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Resumen

Bacteriosis comun de frijol (Phaseolus vulgaris) es una de las mayores enfermedades
gue afectan la calidad y produccion en el mundo. Resistencia a bacteriosis ha sido
transferida de Phaseolus acutifolius a Phaseolus vulgaris. En estudios previos se han
determinado dos marcadores SCAR asociados a dos QTLs mayores para resistencia a
bacteriosis, sin embargo estos marcadores presentan dificultades en seleccion asistida.
Para identificar marcadores estrechamente ligados a estas regiones y verificar su
ubicacién en los cromosomas, 38 marcadores SNPs y SSRs fueron mapeados en una
poblacion de 217 lineas hibridas recombinantes de una cruza de VAX6 x MAR1. QTL
SU91 fue mapeado en el cromosoma 8 en una region de 12.72 cM y QTL SAP6 en el
cromosoma 10 en una region de 34.46 cM. Para analizar en un sistema libre de
electroforesis, 2 marcadores SNPs se identificaron con un total de 49.03% de variacion
fenotipica, ubicados a 115,905 pb del SCAR SU91 y otro a 81,252 pb del SCAR SAPS6.
Estos marcadores podrian ser usados en mapeo fino para blsqueda de genes o

seleccidn asistida por marcadores.

Palabras claves: Phaseolus, bacteriosis, SSR, SNP, QTL y resistencia.
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Abstract

Common bacterial blight (CBB) of common bean (Phaseolus vulgaris) is one of the major
diseases that affect the quality and yield in the world. CBB resistance has been
transferred from Phaseolus acutifolius to Phaseolus vulgaris. Previous studies have
identified two SCAR markers associated with two major QTL for resistance to CBB, but
these markers have had difficulties in assisted selection. To identify markers tightly linked
to these regions and to verify the chromosome location, 38 SNPs and SSR markers were
mapped in a population of 217 recombinant hybrid lines from a cross of VAX6 x MARL.
SU91 QTL was mapped on chromosome 8 in a region of 12.72 cM and SAP6 QTL on
chromosome 10 in a region of 34.46 cM. To analyze by an electrophoresis-free system,
two SNPs markers were identified with a total of 49.03 % of phenotypic variation. One
SNP was located to 115.905 bp from SU91 QTL and the other one to 81.252 bp from
SCAR SAP6. These markers could be used for fine mapping to find genes or for marker-

assisted selection.

Key Words: Phaseolus, Common bacterial Blight, SSR, SNP, QTL and resistance.
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Introduccion

El frijol es una de las méas importantes leguminosas para consumo humano en el mundo
ya que provee entre 20 y 25% de proteina y es fuente primaria de carbohidratos, fibra,
minerales y ciertas vitaminas (Gepts et al. 2008; W. J. Broughton et al. 2003). Muchas
son las enfermedades que atacan y hacen ver disminuida la produccion de frijol, como es
el caso de Bacteriosis comun, producida por Xanthomonas axonopodis pv. Faseoli,

siendo esta una de las enfermedades bacterianas mas destructivas del frijol en el mundo.

Los cultivos de frijol producidos por agricultores de bajos recursos son mas vulnerables al
ataque de enfermedades y plagas de insectos y estrés abiéticos como la sequia y la baja
fertilidad del suelo. Por lo anterior el estrés bidtico y abibtico siguen representando las
principales limitaciones en la produccion de la subsistencia y el rendimiento econémico
de frijol comun. El desarrollo de cultivares con resistencia a estos tipos de estrés es un
objetivo principal en los programas de mejoramiento de frijol a través del mundo (Miklas y
Sinhg, 2007).

Bacteriosis del frijol, causado por Xanthomonas, es una de las enfermedades mas
destructivas que causan perdidas en mas del 40% de la produccion en frijol (Miklas et al.
2006). Tres regiones QTLs se han asociado con resistencia a dicha enfermedad
(Pedraza et al. 1997; Yu et al. 1998; Miklas et al. 2003) y para validar la presencia de

QTL en lineas seleccionadas resistentes por seleccion fenotipica.

Dos de estas regiones son los QTLs mayores SU91 y SAP6 las cuales han explicado
entre el 30 y 45% de la variacion fenotipica a esta enfermedad, a través de los
marcadores SCARs SU91 mapeado en el cromosoma 8 y SAP6 mapeado en el
cromosoma 10 de frijol (Miklas et al. 2003). Sin embargo, se ha observado en algunos

estudios la falta de efecto de SAP6 hacia la resistencia a bacteriosis que podria ser



debido a la recombinacion entre el marcador SAP6 y el QTL de resistencia y el bajo
rendimiento de produccién de materiales evaluados con el SCAR SU91 (Vandemark et
al. 2009). Ademas de los errores que estos pueden generar en selecciones de

recombinantes por ser marcadores dominantes.

El concepto de seleccion asistida por marcadores es atractivo para mejorar cultivares con
resistencia a bacteriosis en donde se podria disminuir los costos y tiempos de seleccion.
Muchos han sido los marcadores que se han usado para seleccionar materiales
resistentes desde marcadores STS, SCAR y SSR, todos con métodos de visualizacion a
través de geles y colorantes.

Actualmente con la liberacién del genoma de frijol se abre una gran oportunidad para el
aprovechamiento de secuencias que se encuentren en las regiones de resistencia a
bacteriosis, adecuandose para la identificacién de polimorfismos de nucleé6tidos que
aporten informacion de la variacién fenotipica del material. Es alli donde la eficiencia
entra a jugar un papel fundamental para el desarrollo de nuevos marcadores gue sean
reproducibles y generen la menor cantidad de errores al momento de realizar selecciones

de material en generaciones tempranas.

Los marcadores SNPs son versétiles en cuanto a métodos de identificacion de
polimorfismos y visualizacién en sistemas libres de electroforesis. Ademas, de su utilidad
en mapeo fino, mapeo asociativo, analisis de loci de rasgos cuantitativos y seleccion

asistida por marcadores.



1.Revision bibliografica

1.1. Generalidades del cultivo de frijol

1.1.1.Descripcién botanica

El frijol pertenece a la familia Leguminosae, cuenta con 643 géneros (18000 especies)
agrupados en 40 tribus (W J Broughton et al. 2003). El género Phaseolus esté integrado
por unas 70 especies que han contribuido al bienestar humano con cinco cultigenos
domesticados en tiempos precolombinos: P. vulgaris L, P. dumosus Macfad., P.
coccineus L., P. acutifolius A. Gray, y P. lunatus L. El género se originé en el continente
americano y un gran nimero de sus especies se encuentra en Mesoamérica y en la parte
Andina de Suramérica. Entre la cinco especies domesticadas, P. vulgaris aporta mas del
90% de los cultivos en todo el mundo y es la leguminosa de grano mas ampliamente

consumida en el mundo (Acosta-Gallegos et al. 2007).

Phaseolus vulgaris L. es el prototipo del género Phaseolus, su nombre cientifico fue
asignado por Lineo en 1753, pero ademas posee varios hombres vulgares como poroto,
alubia, judia, Frixos, nufia, habichuela, vainita, caraota y Feijao (Debouck, D. G. y
Hidalgo 1985).

La clasificacion taxondmica del frijol comun es la siguiente (Gepts 2001):
Orden Rosales
Familia Leguminosae

Subfamilia  Papilionoideae

Tribu Phaseolae
Subtribu Phaseolinae
Genero Phaseolus

Especie Phaseolus vulgaris L.



El tallo es herbaceo y con seccion cilindrica o levemente angular, debido a pequefas
corrugaciones de la epidermis. Las ramas se desarrollan a partir de un complejo axilar
gue generalmente esta formado por tres yemas visibles desde el inicio de su desarrollo.
En el frijol existen hojas simples, que aparecen en el segundo nudo del tallo y se forman
en la semilla durante la embriogénesis, y hojas compuestas, siendo las que perduraran a
lo largo del ciclo (Debouck, D. G. y Hidalgo 1985).

La inflorescencia es a menudo un pseudoracimo con varias flores de donde solamente
algunas pocas producen vainas, una excepcion es la habichuela que produce
abundantes vainas. Las flores de Papilionaceas pueden ser rosas, purpureas, blancas o
bicolores con o sin rayas y en la base exterior lleva un estandarte muy pronunciado. Las
bractéolas sésiles a menudo son mas grandes en genotipos mesoamericanos que en
andinos y pueden ser cordado, aovado, o lanceolado. El caliz de bilabiado es pequefio
(<5 mm) con los dos dientes superiores unidos. Las flores son cleistogamas y

normalmente se autopolinizan (< 1% es por cruzamiento) (Miklas & Singh 2007).

Segun el habito de crecimiento, las plantas de frijol pueden ser de crecimiento
determinado o indeterminado, de acuerdo con las caracteristicas de la parte terminal del
tallo y de las ramas. Si al inicio de la fase reproductiva el tallo y las ramas terminan en un
racimo, la planta es de habito determinado; si termina en un meristemo vegetativo, es de
habito indeterminado. Segun estudios hechos por el programa de frijol en el Centro
Internacional de Agricultura Tropical, se considerd que los habitos de crecimiento podrian
ser agrupados en cuatro tipos principales: Tipo |, determinado arbustivo; Tipo I,
indeterminado arbustivo; Tipo |Ill, indeterminado postrado; Tipo IV, indeterminado
trepador (Debouck, D. G. y Hidalgo 1985) (Figura 1).



Figura 1. Habitos de crecimiento de la planta de frijol (Debouck, D. G. y Hidalgo 1985)
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En el frijol las semillas se encuentran contenidas en la vainas o legumbres, las vainas
son de diversos colores verde, amarillo, morado, blanco o plateado de acuerdo al estado
de madurez de la misma y dependiendo de la variedad. La presencia de fibra en las
suturas de las dos valvas determina la dehiscencia que pueden ser de tipo pergaminoso,
coriaceo o carnoso. La vainas maduras presentan generalmente de cinco a ocho semillas
(Miklas & Singh 2007).

Las semillas presentan un alto contenido de proteinas, alrededor del 22% y ademas,
presentan una amplia variacién de color (blanco, rojo, crema, negro, café, etc.) y de
forma (cilindrica, de rifidn, esférica, o redonda, eliptica u ovoide) y de brillo (brillante,
semibrillante y opaco). La combinacion de colores también es muy frecuente (jaspeado,
moteado, punteado, rayado y venacion). La variabilidad de los caracteres externos de la
semilla se tienen en cuenta para la clasificacion de las variedades de frijol (W J
Broughton et al. 2003; Singh 2001; Vallejos et al. 1992)

1.1.2.0rigen, distribucion y domesticacion

El frijol (Phaseolus spp. L.) es uno de los cultivos més antiguos del nuevo mundo, es

diverso en términos de métodos de cultivo, usos, adaptacion, y variabilidad



morfologica(W J Broughton et al. 2003). Desde sus regiones de origen y domesticacion
en los Andes suramericanos, América Central y México, el frijol comun se ha extendido a
otras partes de las Américas (de unos 35° a >50° latitud N y desde el nivel del mar a
>3000 m de altitud). Posteriormente, se introdujo en Africa, Asia, Europa y Oceania
(Miklas & Singh 2007).El frijol comdn es un cultivo no céntrico que ha tenido multiples
domesticaciones de sus poblaciones silvestres (Chacén S et al. 2005; Chacon S. et al.
2007). Los hibridos entre frijoles silvestres y cultivados son plenamente fértiles y no
existen barreras importantes para la introgresion y el intercambio de alelos y QTLs (de
sus siglas en inglés, Quantitative trait locus) favorables (Miklas & Singh 2007)

Un centro de domesticacion esta situado en Mesoamérica, en habitats mésicos, entre
700 y 2000 msnm, donde algunas poblaciones silvestres presentan semilla pequefia con
faseolina tipo "S” y grandes bractéolas. Estas poblaciones dieron origen, a través de la
domesticacion, plantas con mayor tamafio de semilla que los silvestres y con el mismo
tipo de faseolina y grandes bractéolas. El otro centro de domesticacién se encuentra en
la cordillera de los Andes, donde las poblaciones silvestres actuales presentan semillas
mas grandes, con predominio de faseolina tipo “T” y bractéolas pequefias (Cruz et al.
2005).

La reserva genética de las especies parece estar organizada en cuatro razas
Mesoamericanas y tres razas Andinas (Tabla 1) (Beebe et al. 2001; Blair et al. 2007;
Diaz & Blair 2006).



