INCORPORACION DE GENES DE RESISTENCIA DOMINANTE Y RE-
CESIVA A CEPAS DEL VIRUS DEL MOSAICO COMUN EN DOS VA-
RIEDADES COMERCIALES DE FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.)

COMPENDIO

Se logrd incorporar resistencia mono-
génica de tipo dominante hipersensible
al mosaico comuUn, en lineas F4 y Fs
de frijol (Phaseolus vulgaris L.) que po-
seen caracter isticas comerciales de gra-
no similares a la variedad Diacol Calima,
susceptible a esta importante enferme-
dad viral. Se confirmé, sin embargo,
que existe ligamiento genético entre el
tono oscuro del color rojo moteado, ca-
racteristico de Diacol Calima, y los fac-
tores de resistencia al mosaico comun.
Genes de resistencia recesiva, efectivos
contra cepas necrdticas del virus del
mosaico comun (BCMV), se combina-
ron con el gen hipersensible dominante
presente en la variedad de frijol Royal
Red, la cual es resistente al mosaico co-
mun pero susceptible a las cepas necro-
ticas del BCMV. Se espera que la incor-
poracion simultanea de resistencia mul-
tiple, dominante y recesiva, en lineas
de frijol las proteja contra todas las ce-
pas conocidas del BCMV.
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ABSTRACT

Monogenic dominant resistance was in-
corporated in Fy and Fs lines posse-
ssing commercial grain type characteris-
tics similar to those of Diacol Calima,
a mosaic-susceptible bean (Phaseolus
vulgaris L.) cultivar of economic impor-
tance in Colombia. This study, howe-
ver, confirmed, earlier reports indica-
ting the existence of linkage between
I-gene hypersensitive resistance  to
BCMV and the darker red (purple) co-
lor. Simultaneously, recessive genes,
effective against necrotic BCMV strain
capable of challenging the hypersensiti-
ve gene which conditions dominant re-
sistance to common mosaic, were su-
ccessfully combined with the domi-
nant hypersensitive gene in red kidney
grain type derived from the var. Royal
Red. It is expected that this kind of
multiple resistance, dominant and rece-
ssive, would protect bean genotypes
againt all of the known BCMV strains.
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1. INTRODUCCION

El virus del mosaico comun del frijol (BCMV: bean common mosaic vi-
rus), se ha distribuido universalmente debido a su transmision por la semi-
lia y por varias especies de 4fidos. La incorporacion de resistencia al BCMV
ha sido una de las practicas de control mas aconsejables y perseguidas, de-
bido a la dificultad de obtener semilla libre de virus o de efectuar un con-
trol quimico eficiente del insecto vector.

Existe un tipo de resistencia hipersensible dominante que previene la in-
feccion sistemdtica cronica por el virus y su transmision en la semilla de
plantas infectadas (Ali, 1). Existen, también, un nimero de genes recesivos
que confieren resistencia a cepas especificas del BCMV (Drijfhout, 2). El
uso de genes recesivos no se ha recomendado debido a la existenciade ce-
pas del BCMV capaces de atacarlos. Algunos de estos genes recesivos prote-
gen el gen I contra cepas del BCMV gue inducen necrosis sistematica en
plantas con resistencia monogénica dominante. A pesar de que la ocurren-
cia de necrosis sistémica es un evento raro en cultivos comerciales de varie-
dades resistentes al mosaico comin, la proteccion de estos genotipos es un
objetivo importante en varios centros de investigacion.

Vale la pena anotar que la incorporacion del gen I ha sido dificil en de-
terminados tipos de grano (rojo moteado, bayos, rojo no moteado, etc.),
sin que cambien las caracteristicas comerciales del grano. Algunos trabajos
realizados en el CIAT han demostrado la existencia de ligamiento genético
entre ciertos colores de grano y la susceptibilidad al BCMV (Temple, 3).

