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USO DE MARCADORES MOLECULARES
EN EL MEJORAMIENTO DEL FRIJOL

J. Kelly', S. Haley', L. Afanador’, P. Miklas?

INTRODUCCION

Nuestro Programa de Mejoramicnto y Genética del Frijol
de la Universidad Estatal de Michigan (MSU) viene
desarrollando marcadores moleculares que ayuden en la
seleccidn de caracteristicas agrondmicas deseables. Basset,
en la Universidad de Florida, ha estado desarrollando
marcadores morfoldgicos en frijol, encontrando éstos en
un nimero limitado y con muchas caracteristicas de la
hoja presentando ¢fectos pleiotrépicos indescables. El
trabajo de Koenig y Gepts (1989) y Sprecher (1988) sobre
marcadores bioquimicos ha permitido la clasificacion del
frijol en dos acervos genéticos mayores, el Andino y el
Mecsoamericano. Sin embargo, la insuficiente variabili-
dad encontrada en cada acervo genético ha limitado la
utilidad de las isoenzimas como marcadores. Dos grupos
de investigadores trabajando en forma independiente han
logrado desarrollar un mapa de genoma de frijol basadoen
eluso de marcadores del tipo RFLP (Restrictior Fragment
Length Polmorphisms). En la seleccién del material
genélico, dos criterios fueron importantes: progenitores
de origen evolutivo divergente y caraclerislicas
agronomicas contrastanies, hecho que influyé ¢n la se-
leccion de lineas provenienles de diferentes acervos
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genéticos. Un primer grupo utilizé un tipo de Phaseolus
vulgaris silvesire como progenitor, mientras gue ¢l otro
grupo utilizé una linea mejorada con introgresion de P,
coccineus (Vallejos et al, 1992). Nodan et al, (1992)
encontraron un nivel de polimorfismo de 86% entre los
acervos genéticos, siendo mucho mas bajo dentro de cada
acervo, correspondiendo al 49 y 62% para el andino y
mesoamericano, respectivamente. Sin embargo, en un
programa de mejoramiento genético aplicado, una gran
proporcién del germoplasma utilizado pertenece a una
misma raza y, de de estc material afin, el nivel de
polimorfismo es demasiado bajo como para ser usado en
laseleccion dirigida por marcadores. Factores tales como,
el nivel tecnoldgico, el tiempo, el costo y los riesgos
asociados con el uso de marcadores del tipo RFLPs,
limitan su uso como herramientas de facil adopcién en la
seleccién rutinaria de caracteristicas agrondmicas Utiles
en un programa de mejoramiento.

MATERIALES Y METODOS

Recicntemente se ha desarrollado un tipo nuevo de mar-
cadores moleculares que usan la reaccién en cadena de la
enzima polimerasa (Polymerase Chain Reaction 0 PCR),
en coordinacién con templetes decaAmeros arbitrarios,
generando un tipo diferente de polimorfismo dominante
conocidocon RAPD, por sudesignacion en Inglés (Random
Amplificd Polymorphic DNA). La técnica de los RAPDs
es mds rapida, menos sofisticada y mds apropiada para la
filosofia de un programa de mejoramiento genético apli-
cado. Esta técnica estd basada en la amplificacion de
segmentos arbitrarios de ADN, como resultado de la
reaccion en cadenade laenzima polimerasa, y un templete



dnico de secuencia arbitraria (William et al, 1990). Las
reacciones de PCR son ejecutadas con ADN genémico no
digerido, un decdmero de secuencia arbitraria (primer),
NTPs, MgCL, y buffer, y la enzima TAC-polimerasa
estable al calor. En nuestro laboratorio hemos modificado
las condiciones del ciclo de amplificacién para nuestro
trabajocon ADN de frijol, utilizando 31 ciclos de 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 35°C, 2 minutos a 72°C, y una
extension de un segundo adicional por ciclo. Los produc-
tos de laam plificacién son visualizados por electroforesis,
en geles de agarosa al 1.4% y conteniendo bromuro de
etidio. Los marcadores RAPDs se presentan como dife-
rencias en el patr6n de bandas entre genotlipos que se
comportan como dominanies, a diferencia de los marca-
dores RFLPs que son diferenciade los marcadores RFLPs
que con codominantes.

RESULTADOS Y DISCUSION

La técnica de PCR nos ha permitido estudiar dos tipos de
caracteristicas diferentcs, siendo su uso mas simple el
poder "marcar” caracleristicas monogenéticas de resis-
lencia a enfermedades. Lineas casi-isogénicas (NILs)
desarrolladas para el gene Andino Up-2 de resistencia a
roya y NILs para el blogue genético B-190 fueron selec-
cionadas y luego examinadas por 167 decimeros aleatorios.

Como estrategia principal paralaidentificacién de RAPDs
estrechamente ligados al locus UP-2 Miklas et al (1993)
emplearon mezclas de ADN de frijol provenientes de
individuos de la F, de la sexta retrocruza (RC,F)). Una
mezcla de ADN consistié de tres individuos con ¢l gen
UP-2, y la otra de tres individuos sin el gen, consideran-
dose éstas como lincas casi-isogenéticas contrastantes.
De un total de 931 fragmentos amplificados por 167
templetes, sdlo uno fue polimorfico. Este fragmento
correspondié al marcador RAPD QAl4,  (amplificado
por el templete 5-TCTGTGCTGG-3"). Ninguna
recombinacién fue observada entre OAl4, vy el alelo
dominando Up-2 dentro de una poblacion segregante de
84 individuos en RCF,. Este resultado sugiere un estre-
cho ligamiento entre el marcador RAPD QAl4 | yelgen
de resistencia Up-2. Germoplasma de frijol de los acervos
andino y mesoamericano, con y sin el alelo Up-2, fue
evaluado para determinar la presencia del marcador
OAl4, .. Losresultados parecen indicar que el marcador
es de origen andino, ya que todas las lineas andinas, con y
sin el alelo Up-2, presentaron el marcador, mieniras que
éste estuvo ausente en todo el germoplasma
mesoamericano, excepto en las lineas a las cuales el alelo
Up-2 habia sido incorporado. Estos resultados sugieren
que el marcador A141100 serq més 1itil para piramidar
el alelo Up-2 y otros genes de resistencia a la roya, en
germoplasma de origen mesoamericano, dondc tradicio-
nalmente los marcadores no existen.