Tabla 1. Acervo, raza, faseolina y haplotipo de ADN de cloroplasto, caracteristicas de

cada raza domesticada de Phaseolus vulgaris (Acosta-Gallegos et al. 2007)

ACERVO Y FASEOLINA HAPLOTIPO CULTIVARES CARACTERISTICAS

RAZA DE ADNCcp
ANDINO
Nueva T C Jalo EEP558, California Dark Red Kidney
Granada
Chile C,H C Coscorron, Blanco Espanol, Frutilla
Pert T,C,H C, K Cargamanto, Bolon Bayo, Nufia Coneja
MESOAMERICANO
Mesoamérica S, Sb, B K, LIJ Jamapa, ICA Pijao, Carioca, Black Turtle
Soup, Vista, Tio Canela
Durango S, Sd K/ L, J Maverick, Sierra, Pinto Villa, Bayo Blanco
Jalisco S L, K Garbancillo Zarco, Rosa de Castilla, Flor

de Junio Marcela, Negro San Luis
Guatemala S I Colorado de Teopisca, Bolonillo

1.1.3.Genética y Citogenética

P. vulgaris y una gran mayoria de otros cultivos y especies silvestres de Phaseolus son
organismos diploides con 11 cromosomas (2n = 2X= 22 cromosomas). Los cromosomas
de P. vulgaris son extremadamente pequefios y de similar morfologia (W J Broughton et
al. 2003; Gepts et al. 2005; Fonséca et al. 2010; Miklas & Singh 2007). Los cromosomas
mitoticos y meidticos miden aproximadamente de 1£3 pm y suelen ser metacéntricos y
submetacéntricos (Gepts 2001). El frijol comin posee uno de los genomas mas

pequefios de la familia Leguminosae con 588 Mb (Miklas and Singh 2007).

Con la liberacion del genoma del genotipo Andino G19833 comparaciones de regiones
gendémicas son ahora posibles entre genotipos de P. vulgaris. Este genoma fue
preliminarmente ensamblado usando la plataforma de Roche 454, combinado con
Sanger y secuenciacion de Cromosomas Artificiales de Bacteria de la libreria de G19833.
El genoma liberado tiene una obertura total de 521.1.Mb, arreglados en 708 scaffolds, y

41391 contigs, cubriendo los 11 cromosomas de frijol (Perry et al. 2013). La anotacién de



genes in silico han resultado en 27197 loci, conteniendo 31638 genes presuntivos
(McClean et al., Resultados sin publicar). La secuencia genémica esta disponible para

descargarse en el sitio web http://www.phytozome.net/commonbean.

El frijol tiene un mapa genético bien desarrollado (Freyre et al. 1998; Cérdoba, Chavarro,
Schlueter, et al. 2010; Galeano et al. 2012; Galeano et al. 2011; Blair et al. 2003a; Blair,
Hurtado, et al. 2012; Grisi et al. 2007; Larsen & Miklas 2004) y un gran namero de
marcadores moleculares que han sido usados para mostrar que Phaseolus y Vigna,
ambos miembros de la subtribu Phaseolinae, estan estrechamente relacionados,
presentando amplia similaridad entre sus genomas (Yu et al. 1999; W J Broughton et al.
2003; Kelly et al. 2003) (Broughton, Hernandez et al. 2003).

En CIAT se ha desarrollado un mapa genético a partir de la cruza de DOR364XG19833,
la cual fue desarrollada por Beebe et al. en 2006 para la identificacion de QTL para
tolerancia a deficiencia a fosforo, esta poblacién ha sido saturada como gran diversidad
de marcadores moleculares como RFLPs, RAPDs, AFLP, SSR (Cérdoba, Chavarro,
Rojas, et al. 2010; Blair et al. 2003a), EST (Blair, Hurtado, et al. 2011), SNPs (Galeano et
al. 2012).

Ademas, existen diversos mapas genéticos provenientes de diferentes poblaciones, pero
una de las mas relevantes es BAT93 x Jalo EEP558, la cual es una poblacion
desarrollada en la Universidad de California, con el objetivo de identificar regiones a
asociadas a resistencia a Virus del mosaico comun, bacteriosis, Antracnosis, Mancha
angular y roya a partir de analisis de generaciones F2 (Tsai et al. 1998) y lineas
endogamicas RIL’s (del inglés, Recombinant Inbred Lines). (Freyre et al. 1998).

1.1.4.Importancia del cultivo

Produccion y consumo. La produccion mundial total de frijol supera los 23 millones de
toneladas métricas (TM), de las cuales 7 millones de toneladas se producen en América
Latina y Africa. Los factores sociales y ecoldgicos pueden determinar las limitaciones del
cultivo de frijol en una regién en particular. Una gran parte de la produccion de frijol en
América Latina se lleva a cabo en pequefias granjas que van desde 1 hasta 10
hectareas. Algunas estimaciones sugieren que hasta un 80% del area sembrada con

frijol comin en América Latina se encuentra en las laderas (W J Broughton et al. 2003).



Segun FENALCE (http://www.fenalce.org/nueval/index.php), en el 2010, en Colombia el

consumo de frijol por persona fue de 2.7 Kilos. Los cultivos de frijol, en el 2011A
cubrieron un area de 50.7 hectdreas con una produccion de 53.6 toneladas, para un
rendimiento promedio de 0.96 Kg/Ha. La produccion de frijol se centra en 6
departamentos asi: Santander (29,0%), Tolima (21,0%), Huila (19,0%), Antioquia
(17,0%), Narifio (7,0%), Cundinamarca (5%).y el 2% restante en Boyacd, Bolivar y
Atlantico. Colombia actualmente solo representa el 0.8% de la produccion mundial en
frijol frente a paises como India, Brasil, EEUU, Myanmar y México que representan el
66% total de la produccion mundial.

Valor Nutritivo. Las semillas de frijol, de acuerdo a la variedad, presentan un promedio de
contenido de proteina del 24%, desempefiando un papel esencial en la nutricion humana.
La principal proteina del frijol es la faseolina siendo un factor determinante de la cantidad
y calidad nutricional; sin embargo las proteinas de semilla son deficientes en
aminodcidos esenciales como la lisina y metionina, pero combinado con otros cereales y
leguminosas se pueden aliviar estas deficiencias garantizando una dieta balaceada (W J
Broughton et al. 2003; Cichy et al. 2005; Bourdon et al. 2001). Ademas de proteinas en la
semilla de frijol se encuentran glucésidos (55-65%), fibra (3-8%), lipidos (1-5%) vy
sustancias minerales (3-5 %), se destaca también su elevado contenido de Hierro, Calcio
y vitaminas como tiamina (B) y &cido félico (Blair, Medina, et al. 2010; Santalla et al.
1999).

Recientemente, se ha descubierto algunas propiedades de la semilla del frijol,
demostrando que contribuye positivamente al mejoramiento de ciertos problemas de
salud en humanos; como el control de la diabetes tipo Il. También, el consumo de
semillas de frijol ayuda a bajar los indices de glicemia y colesterol, y ademas disminuyen

la incidencia de ciertos tipos de canceres (Acosta-Gallegos et al. 2007).

Factores antinutricionales. Los factores antinutricionales y sustancias téxicas estan
presentes en muchas de las semillas de las legumbres e incluso en diversas partes de la
planta, reduciendo la palatabilidad y causando trastornos de diversa indole. Entre ellos
estan los inhibidores de a-amilasa, argelinas, lectinas, fitatos, sustancias fendlicas y

taninos. La cantidad de taninos cambia con el color de la semilla. Las propiedades


http://www.fenalce.org/nueva/index.php
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antinutritivas de fitatos se derivan de su capacidad de quelar calcio, hierro, Magnesio y
Zinc. Sin embargo, las arcelinas e inhibidores de a-amilasa confieren a las semillas de
frijol propiedades insecticidas. En lo posible se trata de reducir los compuestos
antinutricionales, sin disminuir algunas de las funciones de proteccién, esto podria ser
posible a través del andlisis de la variabilidad genética(W J Broughton et al. 2003;
Sparvoli & Bollini 1998; Osborni et al. 1988).

1.1.5.Problemas de Produccién

Los frijoles producidos en pequefias parcelas por granjeros con bajos recursos son mas
vulnerables a ser atacados por enfermedades y plagas, y por estreses abioticos
incluyendo sequia y baja fertilidad del suelo. En contraste, los granjeros con altos
capitales cuentan con los recursos para combatir estos factores a través del uso de
pesticidas, fertilizantes, e irrigacion (Miklas et al. 2006).

La produccion de frijol comun se ve afectada por factores abiéticos y biéticos (Tabla 2).

e Factores abidticos: La resistencia a estrés abidtico es por naturaleza mas
complejo fisiol6gicamente, esta tipicamente sujeto a grandes efectos
medioambientales (Miklas et al. 2006). Entre estos se encuentra la baja fertilidad
del suelo, que depende de la deficiencia de nitrégeno, fésforo, y zinc, ademas de
la toxicidad con aluminio y manganeso. La sequia afecta la produccién en muchas
regiones del mundo, especialmente en el noroeste de Brasil, las tierras altas de
centro y norte de México, los valles del este de Africa y las regiones
intermontafiosas de Estados Unidos (Singh 2001). También las bajas
temperaturas (inferiores a 10 °C) ocasionan dafios durante el periodo de

germinacion de la planta.

e Factores bidticos: La resistencia o tolerancia a insectos en frijol comdn es un
rasgo genético cuantitativo y poligénico (Miklas et al. 2006). Los problemas
biéticos son causados principalmente por virus, hongos y bacterias, mientras que
entre los causados por plagas se encuentran insectos y nematodos (Singh 2001,
Blair et al. 2006; Teran et al. 2013; Mahuku et al. 2003).
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Tabla 2. Problemas de produccién del cultivo de frijol comun, incidencia y porcentaje de

perdida en rendimiento (Singh 1999)

PROBLEMA DE PERDIDA EN
. INCIDENCIA
PRODUCCION RENDIMIENTO (%)

ABIOTICO
Sequia Global 10-100
Baja fertilidad del suelo Global 30 - 100
BIOTICO
Enfermedades
Virus del mosaico comun

Global 50-70
(BCMV)
Virus del mosaico dorado Argentina, Brasil, Caribe y América 50_ 90
(BMGV) central
Bacteriosis Comun

) Global 20-50

(Xanthomonas axonopodis)
Bacteriosis de Halo Altiplano de Africa y Latinoamérica, 20— 50
(Pseudomonas phaseolica) Europa y América del Norte
Mancha angular o ) .

Africa y Latinoamérica 40-80

(Phaseoisariopsis griseola)

Antracnosis

(Colletotrichum Global 10-100
lindemuthianum)

Hongos de la raiz Global 10-90
Roya (Uromyces

appendiculatus) Global 40-80

Moho blanco (Sclerotinina

) Brasil, Argentina y América del Norte 30-90
sclorottium)
Insectos
Mosca del frijol (Ophiomya
Africa 30-100
spp.)
Picudo de la vaina (Apion ) )
] México y América central 10-80
godmani)
Braquidos 0 orgojos
a 9019 Global 10-40

(Zabrotes subfasciatus)

Salta hojas (Empoasca fabae) Global 10-100
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1.2. Bacteriosis Comun

1.2.1.Generalidades de la enfermedad de la Bacteriosis comun

Bacteriosis comun es una de las mas importantes enfermedades bacterianas del frijol en
muchas regiones del mundo. La enfermedad es causada por Xanthomonas campestris
pv. phaseoli Smith (Dye) (synonym: X. axonopodis pv. phaseoli (Smith) Vauterin et al.) y
X. fuscans subsp. fuscans sp. nov. Xanthomonas es una bacteria gran negativa, aerébica
movil gracias a que posee un flagelo polar. Su temperatura 6ptima de desarrollo esta
entre 28 y 30 °C. Los sintomas inducidos por X. axonopodis pv. Phaseoli y X. fuscans
subsp. fuscans son indistinguibles, y ambas bacterias pueden causar significativamente
un impacto negativo en la produccién y calidad de semilla, especialmente en cultivares
altamente susceptibles. Sin embargo, X. fuscans se puede diferenciar de X. axonopodis
por la produccién de un pigmento café después de 24 horas en medios selectivos para

Xanthomonas (Duncan et al. 2011; Castellanos et al. 2011).

Duncan et al. 2011 reporta que genotipos de X. axonopodis pv. faseoli del este de Africa
genotipos son sustancialmente menos virulentos que las tipicas cepas de X. axonopodis
pv. faseoli, Sin embargo, resultados del andlisis de la secuencia de la region
espaciadora indican que cepas de X. axonopodis pv. faseoli del este de Africa estan mas
relacionadas a X. fuscans subsp. fuscans que X. axonopodis pv. phaseoli. Esto plantea
la posibilidad que cepas de X. fuscans subsp. fuscans son originarias de Africa, y esto es
consistente con la frecuente asociacion de X. fuscans subsp. fuscans con CBB en el este

de Africa.

1.2.2.Epidemiologia

Ambas cepas de Xanthomonas producen sintomas en condiciones de humedad elevadas
y temperaturas de climas tropicales, no superior a los 28 °C. Las bacterias Xanthomonas
pueden sobrevivir por muchos afios en semillas infectadas. También se pueden
reproducir en plantas aparentemente sanas o sobre ellas y en hojas de cultivos no
hospedantes como la soja, el maiz, remolacha, caupi y algunas malezas (Barnes 1979).
Asi, se ha concluido que la bacteria puede sobrevivir por varios meses en el suelo y en
restos infectados de cosechas en condiciones templadas (Schwartz & Pastor-Corrales

1989). Este patdgeno su dispersion puede verse favorecida por accion del viento y el
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agua de lluvia y de riego, y los suelos llevados por los vientos. Estas bacterias pueden
sobrevivir en algunos insectos que las transmiten a través de heridas o aperturas

naturales de las plantas (Barnes 1979).