Basado en lo anterior, el trabajo tuvo como objetivos: incorporar resis-
tencia dominante (gen I) al mosaico comin del frijol en la variedad Diacol

Calima; seleccionar lineas con resistencia multiple mediante la combina-
cion de genes de resistencia recesiva con el gran dominante I y establecer la
frecuencia relativa de recombinacién de genes recesivos, efectivos contra
cepas necroticas con el gen dominante 1.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El trabajo se realiz6 en condiciones de invernadero (26°C y 82 of/o de
humedad) en el Centro Internacional de Agricultura Tropical-CIAT, utili-
zando semilla libre de patogenos y genéticamente pura de las variedades
de frijol Diacol Calima, Royal Red (tipo Red Kidney) y Red Mexican U I
35 (grupo Great Northern 31) y las cepas Florida, NL 3 (necréticas)y NL4
del BCMV (Cuadro 1).



Cuadro 1

Variedades parentales de frijol y genotipo de resistencia al BCMV

No. CIAT Variedad

G 04494 Diacol Calima

G 04450 Royal Red

G 06384 Red Mexican Ul 35

Caracteristicas de grano

Peso/ Hébito de
Color 100 semillas Crecimiento
Rojo moteado 47g Determinado
Rojo 49 ¢ Determinado
Rojo 27 g Indeterminado

Genotipo de resistencia ™

bc -u*, be - 1Y, bc-2*
be - u*, bec-1, be-2*
bc-u, be- 12, bc-2*

* (Drijfhout, 2)



Los materiales se cruzaron utilizando la técnica de hibridacion por emas-
culacion con estigma cubierto. Las progeniesF,,F;,F; v Fs del cruza-
miento Diacol Calima x Royal Red se inocularon manualmente con las ce-
pas Florida y NL3. Para preparar el indculo se maceraron trifolios de plan-
tas con sintomas de mosaico de 15 dias de edad, agregando solucién amor-
tiguadora (fosfato de potasio 0.01 M, pH 7.5) hasta una diluciéon de 1: 10
(p/v). Las plantas que presentaron sintomas se consideraron como suscepti-
bles.

En la prueba de necrosis, utilizada para distinguir plantas conel gen 1|
de aquellas que posefan genes recesivos (I* I*) en las progenies agregantes ,
hojas primarias inoculadas con la cepa NL3, se colocaron en camara hiime-
da para observar el desarrollo de necrosis de nervaduras en plantas que po-
sefan el gen dominante I. El cruzamiento Royal Red x Red Mexican U135
se realizo con el fin de recombinar los genes recesivos be-u, be-12 y be-2?,
que posee Red Mexican Ul 35, con el gen I, presente en Royal Red.

Las plantas F, y F; del cruzamiento Royal Red x Red Mexican UI 35 se
inocularon con una mezcla de las cepas NL3 + NL4, con el fin de descartar
las susceptibles al BCMV que reaccionaron al mosaico y a la necrosis siste-
mica.

3. RESULTADOS
3.1. Cruce Diacol Calima x Royal Red.

Enla F, se colectaron 46 semillas con testa roja moteada, grandes,semia-
largadas y brillantes. La combinacion genética de esta generacién fue: I11*,
bc-u*, be-u*, be-1* be- 1.

En cuanto al color de Ia testa de la semilla F, , se diferenciaron dos gru-
pos: habano con listas moradas (746 semillas) y morado con pocas pintas
habanas (14 semillas). El grano en ambos grupos fue mediano, semi-alarga-
do y semi-brillante.

De las 746 plantas F, pertenecientes al primer grupo, 612 permanecie-.
ron sin sintomas, se consideraron como resistentes y se cosecharon masal-
mente. De las 14 plantas F, del segundo grupo, 13 permanecieron sin sin-
tomas, siendo cosechadas individualmente (Cuadro 2). En la generacion de
semillas F5 se presentd segregaciéon en cuanto al color de la testa de la semi-
1la, forma, tamafio, brillo y peso.

