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USO DE MARCADORES MOLECULARES EN EL MEJORAMIENTO DEL FRIJOL!

James Kelly?, Lucia Afanado’, Seott Haley* y Phillip Miklas’

RESUMEN

Uso de marcadores moleculares en el mejoramiento del
frijol. Los métodos de mejoramiento para piramidar genes de
resistencia a la enfermedades comprenden generalmente cruzas,
retrocruzas, y cruzas de prueba encaminadas a verificar la pre-
sencia de una combinacion deseada de estos genes en la proge-
nie resultante. La accion epistética entre los genes de resisten-
cia, sumada a limitaciones en el muestreo, y al trabajo que
representan las cruzas de prueba, inciden finalmente en que no
toda la progenie tenga la combinacion deseada de genes. El pro-
cedimiento anterior vendria a ser mas eficiente. si afadimos a
esto el uso de marcadores moleculares ligados estrechamente a
los genes de resistencia, seleccionando asi indirectamente y en
ausencia del patdgeno, por la presencia de aquellos genes res-
ponsables por la resistencia. La presencia de este marcador no
serfa enmascarada por ninguna accion epistitica, evento gene-
ralmente observado entre los genes de resistencia. Nuestro gru-
po de mejoramiento de frijol en Michigan State University, ha
marcado exitosamente los genes Up-2, Ur-3, y el bloque de ge-
nes B-190, los cuales confieren resistencia a la roya del frijol.
Este logro ha sido posible mediante el uso de marcadores mo-
leculares del tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), y poblaciones desarrolladas por retrocruzas. Estos mar-
cadores moleculares nos ofrecen la oportunidad de piramidar de
una manera mas eficiente los genes de resistencia a la roya en
genotipos especificos. Esta estrategia de mejoramiento incre-
mentaria la durabilidad de estos genes.

ABSTRACT

Molecular markers in bean (Phaseolus vulgaris L.)
breeding. Plant breeding methods used to pyramid disease
resistance genes generally involve crossing, backcrossing and
test crosses in order to verify the presence of desirable
combinations of these genes in the resulting progeny. The
epistatic interaction between resistance genes combined with
limitations of sample size and the work involved in test crossing
results in progeny that do not always possess the desirable
combination of genes. The entire procedure could be made
more efficient through the use of molecular markers tightly
linked to the resistance genes. Selection for the markers in the
absence of the pathogen would result in the indirect selection of
resistance genes. The expression of the marker is not masked by
any epistatic interaction which commonly occurs with
resistance genes. Our bean breeding/genetics group at Michigan
State University have successfully tagged the Up-2, Ur-3 genes
and the gene block B-190 which confer resistance to bean rust.
This achievement has been possible through the use of
molecular markers known as RAPD' s (Random Amplified
Polymorphic DNA) and populations developed through
backcrossing. These molecular markers offcr us the opportunity
to pyramid rust rcsistance gene s into specific genotypes in the
most efficient way. This breeding strategy will ensure the
stability of the same resistance genes.

INTRODUCCION

El mejoramiento de plantas de cultivos tradicionales,
ha contribuido sin duda en la produccién de nuevas varie-
dades, con mayor y mejor rendimiento para los agriculto-
res. Sin embargo, los mejoradores se han encontrado con
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limitaciones en la velocidad y precision con que muchas
de las caracteristicas Gtiles pueden ser identificadas, selec-
cionadas, y utilizadas en sus programas de mejoramiento.

En los tltimos ahos, los rapidos avances en la biolo-
gia molecular vienen a proveer las herramientas necesa-
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rias para el estudio del mejoramiento genético de las
plantas. Algunas de estas técnicas vienen a ser de utilidad
en la caracterizacion del germoplasma y en la identifica-
cion y ubicacion fisica en los cromosomas de caracterfs-
ticas importantes. Estas técnicas han permitido el estudio
del genoma de la planta por dos vias diferentes: primero
con el analisis de proteinas e isoenzimas, y segundo con
el analisis del ADN de la planta (RFLPs, RAPDs etc.).
Estos anélisis han contribuido finalmente a la identifica-
cion de marcadores moleculares asociados con caracteris-
ticas morfologicas, Gtiles en la determinacion de:

a) variabilidad genética en bancos de germoplasma;

b) desarrollo de mapas genéticos; y

c) laidentificacion de genes especificos que puedan ser
utilizados en los programas de mejoramiento.

