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RESUMEN

Se desarrolld un programa de mejoramiento genético para resistencia horizontal global en frijol (Phaseolus vulgaris
L), con énfasis en tizon comun (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), para la region Mixteca en Oaxaca, México.
Se realizaron experimentos de laboratorio y campo en las estaciones de verano y otofio del 2002, para evaluar el nivel
de resistencia acumulado en los genotipos de ciclos de mejoramiento 3, 4, 5, 6 y 7, comparandolos con los niveles de
resistencia de los padres originales, y variedades regionales y comerciales. Mediante la aplicacion de severa presion de
inoculo de la bacteria, se evidencio el mayor avance genético contra X. axonopodis pv. phaseoli, en los genotipos de los
ciclos mas avanzados, considerando el rendimiento, incidencia y dafios reducidos de la bacteria, tanto en experimentos

de laboratorio como de campo.

Palabras clave: Resistencia genética,

ABSTRACT

A genetic improvement program was developed for global horizontal resistance in bean (Phaseolus vulgaris L.), with
an emphasis on common blight (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), for the Mixtec region in Oaxaca, México.
Laboratory and field experiments were performed in the summer and autumn seasons of 2002, to evaluate the level
of resistance accumulated in the genotypes of improvement cycles 3, 4, 5, 6 and 7, comparing them with the levels of
resistance of the original parents, and regional and commercial varieties. Through the application of severe pressure from
the bacteria inoculum, the greatest genetic advancement against X. axonopodis pv. phaseoli was made evident, in the
genotypes of the most advanced cycles, considering the yield, incidence and reduced damage of the bacteria, both in

laboratory and field experiments.
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INTRODUCCION

4 . es uno de los centros de origen
M eX| CO y domesticacion del frijol comun
(Phaseolus vulgaris L) y en consecuencia se ha desarro-
llado amplia variabilidad genética y de sus parasitos (Gar-
cia et al, 1999). En el germoplasma mexicano de Pha-
seolus spp, agregan Navarrete y Acosta (2000) que existe
resistencia al tizon comun (Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli) en genotipos silvestres y cultivados, y en
algunos de éstos sugiere la existencia de resistencia ho-
rizontal y en otros resistencia de tipo vertical, con lo cual
confirma la variabilidad patogénica de esta bacteria. El
empleo de técnicas de fitomejoramiento en poblacion
en frijol ha demostrado ser eficiente en la acumulacion
de altos niveles de resistencia a enfermedades como el
Tizon comun y el Virus del Mosaico Comun (VMC) (Gar-
ciaetal, 2003). El tizon comun es un problema especial-
mente importante en las regiones tropicales y subtropi-
cales productoras de frijol (Cruz Izquierdo et al,, 2004).
En el mejoramiento genético por resistencia horizontal
se debe inactivar la accion de la resistencia vertical du-
rante el proceso de seleccion, para evitar que se selec-
cione por ausencia de parasitismo. Esto se puede lograr
mediante la técnica del patotipo designado, que conlle-
va la seleccion de un numero determinado de patode-
mos, que formaran la poblacion de padres potenciales
en el proceso de mejoramiento; los materiales no aco-
plados son descartados y cualquier resistencia que per-
manezca sera resistencia horizontal (Robinson, 1987).
Alvarado (1993) cita incremento ligero en los niveles de
resistencia en algunas progenies del segundo ciclo de
mejoramiento; en cambio Madariaga (1998) consigna
acumulacion de resistencia a la bacteria del tizon comun
por parte de los padres en el cuarto ciclo de cruzas. Cruz
(2001) evalud en campo 70 genotipos de frijol del ciclo
tres y cuatro de seleccion para tizon comun, y encontro
que el grupo de progenitores mas avanzado presento
los niveles mas bajos de dafio por el tizon comun. De-
mostro la factibilidad de la acumulacion de genes que
confieren resistencia para Xanthomonas axonopodis pv
phaseoli, mediante seleccion recurrente. Con estos an-
tecedentes, se comparo el nivel de resistencia horizontal
contra algunas enfermedades del frijol, con énfasis en la
bacteriosis del tizon comun Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli, en los materiales avanzados de los ciclos
tres, cuatro, cinco, seis y siete de mejoramiento en com-
paracion con variedades comerciales y regionales. Para
tal fin se planted realizar una serie de experimentos en
laboratorio y en campo.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollo en el laboratorio de Eco-
logia de enfermedades perteneciente al area de Fito-
patologia, del Instituto de Fitosanidad, en el Colegio de
Postgraduados, Montecillo, Edo. de México y en los te-
rrenos del Campo Agricola Experimental de la Univer-
sidad Autonoma Chapingo. Se evaluaron 72 genotipos
recolectados en la mixteca oaxaquefia (Valenzuela,
1988) y se hicieron muestreos para obtener aislamientos
de Xanthomonas campestris pv phaseoli (tizon comun)
y virus del mosaico comun del frijol (BCMV). Los aisla-
mientos fueron seleccionados por su acoplamiento con
la mayoria de los genotipos y en forma simultanea, se
designaron los patotipos V-972, M-52 y X-118 vy los pa-
todemos 4, 20, 31, 48, 52, 54 y 55. Los patodemos son
todos susceptibles a todos los patotipos, por lo que la re-
sistencia vertical ha sido inactivada y es necesario ahora
acumular poligenes de resistencia horizontal. Se inclu-
yeron seis variedades locales susceptibles a los patotipos
designados. Los padres fueron cruzados entre ellos por
cruzas dialélicas y cada generacion de seleccion masal
fue sometida a seleccion tardia (después de tres genera-
ciones de autopolinizacion) siempre en condiciones de
campo y aplicando presion de seleccion bajo el criterio
de mayor rendimiento. Los aislamientos de la bacteria y
del virus, se conservaron en laboratorio para ser usados
como inoculo artificial. Se utilizaron bacterias liofilizadas
que se reactivaron en una mezcla de extracto de leva-
dura y agua destilada durante cuatro horas y sembradas
en cajas petri con extracto de levadura-dextrosa (YDC).
Una vez obtenido el inoculo se transfirio a 10 matraces
de medio liquido (extracto de levadura y glucosa) y co-
locado en la incubadora a 25 °C por tres dias. Posterior-
mente se centrifugd para eliminar el medio de cultivo y
la bacteria se resuspendio en agua destilada estéril. La
concentracion final se calibré a 108 células mL™ me-
diante comparacion con concentraciones conocidas.
En el primer experimento la bacteria se inoculd en folio-
los desprendidos de 28 dias de edad provenientes de los
15 genotipos (Cuadro 1).