En un segundo experimento, y utilizando también mezclas
compuestas de ADN de genotipos individuales pertene-
cientes a dos poblaciones segregantes, Haleyetal (1993a)
identificaron dos marcadores del tipo RAPDs, ambos
ligados al bloque genético B-190 de resistencia a la roya.
Un templete marcador RAPDs fue identificado como
OF 10,,, (generado por el decdmero 5'-GGAAGCTTGG-
39, y se encontr6 estrechamente ligado (2.15 £ 1.5
cMorgans), y en fase de acoplamiento, con el bloque
genético de resistencia.

El segundomarcador RAPD fue identificadocomo OI19,
(generado por el decamero ( 5-AATGCGGGAG-3) y
mis estrechamente ligado (también en fase de acopla-
miento) al bloque genético que el marcador OF10, ..
Ningln recombinante fue detectado después de mapear
una poblacién de 97 individuos segregantes en la F, de la
sexta retrocruza (RC.F,) con el marcador OI19,,. El
andlisis de una colecci6n de genotipos de frijol resistentes
y susceptibles, de los acervos genéticos andino y
mesoamericano, revelé una recombinacién entre el mar-
cador OF 10, y el blogue genético, hecho indicado por la
presencia del RAPD en algunos genotipos susceptibles.

Nuestros resultados también indican una recombinacién
entre el marcador OL19, y el bloque genético, indicando
que el marcador no se encuentra localizado dentro del
bloque genélico, sino que éste esta situado entre el RAPD
OF10,,, y el gen B-190. Con excepcién del RAPD
OAl4, ., la piramidizacion basada en marcadores serd
posible en germoplasma andino y ciertas razas
mesoamericanas de frijol, en lascualeseste bloque genético
de resistencia tradicionalmente no exista. El gen Ur-3 de
resistencia a la roya del fnijol ha sido recieniemente
mapeado en nuestro laboratorio (Haley et al, 1993b). Este
gen fue originalmente encontrado en la variedad de frijol
negro San Femando, de origen centroamericano, y en su
progenie de semillablancaNep-2. Selecciones avanzadas
de individuos heterogéneos F, provenientes de una sola
planta heterozigota en la F, conforman las lineas casi-
isogénicas desarrolladas para el gen Ur-3. Mezclas de
ADN extraido de plantas resisienies y suscepiibles de
estas lineas casi-isogénicas fueron probadas con 365
decameros, resultando en la idenuficacion de un marcador
de tipo RAPD. El marcador encontrado fue luego iden-
tificado como OK 14, (amplificado por el decdmero 5'-
CCCGCTACAC-3", y seencuentraestrechamente ligado
al gen de resistencia Ur-3.  Ningin recombinante fue
detectado dentro de una poblacion F, de 70 individuos
producto de la cruza entre las lineas casi-isogénicas antes
mencionadas. Sin embargo, tres recombinantes fueron
detectados entre 125 individuos de una poblacién F,
producto de la cruza entre dos frijoles pintos Olathe y
Sierra, ubicdndose el marcadora una distanciade 2.23¢cM.
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CONCLUSIONES

Mientras que el marcador OK 14 es itil para seleccionar
por la presenciade genes de resistencia a la roya en los dos
acervos genéticos, los marcadores OF 10, y OAL4,  son
utiles linicamente en un solo acervo genético. La selec-
cién obtenida con la ayuda de marcadores moleculares
asegurard el mantener el gen Ur-3 en las lincas de cruza-
miento, aunque se presente epistasis debida a la presencia
de otros genes de resistencia de accién mds amplia.
Finalmente, la seleccién basada enmarcadores moleculares
se presenta como una alternativaa las cruzas de pruebaque
son requeridas para piramidar genes de resistencia a la
roya que exhiben epistasis. La combinacién efectiva de
genes de resistencia a la roya contra una raza simple, se
hace dificil debido a las interacciones epistiticas que
ocurren frecuentemente entre estos genes.
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ENSAYOS REGIONALES DE ADAPTACION Y RENDIMIENTO DE
LINEAS DE FRIJOL COMUN (Phaseolus vulgaris L.) EN EL SALVADOR

J. Orozco!

INTRODUCCION

La principal importancia del frnjol comun (Phaseolus
vulgaris 1.) radica en constituirse en una fuente econé-
mica de proteina para la mayoria de 1a poblacién salvado-
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refia, tanto rural como urbana, no obstante existe escasez
de varicdades con una amplia adaptacion y alto potencial
de rendimiento, lo cual redunda en los bajos rendimientos
anivel nacional (11.5 qg/mz). En base alo anteriormente
planicado, en el presente proyecto se propuso los siguien-
tes objetivos: Incrementar la produccién de frijol en el
pafs, cvaluar el comportamiento de 12 lineas promisorias
de frijol en diferentes zonas frijoleras, identificar y se-
leccionar lineas de frijol comiin con rendimientos altos y
estables en los diversos ambientes de prueba.