1.2.3.Sintomatologia

Bacteriosis comun infecta follaje, vainas, y semilla y la enfermedad es favorecida por el
calor y la humedad (Mkandawire et al. 2004). En las hojas presenta sintomas iniciales de
puntos acuosos en el envés, los cuales aumentan en tamafio y forma hasta desarrollar
una lesién grande. En las vainas, aparecen sintomas de manchas humedas pequefas
gue cuando crecen de juntan cubriendo gran parte de la vaina, lo cual deforma e infecta
las semillas que se estan en su interior. Las &reas afectadas se observan flacidas y con
un borde de color amarillo que después se torna café hasta cubrir una gran area de la
hoja o vaina. La enfermedad se transmite a la planta por el uso de semillas infectadas o
por malas practicas en el manejo del cultivo (Castellanos et al. 2011).En las semillas los
sintomas aparecen como manchas de color amarillo, facilmente observables en semillas
de color blanco o color claro y muy poco en tonalidades oscuras. Las plantulas infectadas
a partir de semilla presentan dafios en los apices de crecimiento y enanismo (Schwartz &
Pastor-Corrales 1989).

1.3. Fuentes de resistencia genética a Bacteriosis

Genotipos de P. vulgaris con resistencia a bacteriosis de alguna manera puede disminuir
o detener el movimiento del patégeno Xap a través de los tejidos vasculares, lo que
puede disminuir la acumulacién de la poblacién bacteriana en hojas o semillas y por ende
no afectar la productividad (Yu et al. 2012). La resistencia genética a bacteriosis es
relativamente baja en P. vulgaris en comparacién con sus especies afines, P. acutifolius
y P. coccineus (Singh & Mufioz 1996; Miklas & Singh 2007).

P. acutifolius posee altos niveles de resistencia a bacteriosis (Zapata et al. 1985; Singh &
Mufioz 1996; Santana et al. 1993), se han realizado grandes esfuerzos para transferir los
factores que controlan la Resistencia a bacteriosis desde P. acutifolius a P. vulgaris a
través de hibridaciones inter especificas (Thomas & Waines 1984; Singh & Mufioz 1996;
Scott & Michaels 1992). Las lineas XAN, XAN-159, XAN-160 y XAN-161 fueron

desarrolladas en CIAT a través de cruzas interespecificas entre P. vulgaris y P.
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acutifolius (Thomas & Waines 1984). Las lineas VAX, VAX1, VAX2, VAX3, VAX4, VAX5
y VAXG6, fueron desarrolladas de cruces interespecificos entre el cultivar ICA Pijao de
frijol comun y la accesibn G40001 de frijol tépari en 1989 por rescate de embriones
(Mejia-Jiménez et al. 1994; Singh et al. 2001). Por mucho tiempo, P. acutifolius
P1319443, P144079, y G40001 han sido fuentes de genes o QTL mayores de resistencia
a bacteriosis que ha sido incorporado dentro de los programas de mejoramiento (Yu,
Park & Poysa 2000; Yu et al. 2004; Singh et al. 2001; Pedraza et al. 1997; Liu et al. 2008;
Jung et al. 1999; Shi et al. 2012; Perry et al. 2013).

1.4. Marcadores Moleculares en la resistencia a Bacteriosis
y su aplicacion en el mejoramiento

1.4.1.SCARs

Los SCARs (de sus siglas en inglés, Sequence characterized amplified region) han sido
la base de la seleccion indirecta de varios de los rasgos agrondémicos en frijol comun
especialmente en la resistencia a enfermedades
http://www.ars.usda.gov/SP2UserFiles/person/3848/PDF/Miklas 2011/SCAR%20Markers

%202010.pdf.

El posicionamiento de los marcadores moleculares ligados a Bacteriosis sobre los mapas
genéticos de frijol han revolucionado el entendimiento de la resistencia a esta
enfermedad. Numerosos QTLs para resistencia han sido identificados en frijol, en
aproximadamente un total de 22 (Miklas et al. 2006; Yu et al. 2012), estos son derivados
de P. vulgaris y P. acutifolius. En general, se aplicaron marcadores moleculares para un
namero reducido de estos QTL, sin embargo marcadores asociados a QTLs de menor

efecto no han sido efectivos en seleccién asistida (Yu et al. 2012).

Jung et al. (1996) identifico 4 regiones genomicas en XAN159, una linea de frijol que fue
desarrollada por cruces interespecificos entre P. acutifolius PI319443 y P. vulgaris
condicionado la resistencia a bacteriosis en las primeras hojas trifoliadas, vainas y
semillas. Una regiébn gendmica en el cromosoma 6 fue definida por el marcador RAPD
BC420.900 encontrdndose un QTL mayor que confiere resistencia a bacteriosis en hoja
(28% de la variacion fenotipica), vaina (11%) y semilla (18%). El QTL de XAN159 ligado
al marcador RAPD BC420.900 fue confirmado por Yu et al.( 2000) en una poblacion RIL


http://www.ars.usda.gov/SP2UserFiles/person/3848/PDF/Miklas_2011/SCAR%20Markers%202010.pdf
http://www.ars.usda.gov/SP2UserFiles/person/3848/PDF/Miklas_2011/SCAR%20Markers%202010.pdf
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derivada de la cruza HR 67 x W1744D. Este QTL explico el 62% de la variacion
fenotipica en la prueba de reaccion a Bacteriosis en invernadero. EI marcador RAPD
BC420.900 fue también convertido a marcador SCAR, el cual es uno de los marcadores
mas usados para mejoramiento por seleccion asistida por marcadores (Yu, Park &
Poysa 2000; Liu et al. 2008; Kelly et al. 2003; Miklas et al. 2006; Yu et al. 2004). Un
aspecto negativo de este QTL es su ligamiento con el gen V, el cual condiciona el color
purpura de la flor y colores de semillas oscuros con lo que seria inutil para el
mejoramiento de frijol de color comercial (Jung et al. 1996; Miklas et al. 2006; Kelly et al.
2003; Liu et al. 2008).

Pedraza et al. (1997) detecto una estrecha relacién entre el marcador SCAR SU91.700
(derivado del marcador RAPD UO91) y un QTL mayor para resistencia a Bacteriosis en
XAN159 el cual explica el 23.7% de la variacion fenotipica de la resistencia a bacteriosis
en hoja. Recientemente, se ha validado la asociacién de SU91 en poblaciones RIL’s de
cruzas de HR67 x OAC95-4 (Liu et al. 2008), OAC-Rex X Sanilac (Xie, et al., resultados
sin publicar), y F2 HR45 x OAC Rex (Liu et al. 2010). El marcador SCAR SU91
frecuentemente ha sido el mas utilizado para seleccion asistida por marcadores. Se han
detectado interacciones de epitasis entre los QTLs BC420.900 y SU91 para resistencia a
Bacteriosis, en donde Vandemark et al. (2008) detecto en genotipos con locus del QTL
BC420.900 pero sin locus del QTL SU91 una disminucion en el mecanismo de

resistencia.

Usando genotipaje selectivo y analisis de Bulk segregante, Miklas et al. (1996) detect6 2
regiones gendémicas que afectan la resistencia a Bacteriosis con una poblacion RIL F5:7
derivada de la cruza de Dorado x Xanl76 (Miklas & Delorme 2000). Una region
gendmica definida por el marcador RAPD AP6.820 sobre el cromosoma 10 explico el
60% de la variacién fenotipica de hoja en invernadero, 10% de hoja en campo y 30% de
vaina en invernadero. El marcador RAPD AP6.680 fue convertido al marcador SCAR
SAP6.680 (Miklas et al. 2003). La ocurrencia de la region genémica comun que afecta a
la resistencia a bacteriosis en diferentes tejidos y condiciones ambientales indican que la
expresion de la resistencia a Bacteriosis puede estar condicionada por mas de un factor
genético agrupados o por un factor genético con efectos pleiotropicos (Yu et al. 2012).
Vandemark et al. (2009) en su estudio no encontré una buena correlacion del marcador
SCAR SAP6 en los cruces F2 Othello x ABCP-8 y Red Hawk x USDK-CBB-15. La falta
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de efecto de SAP6 hacia la resistencia a bacteriosis podria ser debido a la recombinacion
entre el marcador SAP6 y la resistencia condicionada por el QTL. El marcador SAP6 fue
detectado anteriormente en los cultivares de frijol como Matterhorn, que es susceptible a
bacteriosis (Miklas et al. 2003).

1.4.2. Microsatélites 0 SSRs (Simple sequence repeats)

Uno de los marcadores mas importantes basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) son los microsatélites o SSRs (de sus siglas en inglés, simple
sequence repeat). Los microsatélites consisten en unidades repetidas en tandem de
motivos cortos de nucleétidos que son repeticiones de 1-6 pares de bases. Repeticiones
di, tri y tetranucledtidas son las mas comunes y ampliamente distribuida a través del
genoma (Powell et al. 1996). En frijol se han usado para la caracterizacion genética
entre especies (Blair et al. 2007; Diaz & Blair 2006; Gaitan-Solis et al. 2002; Blair, Soler,
et al. 2012) y para construir mapas de ligamiento genético (Yu, Park, Poysa, et al. 2000;
Blair et al. 2003a)

Un QTL mayor asociado con el marcador SSR PHVPVPK-1 fue mapeado sobre el
cromosoma 5, el cual explica mas del 42% de la variacién fenotipica. El marcador SSR
PHVPVPK-1 ligado a este locus mayor de resistencia a Bacteriosis en el estudio de
Tarlan et al. (2001) es equivalente al Pv-cttO01 reportado por Yu, Park, Poysa, et al.
(2000) que lo mapeo en el cromosoma 4 del mapa nicleo de BAT93 x Jalo EEP558. La
diferencia en la posicion del marcador dependeria de su complicada ubicaciéon en el
extremo de un grupo de ligamiento en ambos mapas, mas si son poblaciones pequefias
(Tarlan et al. 2001). Por otro lado, interacciones epistaticas no han sido observadas entre
SU91 y Pv-ctt001(Durham et al. 2013).

1.4.3.SNPs

La identificacion y desarrollo de marcadores SNPs (de sus siglas en inglés, single
nucleotide polymorphisms) es la actual strataegia en las nuevas tecnologias de
secuenciacion lo que ha ganado un interés en la comunidad de mejoradores. Se
producen en un numero practicamente ilimitado como diferencias de nucleétidos
individuales entre individuos y todos los SNP en el ADN de copia Unica es un marcador

potencialmente util (Ganal et al. 2009; A. Rafalski 2002). Se ha estimado que frijol comun
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tiene un SNP cada 88 pares de bases (Gaitan-Solis et al. 2008). Con un estimado del
tamafio del genoma de frijol de 588 Mb (Liu et al. 2010) se puede estimar mas de 6
millones de SNPs que podrian estar presentes en el genoma completo de frijol (Yu et al.
2012). Recientemente se han empezado a utilizar estas variaciones genéticas como
marcadores en la mejora del frijol comun (Blair et al. 2013; Hyten et al. 2010; Galeano et
al. 2009).

Los marcadores SNPs han comenzado a ser una herramienta esencial para la
construccién de mapas genéticos, mapeo asociativo y seleccion asistida por marcadores
(Kim et al. 2010; J. A. Rafalski 2002; A. Rafalski 2002; Hyten et al. 2010). En general, en
la identificacion de SNPs involucra amplificacion de locus especificos y secuenciacion de
sitios blanco. Usando esta estrategia, secuencias de ADN de productos de PCR
amplificados con primers alelo especificos de diferentes genotipos pueden ser
comparados para identificar polimorfismos de un solo nucleétido por alineamiento

multiple de secuencias (Chaisan et al. 2010).
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2.0bjetivo

2.1. Objetivo General

Desarrollo de marcadores SNPs para QTLs mayores asociados a resistencia a

Bacteriosis Comun (Xanthomonas axonopodis) para Frijol Comun (Phaseolus Vulgaris L.)

2.2. Objetivos especificos

1) Construir un mapa genético de la poblacion de Lineas Hibridas Recombinantes
(RILs) de VAX6 x MARL1 a partir de marcadores moleculares.

2) Verificar QTLs para resistencia a Bacteriosis en una poblacién de RILs del cruce
VAX6 x MAR1en frijol coman.

3) Explorar el aprovechamiento de marcadores SNPs aplicados a seleccion asistida

por marcadores en Programas de mejoramiento genético en frijol.
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3.Materiales y metodos

3.1. Ubicacion

El presente trabajo se desarrolld6 en el Laboratorio de Genética molecular de frijol
(LGMF), ubicado en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), situado en el
municipio de Palmira, departamento del Valle del Cauca, Colombia (Latitud 3°30.26",
Longitud 76°21.36", altitud 965 msnm).

3.2. Material Vegetal

En este estudio se utilizé una poblacion de RILs generadas por el método de SSD (del
inglés, Single Seed Descent) hasta F9, proveniente del cruce de VAX6 x MARL1 (Figura
2), con un total de 223 individuos, esta fue sembrada en Palmira (1000 msnm con
temperatura creciente de 24°C y 1000 mm de lluvia anual). La semilla fue suministrada
por el Programa de mejoramiento de Frijol del CIAT en donde se son almacenadas en

cuarto de conservacion de semillas.

Figura 2. Semilla de los parentales de la poblaciéon RIL VAX6 x MARL.