Muchos investigadores de frijol hacen uso de estos
marcadores en sus programas de mejoramiento. Bassett
(1992) ha estado desarrollando marcadores morfologicos
en frijol, encontrando estos en un nimero limitado y con
muchas caracteristicas de la hoja presentando efectos
pleiotropicos indeseables. De igual manera los trabajos de
Koenig y Gepts (1989), y Sprecher (1988) con marcadores
bioqulmicos (proteinas, isoenzimas), han permitido la cla-
sificacion del frijol en dos grandes grupos de variabilidad
genética, correspondientes a los dos centros de domestica-
cion del frijol: el Andino y el Mesoamericano. Las isoen-
zimas, no obstante sus implicaciones bioldgicas, presentan
limitaciones como marcadores debido a la poca variabili-
dad que ellas permiten detectar en cada grupo genético.

Trabajando de una manera independiente, los grupos
de Vallejos et al (1992) y Nodari et al (1992), han logra-
do desarrollar un mapa del genoma del frijol, basado en
el uso de marcadores moleculares del tipo RFLP (del in-
glés Restriction Fragment Length Polymorphism). Como
criterios importantes en la seleccion del material genéti-
co, ambos grupos han considerado el uso de progenitores
con origen evolutivo divergente y con caracteristicas
agrondmicas contrastantes, hecho que influyd en la selec-
cion de lineas provenientes de grupos genéticos diferen-
tes. El grupo de Nodari et al (1992), utilizd como pro-

genitor un tipo silvestre de Phaseolus vulgaris, mientras
que el grupo de Vallejos et al (1992) utilizd una linea me-
jorada con introgresion de P. coccineus. Los resultados
obtenidos por Nodari et al (1992), indicaron un nivel de
polimorfismo del 86% entre los grupos genéticos, siendo
este mucho maés bajo dentro de cada grupo genético; co-
rrespondiendo a 49% en el Andino; y a 62% en el Mesoa-
mericano.

Considerando que en un programa de mejoramiento
genético aplicado, un gran porcentaje del germoplasma
utilizado pertenece a una misma raza, el nivel de polimor-
fismo dentro de cada raza es demasiado bajo como para
ser utilizado en la seleccion dirigida por marcadores. Fac-
tores tales como el nivel tecnoldgico, el tiempo, el costo,
y los riesgos asociados con el uso de marcadores del tipo
RFLP, limitan su uso como herramientas de facil adop-
cion, en la seleccidon rutinaria de caracteristicas agrond-
micas Gtiles en un programa de mejoramiento.

Recientemente se ha desarrollado un tipo nuevo de
marcadores moleculares, basados en la reaccion en cade-
na de la enzima polimerasa (Polymerase Chain Reaction-
PCR). Este método permite la amplificacion aleatoria de
fragmentos de ADN con base en decanucledtidos de se-
cuencia arbitraria, lo que genera un polimorfismo domi-
nante conocido como RAPD (del inglés Random Ampli-
fied Polymorphic DNA)(Williams et al. 1991). La técnica
utilizada para obtener marcadores del tipo RAPD es mas
rapida, menos sofisticada, y més apropiada para la filoso-
ffa de un programa de mejoramiento genético aplicado.