Todas las plantas de algunas selecciones de las generaciones F; ,F, y Fjq
reaccionaron positivamente a la prueba de necrosis (Cuadros 3,4 y 5), indi-
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Cuadro 2

Reaccion de las plantas de la generacion F, del cruce Diacol Calima x Royal
Red a la inoculacion con la cepa Florida del BCMV

No. Plantas
Grupos Observadas Esperadas e P
3:1
Primer grupo R: 612 559.5 492 < 0.001
134 1865 14.77
Segundo grupo R 13 105 059 > 0.1
1 35 1.78

R: Sin sintomas

S: Mosaico sistémico
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Cuadro 3

Resultados de las pruebas de necrosis e inoculacion con la cepa Florida del BCMV en las
plantas de las selecciones individuales F, del cruce Diacol Calima x Royal Red.

Reaccion
Prueba de necrosis Florida

SI No. plantas + - R S Genotipo *
A1 10 10 0 10 0 I
A-4 10 10 0 10 o 1
A-8 22 22 0 22 0 I
A-12 20 20 0 20 0 1
A-2 ] 0 9 0 9 | 5l 7
A-3 13 10 3 10 3 1
A-5 23 22 1 22 1 H*
A-6 18 17 1 17 1 e
AT 18 11 b " 7 i
A-8 23 21 2 21 2 e
A-10 16 13 3 13 3 "
A-11 23 21 2 21 2 1
A-13 19 16 3 16 3 e

S| = Seleccion individual.
S = Mosaico sistémico

— = Sin sintomas

X? combinando sdlo las familias heterocigotas: 9.20

R = Sin sintomas
+ = Necrosis sistémica

Proporcibon R: S = 3: 1

reaccion + a la prueba de necrosis y ninguna con reaccién -,

Probabilidad: > 0.001

El genotipo || se asigno slo a aquellas familias que presentaron minimo 10 plantas con



Cuadro 4

Resultados de las pruebas de necrosis e inoculacién con la cepa Florida del BCMV en
plantas de las familias F, seleccionadas del cruce Diacol Calima x Royal Red.

Reaccion
L Prueba de necrosis Florida
Faiits Do gt + - R S Sin reaccion Genotipo®
A-1-2 1 0 1 0 1
A-1-3 2 1 1 1 1 B i
A-1-4 2 2 0 2 0
A-1-5 1 1 0 1 0
A-1-7 1 1 0 1 0
A-6-1 12 12 0 12 0 1
A-6-2 1" 1 0 11 0 1
A-6-3 9 9 0 9 0
A-64 7 7 0 7 0
A-6-6 14 14 0 14 0 11
A-6-7 5 5 0 5 0
A-6-8 10 10 0 10 0 I
A-69 9 9 0 9 0
A-6-10 7 7 0 7 0
A-6-11 5 4 1 4 1 i
A-6-12 7 6 1 6 1 1 s
A-6-13 3 3 0 3 0
A-6-15 5 5 0 5 0
A-6-16 6 6 0 6 0
A-7-2 3 2 1 3 0 1 n
A-11-2 16 6 10 13 3 7 n*
A-113 14 7 7 9 5 g LI
A-11-4 16 10 8 12 4 2 e
A-1156 16 13 3 16 0 3 (W
A11.7 12 8 4 ] 3 1 e
A118 13 1 2 12 1 1 "
A-1112 19 19 0 1B 0 [N
A-1117 17 1 6 14 3 3 1
A-11-18 12 12 0 12 0 il
A-11-19 8 8 0 8 0
A-13-1 3 3 0 3 0
A-132 3 3 ] 3 0
A-13-3 3 2 0 3 0 1 & i
A-134 5 5 1 5 0
A-13:6 2 2 0 2 0
A-13-10 1 1 0 1 0
A-13-11 2 1 1 1 1 e
A-1312 3 3 0 3 0
A-13-15 4 3 1 3 1 7 b
R = Sin sintomas S = Mosaico sistémico + = Necrosis sistémica

- = Sinsintomas

* El genotipo | | se asigno solo a aquelias familias que presentaron minimo 10 plantas con reac-
cion + a la prueba de necrosis y ninguna con reaccion - .
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Cuadro 5

Resultados de las pruebas de necrosis e inoculacién con la cepa Florida del
BCMYV en plantas de las familias Fs del cruce Diacol Calima x