Los foliolos desprendidos se mantuvieron en tubos de
ensaye de 25 ml con agua corriente. Se utilizaron diez
foliolos por cada variedad y el grupo de tubos con sus
respectivos foliolos se mantuvieron en camara humeda
(mediante la instalacion de un humidificador). Bajo esas
condiciones de alta humedad, se asperjo Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli sobre los foliolos. Las condicio-
nes de alta humedad se mantuvieron por cinco dias o
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Cuadro 1. Genotipos comparados en su resistencia a Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
inoculada a foliolos desprendidos mantenidos en agua en tubos de ensaye y en camara hu-

meda.

. Variedades
Padres originales .
regionales
Po -20 Negro Tezonteapa
Po - 32 Nativitas
Po - 48

mas. Por cada variedad se utilizaron
10 tubos, de los cuales, ocho fue-
ron asperjados con el inoculo de la
bacteria y dos como testigos. Este
experimento se repitio dos veces en
el tiempo. La segunda vez se realizd
12 dias después del primero cuan-
do las plantas estaban en la etapa
V3. Se determind a los cuatro dias
despues de la inoculacion, el gra-
do de resistencia en escala visual
de 1 a 10, considerando como re-
ferencia que 1 es hoja sana, 5 hoja
clorotica y 10 hoja necrosada con
todos los rangos intermedios. Para
el sequndo experimento la evalua-
cion se realizd a los ocho dias des-
pués de la inoculacion. En campo,
la siembra se realizd al inicio de la
época de lluvias en parcelas de 5
m de largo por 0.64 m de ancho,
con distancia entre calles de medio
metro, depositando manualmente
110 semillas a una densidad de 55
plantas por surco y distancia de 90
cm entre plantas. En laboratorio
se obtuvo el inoculo de la bacteria
del tizon comun y en condiciones

Variedades .
. Genotipos avanzados
comerciales

Pinto villa P4C 2 PeC 7
Negro perla P5C 1 pP7C 10
P5C 4 P7C 11
P5C 7 pP7C 15

de nublado se hicieron las inocula-
ciones con bomba de mochila ma-
nual. El control de maleza fue con
tres deshierbes manuales. En total
48 tratamientos (un genotipo por
cada tratamiento) distribuidos en un
disefio experimental bloques al azar
con cuatro repeticiones (Cuadro 2).