Nuestro programa de Mejoramiento y Genética del
Frijol, de la Universidad Estatal de Michigan" viene de-
sarrollando marcadores moleculares que ayuden en la se-
leccion de caracteristicas agrondmicas deseables. Uno de
nuestros objetivos es el uso de marcadores moleculares
que se encuentren estrechamente asociados con caracte-
risticas determinadas por genes mayores de resistencia a
enfermedades. Nuestro objetivo principal es la utilizacion
de estos marcadores en la piramidizacion de genes de re-
sistencia a la roya del frijol y con ello poder desarrollar
un tipo de resistencia mas estable o duradera.
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MATERIALES Y METODOS
Material genético

Se desarrollaron lineas cuasi-isogenéticas (NILS) pa-
ra tres genes o bloques de genes de resistencia a la roya
del frijol: el gen Up-2, el bloque de genes B-190, y el gen
Ur-3.

El alelo Up-2 fue transferido originalmente por retro-
cruzamiento, del frijol tipo habichuela Early Gallatin
(Grupo genético Andino) al frijol blanco tipo navy C-20
(Grupo genético Mesoamericano) (Stavely et al 1991.).
Eltrabajo de Stavely dio origen posteriormente a una
poblacion F2 de la sexta retrocruza (RC¢F,), conformada
por 84 individuos, segregando 3: 1 para el alelo Up-2. Los
estudios de ligamiento parental entre los RAPDs y el ale-
lo Up-2 fueron realizados en la misma poblacion RCgF,,
utilizindose sus 84 individuos como fuentes de ADN en
la elaboracidon de mezclas utilizadas para las pruebas de
PCR.

El bloque genético B-190, fue transferido inicial-
mente del grupo genético Mesoamericano al grupo gené-
tico Andino por medio de retrocruzamiento (USOA and
Expt.Sta.,Univ. Puerto Rico 1979). En los estudios con el
bloque genético B-190 se utilizaron dos poblaciones se-
gregantes: 1) poblacion BBL47, conformada por 97 indi-
viduos F, originados de cuatro plantas individuales de la
F, de la sexta retrocruza, (RC¢F;) producto del cruce
BBLA47%6/Green Giant 447/BI90; y 2) poblacion Slende-
rette, conformada por 13 individuos F, provenientes de
una planta individual de la F; de la quinta retrocruza
(RCsFy), producto del cruce Slenderette® 5/Eagle/Green
Giant 447/B 190.

El gen Ur-3, fue encontrado originalmente en la va-
riedad de frijol negro San Fernando de origen centroame-
ricano (Costa Rica), y en su progenie de semilla blanca
Nep-2. Los estudios de ligamiento entre el RAPD vy el
alelo Ur-3, fueron realizados en dos poblaciones: 1) po-

blacion A4513, conformada por 72 individuos F, produc-
to del cruce entre las lineas cuasi-isogenéticas 90T-
4042R/90T-4042S; y 2) poblacion Olathe/ Sierra, confor-
mada por 125 individuos F,.

El desarrollo de NILs, utilizados en los estudios del
alelo Ur-3, fue realizado siguiendo una estrategia diferen-
te a aquella utilizada con los genes Up-2 y el bloque ge-
nético B-190. El desarrollo de NILs se obtuvo través del
proceso normal de autofecundacién empleado nor-
malmente en cultivos autdgamos para el desarrollo de li-
neas y variedades. Un total de 10 a 20 plantas F3, por li-
nea en cada poblacidn, fueron inoculadas y evaluadas
siguiendo la metodologia de Stavely et al (1989). Todas
las inoculaciones fueron realizadas bajo condiciones de
invernadero, y en campo e invernadero para la poblacion
Olathe/ Sierra.

La presencia o ausencia del gen Up-2, fue determina-
da utilizando la raza 50 de Uromyces appendiculatus, la
cual causa reaccion de hipersensibilidad (grado 2+, Sta-
vely 1984.) en aquellos materiales con el alelo Up-2, y
pustulas grandes (grado 5,6) en individuos sin el alelo
Up-2.