Royal Red
Reaccion
Prueba de necrosis Florida
Familia No.plantas  + - R S Genotipo®*
A-7-21* 11 0 11 0 11 rar
A-7-2-2 17 11 6 11 6 1 b
A-11-21° 5 0 5 0 5 i
A-11-22% 4 4 0 4 0
A-11-2-3" 17 8 9 8 9 il
A-11-2-3" 5 4 1 4 1 i i
A-11-25° 5 5 0 5 0
A-11-2:6" 6 6 0 6 0
A-11-2-7" 3 3 0 3 0
A-11-4-1"° 8 0 8 0 8 "
A-11-4-2* 4 0 4 0 4 il e
A-11-49 19 15 4 15 4 (N
A-118-1 17 0 17 0 17 I
A-11-8-2* 4 4 0 4 0
A-11-17-1" 4 0 4 0 4 I*4*
A-11-17-2" 3 0 3 0 3 P
A-11-17-3* 0 3 0 3 1
A-11-174 11 0 11 0 11 1
A-11-17-12 1 13 0 13 0 il
A-11-19-1 4 0 4 0 4 e B
A-11-19-2 6 0 6 0 6 e by
A-13-31* 11 0 11 0 1 "
A-13-3-2 7 6 1 6 1 0 g
A-13-3-3 6 4. 2 4 2 11"

+ : Necrosis sistémica

- : Sin sintomas

Familias provenientes de plantas sin reaccion en la generacion Fg

El genotipo |1 se asignd sélo a aquellas familias que presentaron minimo 10 plantas
con reaccion + a la prueba de necrosis y ninguna con reaccion —.
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cando la presencia del gen dominante I en condicion homocigota. En cier-

tas selecciones se encontraron plantas que reaccionaron positivamente ,

mientras que otras no reaccionaron, lo cual indica la presencia de plantas

con genes | — y I' [*. Como era de esperarse al ser inoculadas con la cepa

Florida, algunas plantas presentaron sintomas de mosaico; otras selecciones
tuvieron pocas plantas con las cuales formar un genotipo hipotético.

Finalmente, un grupo de plantas de diferentes familias F, , reaccionaron
negativamente, tanto a la prueba de necrosis (NL3) como a la de mosaico
(Florida), habiendose descartado también la posibilidad de una infeccién la-
tente mediante microscopia electronica.

Vale la pena observar que en las generaciones Fs y Fs atn se sigue pre-
sentando segregacion del color de la testa de la semilla, con predominio del
morado-moteado sobre rojos y cremas.

2. Cruce Royal Red x Red Mexican UI 35.

Se cosecharon 80 semillas F, medianas, rojas, semi-alargadas y semi-bri-
llantes. La constitucién genética de esta generacion con relacion al BCM V
fue: II* be-u* be-u, be-1 be-12, be-2* be-22.

En la F, se obtuvieron 1952 semillas moradas, semi-alargadas, semi-bri-
llantes y con paredes del hilum de color negro.

Al inocular las plantas F, con una mezcla de las cepas NL3 + NL4, 16
presentaron lesiones locales (resistentes) y 1080 necrosis sistémica (suscep-
tibles). Un tercer grupo de 430 plantas manifest6 sintomasde mosaico,
mientras que 44 plantas no presentaron ningin sintoma. La conformacioén
genética de este altimo grupo de plantas serd objeto de un estudio futuro.
El resto de semillas tuvo problemas de germinacién (Cuadro 6).

De las 16 plantas F, con lesiones locales, se elimin6 una que posefa el
BCMYV en forma latente. Se obtuvieron 403 semillas F; las cuales presenta-
ron segregacion en cuanto al color de la testa, tamafio, forma, brillo y peso.
Al inocular las familias F; con las cepas NL3 + NL4 se presentaron sinto-.
mas de mosaico sistémico, necrosis sistémica y lesiones locales (Cuadro 7).
Se aprecia también que las familias B-2, B-12 y B-16 son homocigotas por
su resistencia tanto al mosaico como a la necrosis sistémica, ya que presen-
taron exclusivamente lesiones locales necroticas.

