.,, OX11,, OX18,,, relacionados a genotipos de bajo rendimiento

bajo estrés hidrico no pueden ser utilizados como herramientas moleculares
para un sistema de seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS). El
polimorfismo que presentaron estos marcadores es insuficiente para poder

distinguir un genotipo resistente de un genotipo susceptible.

Se concluyé en el presente estudio tanto para la resistencia a F. solani
como para la resistencia a estrés hidrico que los métodos morfo-agrondmicos
son los que permitieron diferenciar a los genotipos resistentes de susceptibles,
al contrario del uso de marcadores moleculares. Asi es posible decir que es
necesario realizar nuevas investigaciones con mayor numero de marcadores
moleculares para las lineas de fréjol desarrolladas en el Ecuador, tanto para el
caso resistencia a F. solani como para estrés hidrico. De esta manera se
encontraran marcadores moleculares que puedan implementarse a un sistema

de seleccién asistida por marcadores moleculares.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Se deberia realizar pruebas de inoculacién con distintas cepas de Fusarium
solani recolectadas en diversos areas del pais para evaluar la penetrancia de

infeccion en los genotipos de fréjol.

Se podria disefiar un ensayo para estrés hidrico en distintas aéreas de
cultivo del pais comparando el rendimiento (g/parcela) de una poblacion
disefiada para la resistencia a sequia. Asi se podria observar cual es el factor
ambiental que influye en la expresion de la resistencia de la sequia variando su

rendimiento.

Es importante realizar un ensayo para resistencia a sequia controlando la
cantidad de agua de riego que ingresa al ensayo, de tal forma que se pueda
determinar cuanta agua es utilizada por las plantas y cuanto pierden las

mismas por transpiracion.

Se deberia efectuar un mapeo de QTLs con lineas de fréjol desarrolladas en
el Ecuador tanto para la resistencia a F. solani como para estrés hidrico, de tal
forma que se encuentren marcadores propios de los individuos donadores de

resistencia en el pais.
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ANEXO N°1

Escala de evaluacion Visual de Pudricion Radical segun CIAT 1987.

Escala Sintomas
0-1 No existen sintomas visibles de la enfermedad
2-3 Decoloracion ligera, ya sea sin lesiones necroéticas o con un 10%

aproximadamente de los tejidos del hipocétilo y de la raiz

cubiertos con lesiones.

4-5 Aproximadamente 25% de los tejidos del hipocatilo y de la raiz
estan cubiertos con lesiones, pero los tejidos se conservan
firmes y hay poco deterioro del sistema radical. Pueden

observarse sintomas de decoloracion fuerte.

6-7 Aproximadamente 50% de los tejidos del hipocotilo y de la raiz
estdn cubiertos con lesiones que se combinan con
ablandamiento, pudricion y reduccién considerable del sistema

radical.

8-9 Aproximadamente 75% o mas de los tejidos de hipocatilo y de la
raiz estan afectados por estados avanzados de pudricion, en

combinacién con una reduccion severa del sistema radical
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ANEXO N°2

Sistema Estandar para la Evaluacibn de Adaptacién (vigor) del

germoplasma de fréjol utilizada por CIAT 1991.

Escala Adaptacion (vigor)
1-3 Buena
4-6 Intermedia
7-9 Malo
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ANEXO N°3

Sistema Estdndar para la Evaluacion de Adaptacion (carga) del

germoplasma de frejol utilizada por CIAT 1991.

Escala Adaptacion (carga)

1-3 Buena (numero elevado de vainas por planta, vainas gruesas y

largas, completo llenado de semillas por vaina, semillas grandes y

gruesas).
4-6 Intermedia.
7-9 Malo (poca cantidad de vainas por planta, vainas pequeias y

delgadas, vainas sin completo llenado de todas sus semillas,

semillas muy pequefias y delgadas.)
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