La presencia o ausencia del bloque de genes B-190
y del gen Ur-3, fueron estudiadas utilizando la raza 53 de
Uromyces appendiculatus. Los indi viduos, con el alelo
B-190, fueron clasificados por su reaccion a la raza 53 co-
mo pistulas pequetas (grado 3 Stavely 1984.), y aquellos
sin el alelo, por su reaccidn como piistulas grandes (gra-
dos 5 y 6). La presencia del alelo Ur-3 fue detectada en
individuos con reaccidon de hipersensibilidad (grado 2+),
y su ausencia en individuos presentando pistulas grandes
(grados 5y 6).

Extraccion de ADN

Para la extracciéon de AON, a partir de cantidades
grandes de tejido, se siguid la metodologia de Nodari et
al (1992) y Saghai-Maroof (1992), descritas previamente
en los trabajos de Miklas et al (1993) y Haley et al
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(1993). Para cantidades pequenas se siguid la metodolo-
gfa de Afanador et al (1993) descrita previamente en el
trabajo de Haley et al (1994).

Amplificacion de ADN con la técnica de PCR

Cada reaccion de PCR fue iniciada con ADN geno-
mico no digerido, un decanucledtido de secuencia arbitra-
ria (primer), NTPs, MgCI2, solucién tampdn, y la enzima
T AG-polimerasa estable al calor (Stoffel Fragment DNA
polymerase, Perkin Elmer Cetus, Norwalk, Conn.). Los
componentes en cada reaccion fueron adicionados en las
cantidades y procedimientos descritos previamente por
Miklas et al (1993) y por Haley et al (1993).

La cantidad de ADN, utilizado como molde en al
reaccion inicial, es doblada en un proceso general deno-
minado ciclo, el cual consiste de tres etapas: de naturali-
zacibn, alineacion, y extension. En nuestro laboratorio
hemos modificado las condiciones del ciclo de amplifica-
cion para el trabajo con ADN de frijol. Para el trabajo con
el gen Up-2 se utilizaron un total de 47 ciclos, cada ciclo
con las condiciones descritas por Miklas et al (1993). En
los trabajos con el bloque de genes B-190 y el gen Ur-3,
se realizaron algunas modificaciones, ello con el fin de
mejorar la calidad dél producto final de amplificacion y
mayor reproducibilidad de los resultados. Se utilizaron un
total de 37 ciclos, siendo las condiciones de amplifica-
cion las descritas por Haley et al (1994). Los productos
de amplificacidn, para cada una de las condiciones y ge-
nes estudiados, fueron separados por electroforesis en ge-
les de agarosa del 1.4% conteniendo bromuro de etidio.

La evaluacion de los productos de amplificacion, fue
realizada teniendo en cuenta los siguientes criterios: los
marcadores de tipo RAPD, se presentan como diferencias
en el patron de bandas, entre genotipos que se comportan
como dominantes, a diferencia de los marcadores de tipo
RFLP que son codominantes. El decanucleotido utilizado
como fragmento iniciador (primer) para la amplificacion
del ADN original, genera ya sea patrones iguales o dife-
rentes al ser separados estos por electroforesis. En el pri-

mer caso se considera que el decanucleotido no es poli-
morfico por tanto es descartado, y en el segundo caso se
considera polimdrfico, y pasa a ser utilizado en la evalua-
cion de las poblaciones segregantes, determinandose as{
su ligamiento al locus de interés, y por consiguiente su
utilidad en el programa de mejoramiento.

Procedimiento general

En el analisis de marcadores del tipo RAPD de cada
uno de los genes y poblaciones en estudio, se utilizaron
mezclas de ADN gendmico (Michelmore et al. 1991),
conformadas de la siguiente manera: a) para el gen Up-2
se utilizaron dos tipos de mezclas compuestas por canti-
dades iguales de ADN, la primera compuesta por ADN de
tres individuos con el alelo Up-2, y la segunda de tres in-
dividuos sin el alelo Up-2. Las dos mezclas de ADN, re-
presentando lineas cuasi-isogenéticas contrastantes, fue-
ron probadas con 167 decanucleotidos de secuencia
arbitraria, evaludndose luego en las poblacion segregante
solo aquellos fragmentos amplificados por decanucleoti-
dos en la mezcla de individuos resistentes. Aquellos mar-
cadores RAPD; ligados al alelo dominante Up-2, fueron
probados en muestras de germoplasma de frijol con el
alelo o sin el alelo, con el fin de determinar su utilidad co-
mo marcadores genéticos.