Se determind porcentaje de dafo
por la bacteria del tizon comun y
por el virus del mosaico comun;
para el primero, se utilizd una escala
con valores de 0 a 5 e interpretados
en porcentaje de dano; en donde 0
equivale a 0% de area foliar dafada,
1 correspondio a 12.5%, 2 al 25%, 3
al 50%, 4 a un 75% y 5 a 100%, solo
se hizo una evaluacion 15 dias des-
pués de iniciada la floracion, ade-
mas del rendimiento por genotipo.
El porcentaje de dafio por el virus
se interpretd considerando sintoma
1 (moderado) y sintoma 2 (severo).
Los datos fueron analizados con
el procedimiento PROC ANOVA,
posteriormente se aplicd una com-
paracion de medias Tukey con un

a=<0.05 con el programa SAS ver-
sion 8.0 (1988) y graficaron con el
programa Sigma plot ver. 10.0 para
Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION
En laboratorio se observo diferente
severidad del dafo por Xanthomo-
nas axonopodis pv. phaseoli entre
genotipos (Figura 1).

Con valor inferior a dos, en la es-
cala empleada, se encontraron los
genotipos P 5-1, P 6-7, P 7-15, Po
48 y Pinto Villa. Los valores mas al-
tos de dafio (superiores a cuatro) se
observaron en los genotipos P 5-4,
P 5-7, Po 20 y Po 32 y con valores
de severidad intermedios P 4-2, P
7-10, P 7-11 y las variedades regio-
nales Negro de Tezonteapa, Nativi-
tas y Negro Perla. De tres progeni-
tores originales incluidos, dos mos-
traron los niveles de dafio mas al-
tos y solo el progenitor original 48
mostro resistencia, aunque el dafio
observado fue menor para uno de
los progenitores del séptimo ciclo,
el P 7-15. En el segundo experi-
mento se observaron diferencias
entre genotipos con base en los va-
lores dados por la escala utilizada,
los niveles de resistencia mas altos
(dafios inferiores a la escala de 3)
se presentaron en los genotipos P
7-15, Po 48 y en la variedad comer-
cial Pinto Villa. Niveles intermedios
de resistencia (escala de 3 a 5) se

Cuadro 2. Genotipos establecidos en campo para la evaluacion del avance genético por resistencia horizontal a Xanthomonas axonopodis

pv. phaseoli.

Padres originales \/arlgdades Varledades Genotipos Avanzados
Regionales Comerciales

Po - 04
Po - 20
Po - 31
Po - 48
Po - 52
Po - 54
Po - 55

Negro Tezonteapa

Amarillo regional

Negro Noventefio

40 | VA‘ - PRDSU;CTIVIDAD

PC3-01 PC4-01
Bayo
PC3-02 PC4-02
PC3-03 PC4-03
Jamapa
PC3-04 PC4-04
PC3-05 PC4-05
Pinto villa PC3-06 PC4-06
PC3-07 PC4-07

PC5-01 PC6-01 PC7-03
PC5-02 PC6-02 pPC7-09
PC5-03 PC6-03 PC7-10
PC5-04 PC6-04 pPC7-11
PC5-05 PC6-05 PC7-12
PC5-06 PC6-06 PC7-15
PC5-07 PC6-07 pPC7-21
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Nivel de dafio
|

T T T T T T T T T T T T T T T
P7-15 P6-7 P48 P5-1 Pinto Nati- P4-2 P7-11Negro P7-10 Negro P32 P5-7 P20 P5-4
Villa  vitas perla Tezon-
teapa

Figura 1. Nivel de dafio observado en los genotipos evaluados con
baseenlaescalalalOenrespuestaalainoculacion con Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli bajo condiciones de cadmara humeda sobre
foliolos desprendidos, a los 4 dias de la inoculacion.

observaron para los genotipos de los ciclos avanzados
P 4-2, P 5-1, P 6-7 P 7-11, variedad regional Nativitas
y variedad comercial Negro Perla. Los genotipos mas
susceptibles (con niveles de dafo superiores a 5) fue-
ron los progenitores originales Po 20 y Po 32 y de ciclos
avanzados P 5-4, P 5-7 y P 7-10, asi como la variedad
Negro de Tezonteapa. Los experimentos desarrollados
en laboratorio permitieron evidenciar mas rapido la
acumulacion de resistencia horizontal en algunos de
los genotipos avanzados del proyecto, y a su vez con-
firmar, que al realizar un programa de mejoramiento
genético por resistencia horizontal, se logran acumular
niveles de resistencia altos aunque se parta de padres
originales susceptibles. Los resultados del analisis de
varianza sobre los datos de rendimiento indicaron que
existen diferencias significativas entre los genotipos
evaluados, considerando un nivel de significancia de
a=0.05 (Cuadro 3).