En la generacion F, se esperaban dos tipos de sintomas después de ino-

cular con la mezcla de las cepas NL3 + NL4: lesiones locales y mosaico sis-
témico, ya que las plantas resistentes seleccionadas en F, , tebricamente
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Cuadro 6

Reaceion de las plantas de la generacién F; del cruce Royal Red x Red Mexican Ul 35 a la

inoculacion con las cepas NL; + NL; del BECMV

No. Plantas
Observadas Esperadas

Reaccion 9:3:180 : 64" e P
Sin sintomas 44 55.16 225 <0.10
Lesiones locales 15 18.38 0.62
Necrosis sistémica 1080 1103.20 0.48
Mosaico sistémico 430 392.25 3.63
* El nimero de plantas esperadas se calculo con base en el siguiente modelo genético:

Genotipo Reaccion Frecuencia
1.1 be-u bec-u, be-1 be-12, bc-2* be-22
= Sin sintomas 9/256

|_, be-u be-u, be-1 be-1, be-2? be-22
2.1__, be-u bc-u be-1? be-1*, be-2? pe-2? Lesiones locales 3/256
<2 S | o b2t Necrosis sistémica 180/256

Il__. bc-u be-u, be-1 ey e

\__, bec-u' bc- 1 , bc-2? pe.2?

I__, be-u* ___  be-1? bc-2°

I__. bc-u bec-u be-1? ., bc-2"

L she-ut sy cilpe 2 , bc-2* be-2?
4. I'T, : Mosaico sistémico 64/256

El gen puede estar en forma dominante o recesiva, y en el caso del locus be- 1 podr(a ser el alelo
bc-1 Gelbe-12.
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Cuadro 7

Resultados de la inoculacion con mezcla de las cepas NL; y NL, del BCMV en plantas
de las familias F; del cruce Royal Red x Red Mexican UI 35

No.de plantas con reaccion

Familia S Sn Rn Rd
B-1 34 0 0
B-2 0 0 31
B-3 0 4 12
B-5 3 5 10*
B-6 1 2 22
B-7 3 4 10°
B-8 0 37 2t
B-9 0 0 19°
B-10 1 Jas
B-11 8 43 0
B-12 0 0 40
B-13 0 0 4
B-14 0 1 i
B-15 0 0 0 g=
B-16 0 0 17
S = Mosaico sistémico

Sn = Necrosis sistémica

Rn = Lesiones locales punteadas necréticas
Rd = Reaccidn de defensa

+ = Lesiones locales necrdticas agrandadas.
® = Lesiones punteadas rojas

-

1

Arrugas y deformacion foliar
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presentaban los genotipos [ —,bc-u be-u, be-12 be-12 | be-22 be-22.

Sin embargo, se registraron 101 plantas con necrosis sistémica, lo cual in-

dicaba que alguno de los genes recesivos bc-u 6 be-2? estaba en forma he-

terocigota. En la generacion de semillas F, se presenté segregacidn en cuan-
to al color de la testa, forma, tamafio, peso y brillo.

4. DISCUSION

Los resultados de la evaluacion de 39 familias F, v 24 F; provenientes
del cruzamiento Diacol Calima x Royal Red muestran que no se present6
ningln recombinante de las caracteristicas deseadas: resistencia al BCMV
(gen I) y color de la testa rojo moteado. Esto confirma el ligamiento,anota-
do por Temple (3), entre los colores oscuros de las semillas rojo-motead o
v el gen dominante 1.

De acuerdo con la manifestacion de lesiones locales en las plantas F, del
cruce Royal Red x Red Mexican Ul 35, se puede suponer que, ademas del
gen I, estaban presentes en forma homocigota los genes recesivos be-u, be-
12. Sin embargo, el gen bc-12 puede estar o nd presente, siendo necesario
solamente la presencia de los genes [—, bc-u bc-u y bc-22 be-22 para la
expresion de lesiones locales (Drijfhout, 2).

Es posible que las combinaciones genéticas be-1 be-1y be-1 be-1%, al
reunirse con I—, be-u be-u, be-2? be-2?, hayan alterado la expresion
de las lesiones locales y por lo tanto las frecuencias esperadas.