La identificacion de RAPDs para el bloque de genes
B-190, fue realizada utilizando dos mezclas de ADN,
consideradas cada una como poblaciones de lineas cuasi-
isogenéticas. Las mezclas estuvieron compuestas, una de
ADN de individuos susceptibles (S), y la segunda de
ADN de individuos resistentes (R). Las dos mezclas fue-
ron formadas tanto para la poblacion BBL47, como para
la poblacidn Slenderette, y luego se probaron con 306 de-
canucleotidos aleatorios. Los anilisis de cosegregacion
entre el marcador y los fenotipos (R,S) fueron realizados
en submuestras de cada una de las poblaciones.

La identificacion de marcadores tipo RAPD, asocia-
dos con el gen Ur-3, fue realizada mediante el uso de
mezclas de ADN conformadas de igual manera que aque-
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llas para los genes Up-2 y el bloque genético B-190. Las
mezclas estuvieron compuestas de cuatro individuos re-
sistentes una, y de cuatro individuos susceptibles la se-
gunda, esto para ambas poblaciones. Cada mezcla en ca-
da poblacion fue probada con 365 decanucleotidos
aleatorios.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de las mezclas de ADN, con o sin el gen
Up-2 con un total de 167 decanucleotidos, resultaron en
la amplificacion de un total de 931 fragmentos de ADN,
de los cuales solo uno fue polimorfico. Este fragmento
correspondid al marcador RAPD OA14,,,, (amplificado
por el decanucleotido 5'-TCTGTGCTGG-3"). Los estu-
dios de recombinacion entre el marcador OA14,y, y el
alelo dominante Up-2, no indicaron ningiin recombinante
dentro de una poblacién RC¢F, de 84 individuos segre-
gantes. Estos resultados sugieren un ligamiento estrecho
entre el marcador OA14,,,, y el gen de resistencia Up-2
(Miklas et al. 1992).

Germoplasma de los grupos genéticos Andino y Me-
soamericano, con o sin el alelo Up-2, fue evaluado para
determinar la presencia del marcador OA14,,,, Los re-
sultados parecen indicar que el marcador es de origen An-
dino, ya que todas las lineas, con o sin el alelo Up-2 pre-
sentaron el marcador, mientras que este estuvo ausente en
todo el germoplasma Mesoamericano, excepto en
aquellas lineas, a la cuales el alelo Up-2 habia sido incor-
porado. Estos resultados sugieren que el marcador
OA14,,00, serd mas 0til para piramidar el alelo Up-2 y
otros genes de resistencia a la roya, en germoplasma de
origen mesoamericano, donde tradicionalmente el marca-
dor no existe.

Haley et al (1994) identificaron dos marcadores del
tipo RAPD, ambos ligados al bloque genético B-190, de
resistencia a la roya. Uno de los marcadores fue identifi-
cado como OFlOqy;, (generado por el decanucleotido 5'-
GGAAGCTTGG-3") estrechamente ligado (2.15%-1.5

cM) y en fase de acoplamiento con el bloque de resisten-
cia. El segundo marcador RAPD, fue identificado como
OI19,4, (generado por el decanucleotido 5'-AATGCGG-
GAG-3"), y mas estrechamente ligado (también en fase de
acoplamiento) al bloque de genes del marcador OFl0y,
Ningilin recombinante fue detectado después de mapear
una poblacion de 97 individuos con el marcador 0119 4,
El analisis de una coleccion de genotipos de frijol resis-
tentes y susceptibles, pertenecientes a los grupos gen éti-
cos Andino y Mesoamericano, reveld una recombinacion
entre el marcador OF10y;, y el bloque genético. Hecho
indicado por la presencia del marcador en algunos geno-
tipos susceptibles. Nuestros resultados también indican
una sola recombinacion entre el RAPD 0I19,4, y el blo-
que de genes B-190, indicando que el marcador no se en-
cuentra localizado dentro del bloque genético, sino que
éste estd situado entre el RAPD OF10y;, y el gen B-190.