Las comparaciones de medias (Tukey p<0.05) evidencio
que los mejores genotipos, con promedio superiores a
1100 g por parcela, fueron los de los ciclos avanzados de
mejoramiento (tres genotipos del séptimo, cuatro geno-
tipos del sexto, tres genotipos del quinto, un genotipo
del cuarto y dos del tercero) (Cuadro 3). En contraste, los
genotipos que obtuvieron rendimientos promedio infe-
riores a 700 g (significativamente distintos a los anterio-
res) se encuentran cinco padres originales, las tres varie-
dades comerciales, las tres variedades regionales y dos
genotipos del tercer y cuarto ciclo de mejoramiento.

Cuadro 3. Pruebas Tukey para el rendimiento de Phaseolus vulgaris
L. de acuerdo a tratamiento. Se incluyen solo los 13 genotipos de
mayor y menor rendimiento.

e
PC7-03 14875 a
PC6-01 1425.0 ab
PC5-07 1325.0 abc
PC5-01 1275.0 abc
PC6-06 1245.0 abc
pPCe6-02 1236.3 abc
PC7-15 12225 abcd
PC4-03 1218.0 abcd
PC5-02 1200.0 abcde
PC6-04 1200.0 abcde
PC7-09 1175.0 abcdef
PC3-03 1175.0 abcdef
PC3-05 1145.0 abcdefg

Existen diferencias significativas entre estos dos grupos
Po 54 702.8 ghijklmno
Po 52 675.0 hijklmno
PC3-07 671.8 ijklmno
Po 31 633.3 jklmno
PC4-02 630.8 jklmno
AMARILLO REGIONAL 488.8 kimno
Po 4 475.0 klmno
PINTO VILLA 468.8 lmno
NEGRO NOVENTENO 438.8 mno
BAYO 356.8 no
NEGRO TEZONTEAPA 355.0 no
JAMAPA 325.3 no
Po 55 292.8 o

a,b,c,defgh,ijklmno Medias con la misma letra no son signifi-
cativamente diferentes.

El avance genético de los genotipos se establece me-
diante la comparacion del rendimiento de los padres
con los genotipos de ciclos avanzados. En este caso,
cinco genotipos de los padres originales fueron inclui-
dos entre los 13 genotipos de menor rendimiento, y
uno de ellos, el Po 55, mostro el mas bajo rendimiento.
En contraste los 13 genotipos de mas alto rendimiento
fueron los de ciclos avanzados de mejoramiento y en
uno de ellos, el rendimiento mas alto correspondio a
uno de los genotipos del séptimo ciclo. El rendimien-
to por grupo de genotipos mostrd que los rendimien-
tos mas altos correspondieran a ciclos mas avanza-
dos (quinto, sexto y séptimo ciclo de mejoramiento).
Por el contrario, los padres originales, las variedades
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comerciales y las variedades regionales registraron
los mas bajos rendimientos (Figura 2).

El porcentaje de dafio causado por el tizon comun en
los genotipos evaluados, es un parametro epidemio-
l6gico que manifiesta la resistencia acumulada de los
genotipos durante varios ciclos de mejoramiento con-
tra el patogeno (Figura 3).

Los padres originales y variedades regionales presenta-
ron en su poblacion los porcentajes mas altos del tizon
comun, comparados con los progenitores de los ci-
clos avanzados (PC3, PC6, PC4 Y PCY) a diferencia de
las variedades comerciales en donde no existid dafio
por la bacteria. Lo anterior es probable que se deba a
la posible seleccion de las mismas con la caracteristica
de resistencia a esta bacteria. Los padres originales son
genotipos altamente susceptibles al tizéon comun, pre-
sentan el mayor porcentaje de dafo (24.5%) compa-
rado con el grupo del séptimo ciclo de mejoramiento
que presenta el mas bajo porcentaje (0.5%). Lo ante-
rior el avance alcanzado de resistencia horizontal a la
bacteriosis del tizon comun. El grado de asociacion
entre el porcentaje de dafio por bacteriosis y el rendi-
miento obtenido de los genotipos (Figura 4), mostro
que a medida que aumenta el dafio por la bacteria el
rendimiento disminuye. Los datos de campo permiten
sugerir que del total de genotipos avanzados (tercer,
cuarto, quinto, sexto y séptimo ciclo), un 78% de los
genotipos fueron los de rendimiento mas alto, precisa-
mente por su baja incidencia de tizon comun.