VAX6
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La Linea VAX6 es una linea mejorada con resistencia a Bacteriosis (Xanthomonas), fue
desarrollada en el CIAT a través de la hibridacion interespecifica de P. vulgaris y P.
acutifolius (Singh & Munoz, 1996). VAX6 es derivada de cruzas multiparentales = A
769//IA 775//ICA Pijao/G 40001////XAN 309. VAX 6 un frijol tipo Mesoamericano de la
raza Mesoamérica tiene semilla pequefia roja con tipo de faseolina S, habito de
crecimiento indeterminado vertical Tipo Il y altos niveles de resistencia piramidada a
bacteriosis (Singh & Mufioz 1996; Singh et al. 2001).

MAR1 se desarrollé en el CIAT es Mesoamericana de raza Mesoamérica, tiene un
habito de crecimiento tipo Ill. MAR1 proviene de una cruza multiparental =
BAT85//A83/XAN112/"Catu”(W69626)//A442/’Higuerillo”(P1197683).  Ademas, MAR1
posee cierto grado de tolerancia a Mancha Angular (Phaeoisariopsis griseola) (Singh et
al. 2003), pero es susceptible a bacteriosis.

3.3. Evaluacion fenotipica

3.3.1.Preparacion del Inoculo.

En la Unidad de Patologia de Frijol del CIAT, se conservan aislamientos de X.
axonopodis y X. fuscans de diferentes lugares de Colombia. Para la inoculacion artificial
se usO inoculo fresco de bacteria, de los aislamientos X. fuscans (Xfp 631) y X.
axonopodis (Xap 123) en una concentracion de 10° CFU/ml (Castellanos et al. 2011). El
incremento de la bacteria se realiz6 usando medio de cultivo YCDA (Yeast Carbonate
Dextrose Agar), en cajas petri. La composicién para un litro de medio fueron 10 g de
extracto de levadura, 5 g de dextrosa, 20 g de agar, 20 g de carbonato de calcio
(CaCO3) y 1 L de agua destilada. La siembra en el medio se realizd6 con la ayuda de
asas estériles y posteriormente dejadas en incubadora entre 24- 48 h a una temperatura
de 28 °C.

3.3.2.Inoculacion de Xanthomonas

Para la inoculacion se utilizé6 el método de agujas mdltiples ancladas a un corcho las
cuales se sumergen en una espuma empapada del inoculo para perforar el tejido foliar
de plantas con 17 dias de germinacion que presenten el primer trifolio bien desarrollado,

como es mostrado en la Figura 3.
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Figura 3. Inoculacion de material vegetal a través del método de agujas multiples

3.3.3.Evaluacion de la inoculacion con Xanthomonas

La evaluacién de la poblacion RIL VAX6 x MARL1 se llevé a cabo en los invernaderos del
CIAT (Palmira, Colombia) a una temperatura entre 25 — 30°C en donde se realizaron dos
evaluaciones a 14 dias y 21 dias después de la inoculacion. El disefio experimental fue
en bloque completos al azar con dos replicas. Los materiales resistentes VAX6 y VAX1, y

los susceptibles MAR1 y AFR298 fueron incluidos en cada bloque como controles.

Para la evaluacion de los sintomas producidos por Xanthomonas se us6 la escala
estandar del CIAT (Figura 4), cuyas categorias van del 1 al 9, donde de 1 a 3 = Plantas
resistentes, 4 a 6 = planta de reaccién intermedia, 7 a 9 = planta susceptible (van
Schoonhoven & Pastor-Corrales 1987) (Tabla 3).
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Figura 4. Escala visual de sintomas producidos por Xanthomonas en frijol comun.

1-3: Resistentes, 4-6: Intermedios y 7-9: Susceptibles. Modificado de (Zapata et al. 2010)

Tabla 3. Escala general para evaluar la reaccibn de germoplasma de frijol para

patdégenos fungicos y bacterianas.

Escala Descripcion Comentario
1 Sintomas no visibles Germoplasma til como parentales o
2 Sintomas muy tenues resultando | variedades comerciales
3 en un pequefio o nulo dafo

econdémico

4 Sintomas visibles o conspicuos | El germoplasma puede ser usado como
5 resultando solamente en un | variedades comerciales o como fuentes
6 limitado dafio econémico de resistencia a ciertas enfermedades
7 Sintomas severos o muy severos | Germoplasma en muchos casos no es
8 ocasionando graves pérdidas de | utl como variedad comercial o
9 produccion o muerte de la planta parentales

Tomado de van Schoonhoven & Pastor-Corrales (1987)
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3.4. Extraccion de ADN

Se tomd tejido joven de cada individuo (~100 mg) y se colect6 en un tubo de
microcentrifuga de 2.0 ml y se almaceno a -80 °C. El tejido se macerd con nitrdgeno
liquido para posteriormente ser tratado con el Kit de extraccion de ADN de casa
comercial Viogene®, Cat.: GPG1002.

Para la cuantificacién de ADN se prepararon geles de agarosa al 1%, tefiido con Gelred®
(Biotium, Hayward, USA), se sembraron las muestras y se corrieron en Tris Borato EDTA
0.5X (TBE) a 100 V durante 30 minutos. Posteriormente se llevd el gel a un
transiluminador UV para evaluar la calidad de las bandas y descartar la presencia de
posibles muestras degradadas. Se captur6 la imagen del gel con la Camara para Geles
de Agarosa GelDoc 2000® de Bio-Rad y se procedid a la cuantificacion de la
concentracion del ADN, con la ayuda del software Quantity One® v 4.0.3. Este programa
calculé la cantidad de ADN en cada una de las bandas, de acuerdo a extrapolaciones
realizadas con los patrones de concentracion de ADN conocidos (en este caso se

utilizaron diferentes concentraciones del A estdndar de ADN a 25, 50, 100, 200 y 400
ng/ul).

3.5. SCAR

La poblacién de RIL’'s y parentales de VAX6 x MARL1 fueron analizados a través de los
marcadores SCAR SU91 (Pedraza et al. 1997) y SAP6 (Miklas et al. 2003) para

corroborar su presencia y segregacion en individuos resistentes.

Las amplificaciones para los SCARs se realizaron en un volumen de 20 pl, con 30 ng de
ADN gendmico, 0.2 uM de la mezcla de ambos primers (forward / reverse) (Tabla 4),
Buffer 1X (10 mM de Tris-HCI pH 8.2, 50 mM KClI, Triton 0.1%, BSA 1mg/ml), 2.0 mM de
MgCl,, 0.4 mM de dNTPs y 1.5 U de Taq polimerasa.
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Tabla 4. Secuencias de primers de marcadores SCAR para deteccién de los QTL

mayores SU91 y SAP6 para resistencia a Bacteriosis.

Tamario del
Genes de _ _ o
SCAR _ _ fragmento Secuencia del primer 5" a 3
Resistencia .
amplificado
F: CCA CAT CGG TTAACT TGAGT
SuU9l QTL mayor 700
R: CCA CAT CGG TGT CAA CGT GA
F: GTC ACG TCT CCT TAATAG TA
SAP6 QTL mayor 830
R: GTC ACG TCT CAA TAG GCA AA

Se llevaron a cabo en termocicladores PTC 100TM (MJ Research) y Thermo TM (Thermo
Electron Corporation). Para el marcador SCAR SU91 se utiliz6 el protocolo de
amplificacién, 1 ciclo de 3 minutos a 94°C, 34 ciclos de 10s a 94°C, 40s a 58°C, y 120s a
72°C; seguido por 1 ciclo de 5 minutos at 72°C, y para el marcador SCAR SAP6 se
utilizé el siguiente protocolo: 94 -C por 3 minutos, 34 ciclos de 30 segundos a 94 -C,

60-C por 30 segundos y 72 -C por 60 segundos, seguido de 5 minutos a 72 -C.

Para ambos marcadores los productos de PCR se llevaron a electroforesis en gel de
agarosa a 2% de concentracion, tefiido con Gelred y corridos por 1 hora a 100V en TBE
0.5X.

3.6. Microsatélites

103 marcadores tipo SSR fueron evaluados en parentales de la poblacion RIL VAX1 x
MAR1 para determinar polimorfismos, se utilizaron los marcadores SSRs ubicados en
los cromosomas 8 y 10 de frijol reportados por (Blair et al. 2008; Yu, Park, Poysa, et al.
2000; Blair, Hurtado, et al. 2011; Cérdoba, Chavarro, Rojas, et al. 2010; Buso et al. 2006;
Grisi et al. 2007; Benchimol et al. 2007; Métais et al. 2002; Blair, Gonzalez, et al. 2010;
Blair et al. 2003a; Hanai et al. 2007). Los anteriores han sido ligados en el mapa nucleo
de DOR364 x G19833 e integrados con otros mapas genéticos reportado en Galeano et
al. (2011).
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A partir de un marcador STS (de sus siglas en inglés, Sequence-Tagged Site)
denominado Pv-xa001 (datos sin publicar) y ligado al marcador SCAR SU91, se realiz6
una busqueda in silico en la libreria BAC de G19833 (Schlueter et al. 2008). Lo anterior,
siendo posible gracias a la identificacion de regiones sinténicas del genoma de Glycine
max (Galeano et al. 2011), por lo que se determinaron algunos BAC candidatos que a
través de la técnica de PCR con el marcador STS se les comprobd la presencia de la
region QTL SU91. Con los BAC positivos de la anterior basqueda se identifico un contig
encontrado en la base de datos de Phaseolus WebFPC (http://phaseolus.geno-
mics.purdue.edu/ ).

Por lo anterior se descargaron las secuencias BAC-ends contenidas en este contig y se
buscaron secuencias repetidas SSR con el software Geneious 5.3 (Kearse et al. 2012), el
cual posee un complemento de busqueda de motivos repetitivos, denominado Phobos
3.3.11 (Mayer 2006). En Phobos, como criterio de seleccién se buscaron motivos SSR de
5 repeticiones para motivos dinucleétidos, 4 repeticiones para trinucleétidos y tres
repeticiones para tetra o pentanucleétidos. Los primers se disefiaron a través del
complemento de Geneious, Primer3 desarrollado por Koressaar & Remm (2007), con las
condiciones de longitud de 18-23 nt, temperatura de melting de 50-60°C y un tamafio de
producto de PCR de 100 a 300 pares de bases.

Las amplificaciones para SSR se realizaron en un volumen de 12 pl, con 30 ng de ADN
gendmico, 0.16 uM de la mezcla de ambos primers (forward / reverse), Buffer 1X (10 mM
de Tris-HCI pH 8.2, 50 mM KCI, Tritén 0.1%, BSA 1mg/ml), 1,5 mM de MgCI2, 0.2 mM de
dNTPs y 1 U de Taq polimerasa.

Se llevaron a cabo en termocicladores PTC 100TM (MJ Research) y Thermo TM (Thermo
Electron Corporation), con el programa basico consistente en una denaturacién fuerte por
5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de denaturacion a 92°C por 30 seg, anillamiento a 45-
65°C (dependiendo del primer), por 30 seg, extension a 72°C por 45 seg y una extension
final a 72°C por 5 min (Blair et al. 2003a)

Después de la amplificacién, se le adicioné a cada muestra 5 ul de Buffer de carga (5 ml
de formamida, 0.4% p/v azul de bromofenol y xylene cyanol 0.25% p/v) y se denaturé la

mezcla a 94°C por 5 min. Posteriormente se sembrd 2.5 pyl de muestra en geles de
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acrilamida al 4% (29:1 acrilamida: bisacrilamida, urea 5 M, TBEO0.5X), en camaras de
electroforesis vertical Owl T-Rex™ vertical S3S (ThermoFisher Scientific Inc, USA) a 120
W. El proceso de tincion se llevé a cabo siguiendo los protocolos de tincion con plata de
Promega Inc. (Madison, Wisconsin., USA) y la lectura se realizé con marcadores de peso
de 10 pb y de 25 pb.

3.7. SNPs

Para la deteccién de SNPs fueron amplificados y secuenciados con primers ligados a la
region del QTL SU91 y SAPS6, los cuales fueron disefiados a través del complemento
Primer3 de Geneious con parametros de longitud de primer de 18-23 nt, temperatura de
melting de 50-60 °C y longitud de producto amplificado de 1500 pb. Estos marcadores
fueron amplificados en genotipos con presencia de los marcadores SCAR SU91:
G40001 y VAX6, y el marcador SCAR SAP6: VAX1 y VAX6 y dos genotipos susceptibles
gue no presentaran los marcadores SCAR: MAR1 y CAL96. Los amplicones fueron
secuenciados a través del método de Sanger (Macrogen, Corea del Sur;

http://www.macrogen.com/) con los mismos primers.

Las secuencias obtenidas a partir del producto de la PCR se compararon con las
secuencias de ADN del genoma de G19833 almacenado en la base de datos de
Phytozome (http://www.phytozome.net/commonbean.php) y también del genoma de

BAT93 (http://mazorka.langebio.cinvestav.mx/cqi-bin/gb2/gbrowse/frijol/) mediante el

algoritmo Blastn a través del programa Geneious y también se realizaron alineamientos
entre las secuencias de los amplicones anteriormente mencionados para la basqueda de
SNPs asociados a genotipos con resistencia a Bacteriosis. Ademas, se utilizaron
secuencias de 8 SNPs desarrollados como parte de un proyecto de gendmica
comparativa de cultivos de leguminosas basados sobre grupos tentativos ortélogos
(TOGSs) (Penmetsa et al. en preparacién; Blair et al. 2013) y 13 SNPs desarrollados para
el convenio del Generation Challenge Programme (GCP) y BeanCAP (McConnell et al.
2010; Hyten et al. 2010) todos ubicados en la posicion fisica de los QTL SU91 y SAPS6,

cromosoma 8 y 10, respectivamente del genoma de frijol.