Las mezclas de ADN extraido de plantas, con o sin el
gen Ur-3, fueron probadas con 365 decanucleotidos, re-
sultando en la identificacién de un marcador de tipo
RAPD. El marcador fue identificado como OK14,, (am-
plificado por el decanucleotido 5'-CCCGCTACAC-3') y
se encontrd estrechamente ligado al gen de resistencia
Ur-3. Ningtin recombinante fue detectado dentro de la po-
blacion A4513. Sin embargo tres recombinantes fueron
detectados en la poblacidon de pintos Olathe/Sierra, ubi-
candose el marcador a una distancia de 2.23 cM (Haley et
al. 1994).

Como hecho importante se observd la reduccion en
la ocurrencia de positivos falsos, al usar NILs producto de
solo dos selecciones (en la F6 y F8) para el gen de resis-
tencia Ur-3, en lugar de NILs producto de selecciones su-
cesivas, necesarias en el retrocruzamiento. La reduccidon
de positivos falsos, puede ser explicada de tres maneras
diferentes: 1.- el uso de NILs provenientes de fuentes de
germoplasma con divergencia genética mas estrecha,
donde se espera que el nivel de polimorfismo sea mucho
menor; NILs altamente homozigotos (F8); 2.- reduccion
en el nivel de heterozigosidad producto de la reduccion
en la longitud del fragmento integrado, comparado a
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aquellos segmentos que no se encuentran ligados al gen
de interés; y por Gltimo, la estrategia de mezclas, la que
ha podido servir para enmascarar cualquier heterozigosi-
dad residual presente entre los NILs originales.

CONCLUSIONES

Mientras que los marcadores OK 14,5y OI19,4, son
ttiles para seleccionar, por la presencia de genes de resis-
tencia a la roya, en los dos grupos genéticos, los marca-
dores OF10y7, y OA14,,,, son atiles Gnicamente en un
solo grupo genético. Con la excepcion del RAPD
OA14,,(, la piramidizacion de genes (Ur-3 y B-190), ba-
sada en marcadores moleculares, serd posible en el ger-
moplasma Andino y ciertas razas Mesoamericanas de fri-
jol en las cuales este bloque de genes de resistencia,
tradicionalmente no existe.

La identificacion del marcador OI19,¢,, aparente-
mente seria (til en la transferencia facilitada por marca-
dores de la resistencia de B-190, entre grupos genéticos
(del Mesoamericano al Andino), entre razas dentro del
grupo genético Mesoamericano (de la raza Mesoamerica-
na a la Durango) y dentro de la raza Mesoamericana, ori-
gen de este bloque de genes. La seleccion obtenida con la
ayuda del marcador molecular OK14,,, asegurara el
mantener el gen Ur-3 en las lineas de cruzamiento, aun-
que se presente epistasis debida a la presencia de otros
genes de resistencia con accion méas amplia.

La combinacion efectiva de genes de resistencia a la
roya, contra una raza simple del patogeno, se hace dificil
debido a las interacciones epistaticas que ocurren fre-
cuentemente entre estos genes. La seleccion basada en
marcadores moleculares, se presenta como una alternati-
va a las cruzas de prueba requeridas para piramidar genes
de resistencia a la roya que exhiben epistasiso Finalmen-
te hemos mostrado la utilidad de los marcadores molecu-
lares en la piramidizacion de genes de resistencia a la ro-
ya del frijol, y con ello poder desarrollar un tipo de
resistencia mas estable o duradera, a este patdgeno tan va-
riable.
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