Todas las plantas que poseian los genes I* I', fueron atacadas por la ce-
pa NL4, manifestando sintomas de mosaico. Ademas, se supone que aque-
lias plantas portadoras del gen dominante I y de los recesivos bc-u y be-22
(cualquiera de los dos 0 ambos en forma heterocigota o dominante), pre-
sentaron necrosis sistémica (Cuadro 6).

Los resultados obtenidos en la prueba de las familias F; (Cuadro 7) mues:
tran la posibilidad de que alguno de los genes recesivos (bc-u 6 bc-2? ) es-
tuviera en forma heterocigota en aquellas plantas clasificadas como resisten-
tes a la necrosis sistémica en F, . Posiblemente, debido a la influenciade los
genes be-1 be-1 6 be-1 be- 17, dichas plantas manifestaron sintomas simi-
lares a lesiones locales y al segregar en F; genotipos be-u* be-u* 6 be- 2°*
be-2* produjeron plantas susceptibles a la necrosis sistémica. Quizd en el
momento de hacer la clasificacién en F, , se tomaron como resistentes a la
necrosis sistémica plantas que presentaron sintomas no tipicos de lesiones
locales.
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Mediante el cruzamiento de los materiales Royal Red x Red Mexican Ul
35 se obtuvieron 4 familias I, con resistencia multiple (dominante y rece-
siva)a la necrosis sistémica. Estas poseen caracteristicas de grano simila-
res a las del progenitor Royal Red. Es posible que en generaciones avanza-
das, 6 mediante retrocruzamiento, se logre mejorar las caracteristicas co-
merciales de color y tamariio exigicas para estos tipos de grano.

Resumiendo, en este estudio se demostro la posibilidad de obtener lineas
de frijol resistentes al mosaico y a la necrosis sistémica causados por cepas
del virus del mosaico comun, siguiendo técnicas de cruzamiento e inocula-
cion relativamente sencillas. La seleccion de lineas de frijol con caracteristi-
cas comerciales de grano, por el contrario, exige la implementacién de una
metodologia paralela de mejoramiento genético, como el retrocruzamiento,
para mentener las caracteristicas comerciales de los tipos de granos estudia-
dos. La confirmacion de la existencia de ligamiento genético entre ciertos
colores y la susceptibilidad al BCMV, también sugiere la necesidad de reali-
zar una seleccion amplia de materiales parentales con el fin de romper el li-
gamiento mediante una combinacion favorable. Finalmente, la observacion
de la frecuencia apreciable de recombinacion de genes de resistencia recesi-
va y dominante, hace posible recomendar un incremento en el nimero de
poblaciones segregantes con la finalidad de aumentar las posibilidadesde se-
leccionar lineas con resistencia multiple al BCMV. que posean granos de ca-
racteristicas comerciales.

4. CONCLUSIONES

4.1. Mediante el cruzamiento de los materiales Diacol Calima x Royal Red,
se obtuvieron 6 familias F; v | F5 con el gen de resistencia dominan-
te I en condiciéon homocigota y grano de interés comercial para el mer-
cado colombiano.

4.2. Se confirm¢ el ligamiento entre el gen 1 vy el tono oscuro de la semilla
rojo moteado. Sin embargo, es posible obtener familias con resistencia
dominante y grano morado-moteado, aparentemente aceptable en el
mercado.

4.3. Enla generacion F, del cruzamiento de las variedades Royal Red x
Red Mexican Ul 35, se obtuvieron 3 familias con resistencia multiple,
dominante y recesiva, a las cepas del BCMV conocidas hasta el momen-

to.
4.4. Mediante la seleccion individual de plantas F; del cruce Royal Red x
Red Mexican Ul 35, resistentes a la necrosis sistémica, se obtuvieron

4 familias F, con una tonalidad muy similar a la del progenitor Royal
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Red, de potencial en el mercado internacional.

4.5. Laexpresion de lesiones locales punteadas, caracteristicas de genoti-
pos que poseen resistencia multiple al BCMV, necesita un estudio ge-
nético intensivo.
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