Las amplificaciones se realizaron en PCR en tiempo real y se analizaron a través del

método de cambio de Temperatura de melting (Tm-Shift) (Wang et al. 2005) por lo que


http://www.macrogen.com/
http://www.phytozome.net/commonbean.php
http://mazorka.langebio.cinvestav.mx/cgi-bin/gb2/gbrowse/frijol/
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se disefiaron primers alelo especificos para detectar los SNPs identificados en parentales
VAX6 y MARL, para ello los primers se disefiaron a través del Programa Primer3 con
pardmetros de temperatura entre 59-62 -C y una longitud entre 15-22 pb. Los primers
comunes se disefiaron con una Tm de 63°-70°C con una longitud de 22-27 pb. Para
cada uno de los dos primers alelos especificos, se afiadieron diferentes colas de GC. La
cola larga de GC de 14 pb tiene la secuencia 5-GCGGGCAGGGCGGC-3'y la cola corta
de GC de 6 pb tiene la secuencia 5-GCGGGC-3'. Segun Wang et al. (2005) un buen
porcentaje de éxito de deteccion del SNP, habitualmente se atribuye a la larga cola de
un primer que esta en las bases de Tm altas (G o C) en su extremo 3 ', y la cola corta al
otro primer con bases de Tm bajas (A o T) (Figura 5).

Figura 5. Principio del método. ADN gendmico es amplificado en una reaccion multiplex

con dos primers forward alelo especificos y un primer reverso coman.

Allele 1
Short GC

H—
D R—

Allele 2
Long GC

—_—N—

<

La PCR fue desarrollada con 25 ng de ADN gendmico en 20 ul de volumen final, 0.16 yM
de cada uno de los primers; 1 U de TAQ polimerasa, Buffer 1X (10 mM Tris-HCI, 40 mM
KCI, pH 8.0, 1X BSA, 1X PVP); 2 mM MgCI2; 0.2 mM dNTPs; 0.6 X de Evagreen
(Biotium Inc., Hayward, CA, USA). Todas las reacciones de amplificacion fueron
desarrolladas en el sistema Mx3000 Multiplex Quantitative PCR System (Stratagene, La
Jolla, CA). Los resultados fueron analizados con el software Stratagene Mx3000. El perfil
de amplificacion utilizado fue 1 ciclo 93°C por 3 minutos, 35 ciclos a 93°C por 15 s, 55-
65°C, (dependiendo de la especificidad del primer) por 15 s, 72°C por 15 s, y 1 ciclo de

extension final de 5 minutos.
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3.8. Mapeo genético

El mapa de ligamiento se construy6 con el software MapDisto® version 1.7 (Lorieux
2008) para Excel con la funcibn de mapeo kosambi, un LOD minimo de 3.0 y una
distancia méxima de 25 cM. De igual manera, se analizd la segregacion de los
marcadores con pruebas de chi-cuadrado (Prueba X2 P<0.05), segun las proporciones
esperadas para RIL’s (1:1= hip6tesis nula), para detectar distorsiones en la segregacion
o predominio de alguno de los alelos parentales para cada marcador. Las gréficas de los
grupos de ligamientos fueron construidas por medio del software Mapchart (Voorrips
2002).

3.9. Analisis de QTL

Para determinar y validar la correlacion entre los datos fenotipicos colectados en
invernadero y los marcadores moleculares obtenidos en el experimento se realizé un
andlisis de QTLs usando mapeo por intervalo compuesto con QTL-Cartographer versiéon
2.0 con el modelo 6 en el método forward y backward (Basten et al. 2003). Un umbral
significativo fue determinado usando un test de 1000 permutaciones al nivel de
significancia de 5%.
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4.Resultados y discusion

4.1. Evaluacion fenotipica de la resistencia a Bacteriosis

De acuerdo a la escala de evaluacion de resistencia a Bacteriosis generada en CIAT, en
la evaluacion fenotipica de la poblacién RIL VAX6 x MAR1 con la cepa de X. fuscans
(Xfp) se encontré 107 individuos con resistencia (Rango 1-3), 102 individuos con
reaccion intermedia (4-6) y 8 individuos con susceptibilidad (Rango 7-9). Ademas, con la
cepa de X. axonopodis (Xap) se encontr6 157 individuos resistentes, 56 individuos con
reaccion intermedia y 4 con susceptibilidad a la enfermedad. También los parentales
fueron evaluados para ratificar su grado de resistencia a la enfermedad encontrandose
en VAX6 una alta resistencia a ambas cepas de Xanthomonas (con un grado 1 de

resistencia) y en MAR1 una alta susceptibilidad con un grado 9.

En la figura 6 se muestra la distribuciéon de frecuencia del grado de la enfermedad en la
poblacion RIL VAX6 y MARL1 y sus parentales. La linea VAX6 en varios estudios con
diferentes cepas de Xanthomonas ha tenido altos niveles de resistencia catalogandose
como un buen parental para transferir resistencia a Bacteriosis en germoplasma de P.
vulgaris, ademas de tener una resistencia piramidada con los QTL mayores SU91 y
SAPG6 (Duncan et al. 2011).
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Figura 6. Distribucién de frecuencia del grado de resistencia a Bacteriosis en una
poblacion RIL de la cruza de VAX6 x MARL1.
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4.2. Analisis de Marcadores Moleculares

4.2.1. Marcadores SCAR

El marcador dominante SCAR SU91, que encuentra ligado un QTL mayor de resistencia
a Bacteriosis ubicado en el cromosoma 8 del genoma de frijol, fue probado en diferentes
materiales e incluso en los parentales de la poblacién VAX6 x MARL1 (Figura 7), en donde
se encontré que el marcador es dominante y tiene un fragmento amplificado de 700 pb
como lo reportdé Pedraza et al. (1997). Las lineas interespecificas VAX 3, 4, 5, y 6,
XAN159 y SEL1309 presentan el marcador y el P. acutifolius G40001, del cual proviene

la resistencia a Bacteriosis.

Figura 7. Patrén de amplificacion del marcador dominante SU91 en materiales de P.

vulgaris y P. acultifolius.

VAX1  VAX2 = VAX3 VAX4 VAX5 VAX6 SEL1309 XAN159 XAN112 G40001 Jules G1320 RMX19 RMX20 RMA70 BAT41 IcaPijao
1Kb plus - - + + + + + + - + - - - - - - - 1Kb plus
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El marcador dominante SCAR SAP6 se encuentra ligado a un QTL mayor de resistencia
a Bacteriosis en el cromosoma 10 de frijol. EI SCAR SAP6 fue amplificado en diferentes
materiales de frijol en donde se encontré un producto amplificado de 820 pb en todas las
lineas VAX al igual que en las lineas XAN159, XAN112, Jules y en ;las lineas Andinas
RMX19 y RMX20 las cuales fueron desarrolladas en el CIAT para resistencia Bacteriosis
(Figura 8)

Figura 8. Patron de amplificacion del marcador dominante SAP6 en materiales de P.
vulgaris y P. acutifolius.

1Kb VAX1 VAXZ VAX3 VAX4 VAXS VAX6 SHLI309 XAN1S9 XAN112 GAMWL Jules GI320 RMX19 RMX20 RMAP0 BATAL kaFijaa MARL
+ + + + + + + + + +

plus 1Kb plus

En la tabla 5 se resume los resultados de la evaluacion de los parentales VAX6 y MAR1
y la segregacion de su descendencia a través de los marcadores dominantes tipo SCAR
SU91 y SAP6. Cada marcador presenta una segregacion genotipica 1:1 en la poblacion
RIL.

Tabla 5. Segregacion de los SCAR ligados a los QTLs mayores relacionados a la

resistencia a Bacteriosis.

Observacion F9
Gen de Resistencia VAX6 MAR1

SCAR Presencia/Ausencia  Proporcion
SU91 QTL mayor + - 104/113 1.1
SAP6 QTL mayor + - 113/104 1.1

Comparando cada marcador con los datos colectados en la evaluacién fenotipica se
encontré en SU91 un 41,15% y 58% de correlacion, con evaluaciones con cepas X.
axonopodis y X. fuscans, respectivamente. En cambio, para el marcador SAP6 con
evaluaciones con la cepa X. axonopodis hubo una correlacion del 29,6%, caso contrario

ocurrié con la cepa de X. fuscans donde no hubo correlacién. Lo anterior se ha
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documentado en el trabajo de Vandemark et al. (2009) en donde no encontré una buena
correlacion del marcador SCAR SAP6 en los cruces F2 Othello x ABCP-8 y Red Hawk x
USDK-CBB-15 , ademas en otro estudio Duncan et al. (2011) encontré6 que algunos
genotipos con presencia del marcador SAP6 eran susceptibles a ciertas cepas de
Xanthomonas indicando que la asociacion de resistencia con el marcador SAP6 no es
relevante para el manejo efectivo de la Bacteriosis o que el marcador no esta

suficientemente ligado a la region de resistencia.

4.2.2.Marcadores Microsatélites

Un total de 103 marcadores SSR fueron evaluados en los parentales de la poblacién RIL
VAX6 x MAR1, 31 SSRS se derivan de genes y 72 de regiones genémicas. En este
estudio, los SSRs gendmicos provenientes de regiones no codificantes han sido
descritos anteriormente en los trabajos de Blair et al. (2003) con nomenclatura BM, BMd
y GATSs; Blair et al. (2008) con los BMa o ATA; Cérdoba et al. (2010a) y Cordoba et al.
(2010b) derivados de secuencias terminales de BAC y con nomenclatura BMb; Campos
et al. (2007) y Hanai et al. (2007) con los FJ; Benchimol et al. (2007) con los IAC; y Buso
et al. (2006) y Grisi et al. (2007) con los Pv-BR. En contraste los marcadores génicos
provenientes de secuencias de genes o librerias de cDNA han sido derivados de los
estudios de Blair, Fernandez, et al. (2011) y Blair et al. (2009) con SSRs de nomenclatura
BMc; Blair et al. (2003) y Blair, Hurtado, et al. (2012) con los marcadores BMd y Hanai et
al. (2007) con los marcadores Pv-M. Ademas, sin publicar estan los marcadores
BMb1595W, BMb1610W, BMb1654W, BMbl1l67, BMbl710W, BMb718s, BMb734s,
BMb871s, PVBR158, PVBR71, SU_ag001.

Segun Meksem & Kahl (2005) al analizar parentales de cruzas de interés agronémico
para estudios de mejoramiento se puede identificar marcadores con un buen
polimorfismo que estén ligados a caracteristicas de resistencia o tolerancia a estrés
biético o abidtico. Ademas, se facilita en gran medida la identificacion de rasgos

monogénicos o poligénicos

Por consiguiente, se obtuvieron 22 marcadores SRR polimorficos, lo que representa un
21,36% del total de SSRs evaluados. En la Figura 9 se observa algunos de los
polimorfismos obtenidos con los marcadores SSR evaluados en los parentales VAX6 y

MARL. En cruzas intracervo los porcentajes de polimorfismos son bajos en comparacion
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con poblaciones de diferentes acervos, un caso similar sucede en la poblacion Andina
G21242 x G21078 en donde se encontré solamente un 10,6% de polimorfismo en 700
marcadores SSR (Blair, Astudillo, et al. 2011) y también en la poblacion Mesoamericana
DOR364 x BAT477 en donde 60 SSRs fueron polimoérficos de 595 marcadores SSRs
evaluados, representado solamente un 11% (Blair, Galeano, et al. 2012). En contraste en
poblaciones interacervo se ha reportado un mayor polimorfismo como es el caso de las
poblaciones RIL’'s DOR364 x G19833 y BAT93 x Jalo EEP558, en donde se obtuvo un
56% y 55% de polimorfismo, respectivamente.

Figura 9. Patrones de segregacion de algunos de los SSR mapeados en la poblacion de
RIL’'s VAX6 x MAR1 mostrando diferentes productos de amplificacion analizados en

geles tefiidos en solucion con plata.
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A causa del bajo polimorfismo encontrado en la cruza VAX6 x MAR1 se realiz6 una
busqueda de secuencias terminales de BACs relacionadas a los QTL mayores SU91 y
SAP6 para el disefio de nuevos marcadores de Tipo SSR. Sin embargo a través del
andlisis in silico en el genoma de Glycine max (Schmutz et al. 2010) solo se encontr6
secuencias relacionadas al QTL SU91 que no habian sido analizadas en el estudio de
Cérdoba, Chavarro, Schlueter, et al. (2010); Cérdoba, Chavarro, Rojas, et al.( 2010).

Por medio del analisis de BLAST se determiné una region sinténica en el cromosoma 14

de Glycine max en donde se encontré una gran similitud con varias de las secuencias
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terminales BAC. En la figura 10A se muestran alineamientos del3 secuencias terminales
BAC en el cromosoma 14 de Glycine max con un e-value mayor a 1x10*%, de los cuales
3 BACs fueron corroborados amplificando el marcador STS Pv-xa001 en la libreria BAC
(19833 obteniéndose como resultado un fragmento amplificado de 554 pb en los clones
GBa0065G03, GBa0077P11 y GBa0114M13 (Figura 10B)

Figura 10. Busqueda de BAC-SU91. A. Gm14 y BAC identificados. B. PCR con primers
especificos en BACs.

c A

7\

1. Gm14:1..999999

FUD 8, PV_GBa0090F 15.r .
REVQ, PV_GBa0108LO7 f
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FUD 11. PV_GBa0108N23
FEV 12 PV_GBa0114M13
F¥D 13. PV_GBa0114M13
FUD 14. PV_GBa0125M06
FUD 15 PV_GBa0125M06

» 554 ph

GBa0065G03 GBa0077P11 GBa0114M13 BLANCO

Ademads, esta informacién fue fundamental para identificar en el mapa fisico el contig
donde estos BAC se integran, es por ello que se buscOd en la pagina web de
http://phaseolus.genomics.purdue.edu/WebAGColL/Phaseolus/WebFPC (Schlueter et al.

2008) y se encontré en el contig 441 donde se acoplan los BACs identificados en el

experimento in silico (Figura 11).


http://phaseolus.genomics.purdue.edu/WebAGCoL/Phaseolus/WebFPC
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Figura 11. Contig 441 del mapa fisico de Phaseolus vulgaris.
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En total se obtuvieron 13 marcadores SSR a partir de 8 secuencias terminales BAC
analizadas, estos se nombraron con la nomenclatura BMbS (Tabla 6). Entre los
marcadores analizados se encontré un alto porcentaje de SSR con motivo di-nucleétido
(46.15%), seguido de un 30.76% de trinucleétidos y el 23.07% restante de tetra, penta y
hexanucleétidos.; los motivos dinucledtidos han sido mas frecuente observandose en
otros estudios como Blair et al. (2003b); Cérdoba, Chavarro, Rojas, et al. (2010); Métais
et al.( 2002). También estos marcadores fueron probados en los parentales de la
poblaciéon RIL VAX6 X MAR1 por lo que se obtuvo 6 marcadores SSR que representan el
46,15% del polimorfismo, en comparacion con el grupo de 103 SSRs anteriormente
analizados por lo que es un alto porcentaje debiéndose posiblemente a la especificidad y
cobertura que ellos poseen en la region QTL SU91.
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Tabla 6. Marcadores Tipo SSR disefiados a partir de secuencias terminales de BAC en el cromosoma 8 de frijol en la region QTL

SU9l.

Marlcl?a dor lDGB fé%;%nd Tipo SSR Motivo Primer Forward Primer Reverse Ig—si()gfgdoo (;I'g) \I/D :Q?gr&TRol
BMbS1 GBa0077P11r | Génico (GA)4 ?gAA;AATAgGAGTAAA 2#;??$AA(\3GGTTA 254 57 | Monomorfico
BMbS2 GBa0077P11r | Génico (GA)4 éig’:?;g$GTGAGA é’.?‘é?":‘gg AGATGAT 325 58 | Monomorfico
BMbS4 GBa0077P11r | Génico (TC)4 é’:g’:?;g.?GTGAGA (TEE#FTC?TAFTGCTTGTAA 345 58 | Polimorfico
BMbS5 GBa0077P11f | Genbmico (CTT)3 ?gﬁ;g?%TGATATCC ﬁiﬁglég_ﬁ'chATC 299 58 | Polimorfico
BMbS6 | GBa0065G03r | Genémico | (GGGGAG)2 E.A}(C:é{?inTGATCT (A;(T:g$$AAGAGGTCA 291 58 | Monomaérfico
BMbS8 | GBa0065G03f | Genémico | (TTCT)2 ?%AéfngCATTCTA ?TAEGAACAA(?AGAT ACAC | 319 58 | Monomaérfico
BMbS9 | GBa0065G03f | Genémico | (ATTAAA)2 g;ﬁﬂg GCATGTTA ﬂéﬁﬁ;&ﬁc’*m 287 58 | Monomaérfico
BMbS10 | GBa0054P02r | Génico (TAT)9 2TA§SQAT§AATGTTA SSSTT A CTGCTTT 188 56 | Polimérfico
BMbS11 GBa0114M13f | Genbémico (TA)8 g’:ﬁggTGACAAAGG g(gl(__‘igé:; CCAA 217 57 | Monomorfico
BMbS12 GBa0114M13r | Génico (GA)12 %IESE;TGGATAG rcl—:-g.:rgg::__TTCCTTT 203 57 | Polimorfico
BMbS13 GBa0114M13r | Génico (CCM9 i?gég?ZAGAGTGT Xﬁé(éé?rﬁ'LCCAAA 203 57 | Polimorfico
BMbS14 GBa0114M13r | Génico (GAA)24 ?éfﬁfé‘ éAGAAAGG E?é(.?é}rggCGTAT 200 57 | Monomorfico
BMbS15 GBa0125M06f | Génico (TA)8 ggg?}r.ﬁgTAAGTCA ?gggﬁééiTATT 226 57 | Polimorfico




39

4.2 .3.Andlisis de marcadores SNPs

Un total de 9 pares de primers fueron disefiados flanqueando regiones ligadas a los
marcadores SCAR SU91 y SAP6 (Tabla 7). Los amplicones de estos primers fueron
secuenciados y sus secuencias depuradas con lo que se obtuvo mas de un 90% de
calidad y un promedio de secuencia de 1274 pb. Sumado a esto se realizaron
alineamientos en diferentes genotipos con y sin resistencia a bacteriosis para encontrar
variaciones o0 SNPs. Por lo anterior se obtuvieron 5 SNPs identificados en genotipos
resistentes como VAX1, VAX6 y G40001, resultando en el disefio de 5 tripletes de
primers (3 SNPs asociados a la region QTL SU91 y 2 SNPs a la regiéon QTL SAP6). En el
andlisis de parentales de la poblacion RIL VAX6 x MAR1se obtuvieron solamente 3 SNPs
polimoérficos (2 SNPs asociados a la region QTL SU91 y 1 SNP a la regiéon SAP6), 1 SNP
monomorfico y un triplete de primers que en la prueba de PCR no generaron
amplificacién (Tabla 8).

De las 8 secuencias para SNPs desarrollados como parte de un proyecto de genémica
comparativa de cultivos de leguminosas basados sobre grupos tentativos ortélogos
(TOGs) (Penmetsa et al. en preparacion; Blair et al. 2013) y de las 13 secuencias para
SNPs desarrollados para el convenio del Generation Challenge Programme (GCP)
(McConnell et al. 2010; Hyten et al. 2010) se disefaron tripletes de primers especificos
para detectar los SNPs encontrados en estas secuencias y después analizados en
genotipos contrastantes a la resistencia a bacteriosis, encontrandose un total de 5
marcadores SNPs polimérficos (2 SNPs provenientes de los TOG y 3 SNPs del convenio
GCP) para una representacion del 4,76% de polimorfismo; y 16 SNPs monomdrfico (6
SNPS de los TOG y 10 del convenio GCP). En cuanto al polimorfismo se considera que
es bajo debido a la naturaleza de las secuencias analizadas puesto que provienen de
genes putativos en frijol y también por el tipo de cruce analizado en este estudio (Tabla
9).



Tabla 7. Primers disefiados para secuenciacién de ampliaciones ligados a las regiones QTL SU91 y SAP6.
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) ) Tamafio
. ) ) Minimo Maximo ) Ta
ID primer Primer Forward Primer Reverse Cromosoma . . Secuenciado
Fisico Fisico (°C)
(pb)
AGTTGGCAAGAAACGT | TCCGACGCCACAAC
Gvg_SU91_CBB3 8 59,361,169 | 59,361,571 402 53
TCCTCCA CGTCAC
TTCAACCTCACTTTTCT | AGGAGCAGAATAAG
BMb10_SU91_CBB4_CBB_5 8 59,426,900 | 59,428,305 1,405 51
CCT CAAATG
GCTCATGACATTCCTT | AGGAGAGAGACTAC
BMb10_SU91_CBB3_CBB_4 8 59,472,367 | 59,473,767 1,400 51
GATT CACTGCT
GTGCAGCTTGCTATAG | GGCTTCAACTGAAGT
091004686m_BMb10_CBB_1 8 59,473,793 | 59,475,196 1,403 54
GTTC TTCTC
TGAGCATCCATCAAGT |GATGAGTGGTCTCCA
BMb10_SU91_CBB1_CBB_2 8 59,496,533 | 59,497,939 1,406 52
GTTA TGTTC
GTTGGAGTTGACCTGA | TGATGAATGTGGTAC
SAP6_CBB5_CBB_6 10 39,839,264 | 39,840,638 1,374 51
AAAA GAAGA
CTTGCATGCACCAAAT | GGTGGAGAAAAGAA
SAP6_CBB6_CBB_7 10 39,932,560 | 39,933,927 1,367 51
ACTA CCCTAA
ATAGTGTCATGCACAT |AGGGTGTTATGTTTA
SAP6_CBB7_CBB_8 10 39,938,213 | 39,939,547 1,334 52
GGAG TCAGGTC
GTTATAGCCAAAGGCA |GCATTTCAATCTAAC
SAP6_CBB8_CBB_9 10 40,019,886 | 40,021,262 1,376 51
CAAT CAACC
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Tabla 8. Marcadores Tipo SNPs disefiados a partir de ampliaciones secuenciados de las regiones QTL SU91 y SAP6 asociadas a

resistencia a Bacteriosis.

] Ubicacion | Primer Forward ) Primer Tamafio Ta Polimorfismo
ID Primer ID SNPs | Crm . Primer Forward B Alelo
Fisica (pb) A Reverse esperado | (°C) | VAX6 x MAR1
cgggcagggcggce
gcgggcATACAC gcg9geagggead CCATGAAAA
Gvg_SU91_ CATACACAGAA o
SuUgvQ 8 159,361,372 | AGAAGGAGGA CCCCACCTC | T/IA 83 63 | Polimorfico
CBB3 GGAGGAGACA
GACAAT CA
AG
BMb10_SU gcgggcagggegg | gcgggcCATGAT | GAAAGCGTA
SUCBB4 91 CBB4 _C 8 59,473,164 | ccCATGATGCA | GCAGTGCTCAT | TAATTTACAT | T/A 53 63 | No amplifico
BB_5 GTGCTCATT A GTGTAGTG
991004686 gcgggcCAGTG | gcgggcagggegge | TTTTGATGG
091004686 |m_BMbl10_ 8 (59,474,987 |ATGTTAATGC |cCAGTGATGTT |AGGGAAGC TIA 53 60 | Polimorfico
CBB_1 GCAAt AATGCGCAAa |AAC
cgggcagggcggce
gcgggcTTTCAA gcg99eagggcad CAAAATAAG
SAP6_CBB CTTTCAATTCTT )
SAPCBB5 10 [39,840,085 |TTCTTATTAAA TATGCCAGA | T/C 100 63 | Monomorfico
5 CBB_6 ATTAAACGAAC
CGAACTTTAt CTCAACA
TTTAC
cgggcagggcggce
gcgggcCTTTAC 9c999¢agageas AAACTTTCG
SAP6_CBB CTTTACCACATT o
SAPCBBS8 10 |40,020,516 |CACATTTCCA CACTTTCTC | CIG 71 57 | Polimorfico
8 CBB_ 9 TCCACTATTTTT
CTATTTTTc ATCA

g
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Tabla 9. Marcadores Tipo SNPs disefiados a partir de secuencias del convenio GCP y TOG ligados a regiones QTL SU91 y SAP6

para resistencia a Bacteriosis.

ID Ubicacion . . i o Polimorfismo

Primer ID SNPs Crm Fisica (pb) Primer Forward A | Primer Forward B| Primer Reverse Alelo Ta (°C) VAX6 x MAR1
sc00476In2332 gcgggcagggceggec | gcgggcTACTTA

scéizs 36152384 G_| 8 56,047,137 [ ATACTTAGAGTC [ GAGTCGCAGTC X(TB%,_ATTT%GTCACTC G/A 63 Monomoérfico
A 225 GCAGTCCCAa CCAg
Pv_TOG89541 gcgggcagggceggcec | gcgggcCGCAAA

T892541 2_1 002_0000 8 56,574,436 | CGCAAAATGAG |ATGAGCATATC gggg;gﬁgTTTG AIT 63 Polimorfico
1 Sep08 564 CATATCCa Ct

T90835 Pv_TOG90835 GAAACAAGCCT |gcgggcCTAAAA | gcgggcagggcggcA

6 281 6_1 002_0000 8 56,878,924 | ATTTTGTCACTG | CCCAATCATAA [AAACCCAATCAT AIC 63 Polimorfico

— 1 Sep08 281 G CCCTCTa AACCCTCTc
Pv_TOG89755 gcgggcagggeggcec | gegggcTCAACC

T898755 8.1.002 0000 | 8 | 57793531 | TCAACCTAAACC |TAAACCTAGGC EQECT;?ECCAC AIG 63 | Monomorfico
1 Sep08 103 TAGGCGAAa GAAg
s5c00035In8774 gcgggcagggcggcec | gcgggcGATGAA

chgm 58 667026 A | 8 | 58286568 | TGATGAAACAGT |ACAGTTGTGCA ggéTr%ECCGA AIG 63 | Polimérfico
G_453 TGTGCAACa ACg
s5c00187In4351 gcgggcagggeggcec | gcgggcGAAGCA

307;555 50 76559 G_ | 8 | 59,421,333 |GGAAGCATGGA |TGGACTTAGTG IgiETATngGATG GIA 61 |Polimérfico
A 1352 CTTAGTGACATa |ACATg
$c00114In5587 9c999cagggeagee | o000 TTTGAA

30‘5‘207 83 450753 G_| 10 | 7,726,814 IX?&’;Q?ZS?@ GTGGATACATA IETTchcAiGCATTC GIA 63 | Monomorfico
A 993 CTt ATAGACCTc
sc00794In1474 gcgggcagggceggec | gcgggcCCACAT

SC547 98 97 57984 G_ 10 8,246,146 | CCACATGCCAC |GCCACTCTCTT éﬁgﬁﬁg%iATG GIT 63 Polimorfico
T 2837 TCTCTTACAt ACAg




Continua Tabla 9.
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L . . Polimorfismo
!D ID SNPs crm U,b_lcauon Primer Forward | Primer Forward Primer Reverse Alelo ;I'a VAX6 X
Primer Fisica (pb) A B (°C)
MAR1
cgggcagggcgg
$c01197In966 gcgggcTAATAG | ¢
SC1822 189 18225 C_|10 |9,728,929 | TTAGGACATTA |SCTAATAGTTA JACACACCCTCA | ~r 163 | Monomorfico
5 T 33191 TTGAAAGAAL GGACATTATT |TCCACTCC
- GAAAGAAa
Pv_TOG8981 gcgggcagggcegg
- gcgggcATGCA
T8981 |35 2 003 00 CCTAATGCAAT TGTGACCACCC -
35 001 _Sep08_8 10 33,223,902 GT CTTATC ATGTAAACTT TAGTTTCACAA A/G 63 Monomorfico
31 CATCA ATCCATCg
€gggcagggcgg
$c01120In103 gcgggcTAATTT |9
sc4557 840 45578 10 35 061,529 | TGTAATGCATT CCTAATTTTGT |CAGAGTCCTGA G/A 63 Monomérfico
8 G A 3042 GCTaTCAt AATGCATTGC |CCATGAAGGA
- = TaTCAc
Pv_TOG9054 gcgggcagggcgg
ACACAA
T9054 |94 1 002 00 9cg9gc ccCACAACCA | CAACAATCCAA .
94 001 Sep08 1 10 35,943,830 giﬁ'{l;?r;rCGT TCTTCGTGAA | AATGCACCA TIG 63 Monomorfico
168 CTAg
sc4741 |SC00118IN552 9cgggcCTTTGT ggg‘%@r‘?ggi‘}gg TTGACTAGTGC
0 178_474103_ |10 |37,909,445 | ATGCTTATAAT CTTATAATGC ATATGTCCAAAC A/C 63 Monomorfico
A_C_102 GCATGTt AC
ATGTg
sco829 | SC00156n490 9cgggcCACCAC ggg%%zg%gé’gg AGTCATCCATC
3 745 282933_ |10 |38,712,918 | ACCCATATTAA CATATTAAGG | TCCTTTTTGGA CIT 63 Monomorfico
C_ T 120 GGTAGa A
TAGg
Pv_TOG9070 gcgggcagggcgg
T9070 |46 1_002 00 39,100,476 | CCAGAACTGCA |90999CAGAAC | CTTCTEACT TS -
46 001 Sep08_2 10 , ) CAT TCCA TGCACATAAA |GAACAGTCAAC A/IG 63 Monomaorfico
67 - e ATCCAAAg A
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L, . . Polimorfismo
!D ID SNPs crm U’b'lcamon Primer Forward | Primer Forward Primer Reverse Alelo ;I'a VAX6 X
Primer Fisica (pb) A B (°C)
MAR1
<c7020 |5600051In74 9cgggcGCCCAT gggg%g%%fgg TCCGATCATGT
5799_70203 |10 |39,512,308 [ AATATAACTAC AAAATTTCTGA A/G 63 Monomorfico
3 A_G_5766 AAAGCACTg  |ATATAACTAC | orar
A5 9 | AAAGCACTa
sclgag |Sc00309IN32 ggg%%?g%%gg gcgggcGTTGA | TTCTCTGGGAA
0 013118480 |10 (40,587,840 AGGGTATGCA TGGAGGGTAT [ATAAAAGTTGT AlG 63 Monomorfico
6_A G_180 Ta GCATg GG
Pv_TOG9008 gcgggcagggeggce
gcgggcTCCATAC
48 1 002_00 CTCCATACCAT |ATTGAGAAGGGT -
T900848 001 Sep08_2 10 | 40,941,288 | CATAAAATTAAA AAAATTAAATTA | GTGCCTGT AIG 63 Monomorfico
TTAATCAa
06 ATCAg
gcgggcagggceggce
<c38734 sc00006In179 gCgggcATAAGaT CATAAGATCATA TTAAATTCCAGA o
3 8808 387343 10 | 41,120,498 |CATATTTGGGCT TTTGGGCTCTA GAAGCAGGTATA G/A 63 Monomorfico
_G_A_10 CTATt Tc C
gg{%%gggg 9CgggCCAAACAA | 9c999cagegeydc | srrrcacACCTT
T898468 001 Sep08 7 10 | 42,310,795 |ATTTAACCCAAT |cCAAACAAATTT GCTAAAGTCCT TIC 63 Monomorfico
79 PO TTTt AACCCAATTTTc
sc00006In179 gcgggcCAAACAA | gcgggcecagggcegge
sc9186 |8808 9186 _C | 10 | 45,017,072 |ATTTAACCCAAT |cCAAACAAATTT g'cr:'_l;TeC:AeCéArCéCé'_rrT CIT 63 Monomorfico
T 1024 TTTt AACCCAATTTTc
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Los marcadores SNPs disefiados fueron evaluados en los parentales VAX6 y MAR1 a
través de la técnica de cambio de Temperatura de melting (Tm-Shift) (Wang et al. 2005).
En analisis con el equipo y software de PCR en tiempo Real se obtuvieron graficas de
disociacién de los productos amplificados encontrandose en algunos una diferencia en la
temperatura de melting. En total se obtuvo 8 SNPs polimorficos, en donde 3 de los cuales
se encontré el alelo A/T y en dos SNPs el alelo G/A, también se encontraron los alelos
A/C, G/T y G/C. En las Figura 12, se observa un triplete de primers para deteccion de
SNP en donde se logran identificar dos picos bien diferenciados en 2 °C de sus Tms
(izquierda) y un triplete en donde no hubo polimorfismo entre los genotipos estudiados
(derecha).

Figura 12. Curvas de disociacion a través de la técnica de Tm-Shift. A la izquierda, el
primer SC76559 y a la derecha el primer sc70203 ambos probados en los parentales
VAX®6 (linea azul) y MARL1 (linea Roja).
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4.3. Construccion del mapa genético

En total 38 marcadores polimérficos fueron mapeados en una poblaciéon RIL de 217
individuos de la cruza VAX6 x MARL. De los cuales 28 marcadores fueron SSR, 8
marcadores SNPs y 2 marcadores SCAR. Por lo anterior se obtuvieron dos grupos de
ligamientos consistentes con los cromosomas 8 y 10 de frijol, cada uno con un tamafo de
2149 cM y 126.1 cM respectivamente. En el cromosoma 8 se mapearon 23 marcadores
y en el cromosoma 10 se mapearon 15 marcadores para un promedio de cubrimiento por
marcador de 8.9 cM (Figura 13).
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Figura 13. Marcadores SSR y SNP mapeados en los GL 8 y 10 construidos a partir de

Lineas Hibridas Recombinantes F9 derivadas de una cruza mesoamericana de VAX6 x

MAR1.
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El tamafo de los cromosomas fueron consistentes con lo reportado por Galeano et al.

(2011) en su estudio de saturacidén del mapa genético de una poblacion intra-acervo

DOR364 x BAT447 (ambos del acervo Mesoamericano) por medio de mapas consenso,

sintenia y mapeo fino en donde obtuvo un total de 205.49 cM para el cromosoma 8 y

131.88 cM para el cromosoma 10.

El 82% de los marcadores presentaron una segregacion esperada 1:1, y un 18%

presentaron distorsion (Prueba X* P<0.05) al segregar en la poblacion VAX6 x MAR1

(Figura 14). Marcadores distorsionados se presentaron en el GL8: BM151, BMb386,
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ATA27, BMb1196w y BMbS15, y en el GL10 BMb167 y BM212, todos marcadores SSR y
segados hacia el parental VAX6. Para cualquier cruza, de tipo domesticada o silvestre, la
distorsién en la segregacion es debida a diversos factores relacionados con gametos,
embriones o plantulas no viables y este hecho se puede explicar por aborto selectivo de
gametos o por fertilizacién selectiva de genotipos gameticos particulares. El tamafio de
las zonas con distorsion esta determinado por el nivel de recombinacion (Blair et al.
2003Db).

Figura 14. Segregacion de los 38 marcadores moleculares polimorficos en los parentales
VAX6 x MARL.

B Segregacion 1:1

B Distorsionados

Los marcadores mapeados fueron ubicados en su posicion fisica en el genoma
referencia del genotipo G19833 para validar su correcta ubicacion en los cromosomas 8 y
10 de frijol y asi descartar cualquier error en el genotipaje de los individuos RILs. Para
hacer la comparacion entre el mapa genético y fisico de frijol se tomaron los datos
promedios de la ubicacion fisica de los marcadores y estas distancias fueron convertidas
a centimorgan (cM) a través del programa cMconvert disefiado por Mathias Lorieux (sin
publicar), se organizaron las matrices de datos en el programa MapDisto y se obtuvo una

gréafica comparativa de ambos mapas.

En la figura 15, segun el mapa fisico el GL 8 del mapa genético presenta una cobertura
entre 462,287 y 59,474,987 pb (4.62 cM — 141.29 cM) y el GL 10 presenta una cobertura
desde 2,085,164 hasta 43,203,925 pb (8,61 cM — 123,55 cM). En el GL8 difiere la
longitud fisica con respecto a la genética posiblemente debido al efecto de regiones no
secuenciadas o huecos a través de algunas regiones del genoma lo que dificulta el
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célculo exacto de las posiciones fisicas de bases a cM. Es de reportar inversiones
significativas de los marcadores Pv71 (GL8) y BMb96 (GL10) posiblemente por efectos
de recombinacion Unicos en estas regiones del genoma o simplemente por errores de

analisis de estos marcadores en el genotipaje.
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Figura 15. Integracion del mapa fisico (Valores en cM) y mapa genetico (Valore en cM) de los cromosomas 8 y 10 del genoma de

frijol.Mapa fisico basado en el genoma del genotipo G19833.
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4.4. ldentificacion de QTLs relacionados a resistencia a
bacteriosis

Se identificaron 7 QTLs asociados a resistencia para Bacteriosis, 5 QTLs en el GL8 (2
QTL asociados a la resistencia a la cepa de X. axonopodis y 3 QTL asociados a la cepa
de X. fuscans) y 2 QTL en el GL 10 asociados a la cepa de X. axonopodis. Los QTLs se
nombraron de acuerdo a lo planteado por Tar'an et al. (2002) en donde se enuncia el
nombre de la caracteristica, el grupo de ligamiento en donde se encontré y el nUmero
consecutivo del QTL (Tabla 10).

Tabla 10. QTL asociados a resistencia a bacteriosis, mediante andlisis de mapeo por
intervalo compuesto en QTL-cartographer para la poblaciéon RIL VAX6 x MARL.

IDQTL | Crm '\ggggggr Fisico (pb) | LOD Ifgfgrt:e?ﬁo Fuente %;\:alorig;iﬁcaniz
CBBXap08.1 BMbS12 | 59,387,356 | 196 | -0.6217 | MARL | 2169 |0.3316| 19.826
CBBXap08.2 BMbS4 | 59,462,515 | 202 | -0.6235 | MARL |21.70|0.3317 | 23.795
CBBXapl0.3| 10 | SC57984 | 8,246,243 | 63 05769 | MARL |19.00 | 0.3963 | 18.0407
CBBXapl0.4| 10 | cBB8 |40,020516| 72 04386 | MARL | 9.62 |0.3476 | 16.6584
CBBXfp08.5 BMbS4 | 59,462,515 | 202.5 | -0.9032 | MARL |38.86 |0.3932 | 21.0484
CBBXfp08.6 BMbS10 | 59,473,844 | 1985 | -0.8487 | MARL | 34.3 | 0.3476 | 29.8651
CBBXfp08.7 991004686 | 59,474,987 | 1945 | 09096 | MARL |39.41]0.3987 | 22.7277

CBB: Common Bacterial Blight (Bacteriosis). ; Valores de significancia, %R2: porcentaje de
variacion fenotipica que explica el QTL encontrado, TR2: variacién fenotipica que explica el QTL,
teniendo en cuenta el efecto de los deméas QTLs, LR: razén de verosimilitud entre la hipétesis nula
(LO) y la alternativa (L1).

En el GL8, los marcadores cercanos que presentaron un mayor porcentaje de variacion
fueron BMb12 (21.7%) y ¢g91004686 (39.41%), estos asociados con resistencia a X.
axonopodis y X. fuscans, respectivamente (Figura 16). En el GL10, asociados a la cepa
de X. axonopodis se encontraron dos marcadores SNPs cercanos, SC757984 con
porcentaje de variacion del 19% y un efecto de incremento de -0.5769 y CBB8 con un
9.62% de variacion fenotipica y un efecto de incremento de -0.9096. Segun Kangfu Yu
(2012) un buen QTL mayor debe estar entre el 20 y 40% de la variacion de la resistencia
permitiendo que mas loci con un efecto de incremento pequefio contribuya a la total

resistencia en genotipos. El efecto de incremento es el resultado que un marcador pueda
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disminuir el rango de bacteriosis si esta presente en una linea (ligado en acoplamiento) o

ausente en una linea (ligado en repulsion) (Liu et al. 2008).

Figura 16. QTL identificados en la poblacion RIL VAX6 x MAR1 asociados a resistencia a
bacteriosis. En rojo regiéon QTL asociada a resistencia a la cepa X. fuscans y en azul

region QTL asociada a X. axonopodis.
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En el andlisis de QTL se observa que en datos tomados de resistencia a inoculaciones
con la cepa X. axonopodis existe una variacion fenotipica relacionada con las regiones
QTLs SU91 y SAP6. En contraste con datos tomados de inoculaciones con X. fuscans
solo existe una correlacion con la region QTL SU91. Segun lo encontrado se puede
suponer una especificidad de SAP6 relacionada al tipo de raza o cepa de Xanthomonas
que influencia la severidad de la reaccion a bacteriosis. En otros estudios como en
Duncan et al. (2012) se observé en algunos genotipos, con presencia del marcador
SAPG, resistencia a cepas de X. axonopodis pero susceptibilidad a la cepa Xap25. Por lo
anterior es conveniente en programas de mejoramiento tener en cuenta el uso de la cepa

correcta para evaluar severidad de la reaccion a bacteriosis.
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En estudios como Vandemark et al. (2008) sugieren una epistasis recesiva entre los
QTLs mayores BC420 y SU91 observandose que SU91 es esencial para la expresion
efectiva de los mecanismos de resistencia, a diferencia de individuos que solo pueden
tener solamente SAP6. Sin embargo, en este estudio se observd altos niveles de
resistencia asociados con individuos que presentaban piramidacion de las regiones QTL
SU91 y SAP6 con la cepa de X. axonopodis, indicando que una combinacién a apropiada
de la resistencia a bacteriosis, por medio de la seleccién asistida por marcadores, puede
resultar en genotipos con un amplio rango de resistencia a diversidad de cepas del
patégeno.

De los 217 individuos RILs estudiados de la poblacion VAX6 x MAR1 se encontraron 8
individuos recombinantes para las regiones QTL SU91 y SAP6. Validando lo encontrado
en el analisis de QTLs para el cromosoma 8 se sugiere la region ubicada entre
59,315,904 pb y 59,475,092 pb, para una longitud de cubrimiento de 159.19 Kpb, como la
region en donde posiblemente se encuentra el gen o los genes que condicionan la
resistencia a bacteriosis en el cromosoma 8 de frijol. Esta situacién no es muy clara en el
cromosoma 10 debido a la poca saturacibn de la region ligada al QTL SAP6,
posiblemente, debido a la cercania con el centromero del cromosoma. Sin embargo por
el estrecho ligamiento del marcador SCAR SAP6, el cual ha sido estudiado en varios
estudios para busqueda de genes de resistencia a bacteriosis (Miklas et al. 2003; Zapata
et al. 2010) se ha calculado que la regién asociada al QTL SAP6 podria encontrarse
entre 39,938,699 y 40,193,539 pb, para una cobertura de 254.84 Kpb (Figura 17).

Lo anterior es congruente con el estudio reciente de Perry et al. (2013) en donde con
base en estimaciones de distancias recombinadas de marcadores y comparaciones de
genes potenciales de resistencia en el genoma del genotipo resistente Oac-Rex,
identificaron para el QTL SU91 una regién de 668 Kpb entre las distancia fisicas 59.0
Mpb y 59.6 Mpb en el cromosoma 8 y para el QTL SAP6 una region de 1.1 Mpb entre las
distancias 39.7 y 40.5 Mpb en el cromosoma 10. Ademas, ellos encontraron asociados
107 genes en la regién QTL SU91 y 157 genes en la region QTL SAP6.
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Figura 17. Analisis de regiones candidatas asociadas a resistencia para bacteriosis y

recombinantes con base al genotipo y fenotipo.
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En rojo se muestra alelos del genotipo resistente VAX6 y en azul alelos del genotipo

susceptible MAR1, junto con sus respectivos valores de incidencia de la enfermedad por
recombinante y por cepa.

4.5. Marcadores SNPs ligados a QTLs para resistencia a
bacteriosis

En la amplificacion en PCR en tiempo real por discriminacion de cambio de Temperatura
de melting para el marcador g91004686 los genotipos resistentes presentan el alelo SNP
[ T]con una Tm promedio de 80.7 °C vy lo genotipos susceptibles presentan el alelo SNP
[ A] con una Tm promedio de 84.3 °C entre los dos con una diferencia de Tm de 3.6 °C
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en promedio. En el marcador CBB8 los resistentes son discriminados con el alelo SNP [
G ]y los susceptibles con el alelo SNP [ C ] con una Tm promedio de 78.9 °C y 81.4 °C,
respectivamente, diferencidndose en 2.5 °C (Figura 18).

Figura 18. Genotipaje con cambio de Tm. A. Marcador SNP ¢g91004686. B. Marcador
SNP CBBS8. En azul genotipo VAX6 y en Rojo genotipo MARL1.
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De acuerdo a los resultados obtenidos se seleccionaron varios genotipos con resistencia
y susceptibilidad a bacteriosis, a los cuales se evaludé su resistencia a la cepa de X.
axonopodis Xap 123 en condiciones de invernadero y se genotiparon con los marcadores
SNPs 991004686 (QTL SU91) y CBB8 (QTL SAP6), los cuales tuvieron un porcentaje de
variacion fenotipica del 39.41% y 9,6%. El marcador CBB8 aunque presenta un bajo
porcentaje de variacién fenotipica con respecto al marcador SC57984 (19%) fue
escogido por su estrecho ligamiento al marcador SCAR SAP6 a 2.7 cM (Tabla 11)
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Tabla 11. Respuesta de genotipos de frijol a bacteriosis y determinacién de genotipo a

través de marcadores SNP ligados a los QTL mayores SU91 y SAP6.

091004686 CBB8 . y
: a eaccion a c
Genotipo (-Org]) Alelo (Tg]) Alelo Fuente Bacteriosis SCAR
BAT441 84.1 A 814 C M 7.6 Ninguno
CAL96 84.1 A 81.3 C A 8.3 Ninguno
G19833 84.6 A 81.5 C A 7.9 Ninguno
MAR1 84.2 A 81.5 C M 8.1 Ninguno
VAX1 84.2 A 78.7 G Pa 2.8 SAP6
VAX3 81 T 78.7 G Piram 2.5 SU91+SAP6
VAX6 80.5 T 78.7 G Piram 1.9 SU91+SAP6
XAN159 80.5 T 81.3 C Pa 2 BC420+SU91
G40001 81 T 79.3 G Pa 1.8 Su91
SEL1309 | 80.58 T 81.3 C Pa 2.3 Su91

a M: Acervo Mesoamericano, A: Acervo Andino, Pa: Phaseolus acutifolius, Piram: Resistencia
piramidada.

p. Datos basados en la escala de reaccién 1-9, donde 1-2- 3 = resistente (R), 4-5-6 = intermedio
(), y 7-8-9 = susceptible (S).

c. Presencia de SCAR BC420, SU91 y/o SAP6

En los genotipos resistentes VAX3, VAX6, XAN159, SEL1309 y la fuente original de
resistencia G40001 se detecto el alelo resistente del marcador SNP g91004686 que se
encuentra ligado al QTL SU91 lo cual es consistente con el dato de evaluacion fenotipica
y lo reportado por varios estudios (Singh & Mufioz 1996; Duncan et al. 2011; Vandemark
et al. 2009; Perry et al. 2013). Asi mismo con el marcador SNP CBBS, ligado al QTL
SAP6, se encontr6 el alelo resistente en los genotipos VAX1, VAX3, VAX6 y
sorpresivamente en el P. acutifolius G40001. Aunque se ha reportado la ausencia del
marcador SCAR SAP6 en el genotipo G40001 en estudios recientes (Perry et al. 2013)
se evalu6 la homologia de esta regiébn en el genoma de G19833 (material sin
amplificacién el SCAR SAP6) encontrandose una alta significancia en la similaridad con
secuencias de genotipos con presencia del SCAR SAP6 y un completo acoplamiento del
forward de dicho marcador. Este mismo hecho no sucede con el SCAR SU91 suponiendo
gue es una region unica en individuos resistentes. En contexto, es necesario basar mas
estudios en el analisis de toda la region QTL SAP6 para determinar el origen de la

resistencia.
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En cuanto a ventajas en el uso del método de deteccion de SNPs con cambio de Tm se
tiene una considerable reduccion de costos y tiempo para la obtencién de genotipaje a
casi a la mitad. Lo anterior siendo util en seleccion asistida por marcadores en ensayos
en donde solo se necesita analizar pocos marcadores SNPs en miles de individuos. En la
figura 19, se calcula el tiempo que se gasta en analizar 96 muestras con 1 marcador
SNPs.

Figura 19. Comparacién de tiempo de corrida de los métodos por genotipaje por SNPs y
SCAR.
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Determinacion de alelos en color amarillo.

Para determinar la versatilidad los marcadores SNPs asociados a resistencia a
bacteriosis, estos se convirtieron a la tecnologia KASPar de kbiosciences
(http://www.kbioscience.co.uk), la cual se basa en una PCR especifica de alelos
competitivos. Con el objetivo de facilitar a otros investigadores una facil forma de
compartir los marcadores SNPs reportados en este trabajo (Figura 20). En frijol esta
tecnologia ya ha sido utilizada para andlisis de diversidad en germoplasma y mapeo
genético de poblaciones contrastantes de frijol (Cortés et al. 2011; Blair, Galeano, et al.
2012), en los ultimos afios esto se ha venido incrementando por la liberacién del genoma

de frijol y la ubicacién de SNPs ligados a caracteristicas agronémicas.



57

Figura 20. Marcadores g91004686 (izquierda) y CBB8 (derecha) con arreglos KASPar
analizados a través de una plataforma automatizada de SNPs-Kbiosciences en lineas de

frijol con herencia de resistencia a bacteriosis por P. acutifolius (Datos sin publicar).

SNRM«W sssoie SU91_g91004686 SNﬁmtw s CBBS
A My KENP rumber 185452-4688 ACTTCTTGATACCAT[T/AJTTGCGCATTAACATC A S5 KS\P rumber  197244-7508 ATTTCCACTATTTTTIC/GJAGCTAAAGAAAAAGG
182
0.98

Puntos azules representan individuos homocigotos recesivos, puntos rojos homocigotos
dominantes y puntos verdes individuos heterocigotos. Datos de baja calidad o perdidos
representado en puntos negros.

El genotipaje por la tecnologia KASPar esta disponible en una gran variedad de especies
silvestres y domesticadas de animales y plantas. En un programa de Mejoramiento
genético este tipo de tecnologias permite la deteccién y piramidacion de cientos de genes
de interés agronémico en un sin nimero de muestras en poco tiempo, con gran
flexibilidad y calidad.
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5.Conclusiones

En la poblacion VAX6 x MAR1 se validé la presencia de los dos QTLs mayores SU91 y
SAPG6 relacionados a la resistencia a bacteriosis, y la expresion genética de ambos QTLs
de acuerdo al tipo de cepa de Xanthomonas, soportando una interacciéon planta-patégeno
condicionada a la variabilidad genética del patégeno que hay que tener en cuenta en

programas de mejoramiento.

El QTL mayor SU91 presenta una gran importancia en cuanto a la piramidaciéon de genes
ya que en presencia de otros QTLs BC420 y SAP6 incrementa la frecuencia de
resistencia en el germoplasma de frijol, aun asi como QTL mayor SU91 representa el
mayor porcentaje de la variacion fenotipica relacionada a resistencia a bacteriosis. Esto
en gran medida es un factor clave para el desarrollo de cultivares resistentes a

bacteriosis con valor comercial.

El uso de marcadores SNPs ligados a caracteristicas de interés agronémico es una
herramienta (til en programas de mejoramiento genético que puede ser aplicado en
Seleccion asistida por Marcadores para el desarrollo de nuevas cultivares mejoradas. Por
lo anterior, en seccidn de material con resistencia a bacteriosis, los marcadores SNPs
obtenidos en este estudio son mas dindmicos que los SCAR usados tradicionalmente,
puesto que los SNPs son bialélicos y codominantes en comparacion a los SCAR que son

dominantes y con los que se podria errar en analisis de material segregante.

El método de cambio de Tm para analisis de SNPs es una técnica rapida y efectiva sin el
uso de geles, ademas que en el andlisis de muchas muestras con unos pocos SNPs es
una alternativa de bajo costo para desarrollo local y no en plataformas externas
automatizadas en donde es necesario enviar el ADN y contar con un gran niamero de

SNPs para disminuir costos.
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