Las variedades regionales, las variedades comerciales y
padres originales, presentaron en su poblacion los por-
centajes mas altos de dafio, comparados con los de los
ciclos avanzados (PC5, PC6 Y PC7) donde no existio
dafio por el virus. El porcentaje de dafio causado por el
virus mosaico comun del frijol en los genotipos evalua-
dos (Figura 5), manifestd como los genotipos han acu-
mulado, durante varios ciclos de mejoramiento, altos
niveles de resistencia contra éste patogeno.

Para el caso de la incidencia del Virus del Mosaico Co-
mun, su relacion con el rendimiento (Figura 6), indico
gue existe una relacion inversamente proporcional en-
tre el porcentaje de dafo por el virus y el rendimiento.

Con base en estos resultados, el porcentaje de dafio
por virus contribuye de manera significativa en el ren-
dimiento. A medida que aumenta el porcentaje de
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Figura 2. Rendimiento obtenido por grupo de genotipos de Phaseolus
vulgaris L. Valores promedio de cuatro repeticiones * error estandar.

I % de la poblacion con 25 % del area foliar dafiada
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40 +

30

20

Porciento de la poblacion

10

|I| Hiﬁ .

PC5 PC6 PC7 PO  VC VR

PC3 PC4

Figura 3. Porcentaje de la poblacion con 25y 50 % o mas de area fo-
liar dafiada por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli en promedio
por grupo de genotipos de Phaseolus vulgaris.
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b[0] 917.4786706349
b[1] 158.6851615646
b[2] -35.7724631519
r? 0.7797556268
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Porcentaje de plantas

Figura 4. Grado de asociacion entre el dafio por la bacteria y el ren-
dimiento en genotipos de frijol, tanto de ciclos avanzados de me-
joramiento como progenitores originales, variedades comerciales y
variedades regionales.
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Figura 5. Porcentaje de la poblacion dafiada con el sintoma severo
del virus mosaico comun del frijol en promedio por grupo de geno-
tipos de frijol

dafio por el virus el rendimiento disminuye. Los datos
de campo permiten observar que del total de genoti-
pos de ciclos avanzados, 52%, fueron los de rendimiento
mas alto, precisamente por su baja incidencia de tizon
comun. El comportamiento que tuvo el rendimiento
entre genotipos fue variable y se afecto por el porcen-
taje de dano, tanto por tizon comun como por el virus
del mosaico comun del frijol y en respuesta al nivel de
resistencia horizontal presente en los genotipos de os
ciclos avanzados de mejoramiento (tercer, cuarto, quin-
to, sexto y séptimo) comparado con las variedades re-
gionales y comerciales. El significativo incremento en
rendimiento por parte de numerosos genotipos de os
ciclos avanzados del programa de mejoramiento por re-
sistencia horizontal (Cuadro 3), encuentra explicacion en
la menor incidencia y dafios de la bacteriosis del tizon
comun (Figura 4) observada para los genotipos de ciclos
avanzados, especialmente en comparacion con algunos
de los progenitores originales. Muchos de los genotipos
individuales que alcanzaron los rendimientos mas altos,
lo lograron gracias a la menor incidencia y dafios del
tizon comun (Figura 5). Las variedades regionales, las va-
riedades comerciales y los padres originales claramente
mostraron el mayor grado de dafio en comparacion con
los grupos de genotipos avanzados (Figura 6). Esto su-
giere, que la seleccion contra virosis ha sido mas efectiva
y que los danos de la virosis bajo condiciones de campo
son mas severos, por lo que el éxito del programa de
mejoramiento, logra un nuevo balance productivo en
las variedades mejoradas que permite rendimientos su-
periores, en algunos casos, de hasta 500% respecto al
progenitor de menor rendimiento. Esta recuperacion en
productividad podria restablecer el balance productivo

1200 e PC6
° b[0] 1083.6830586628
e PC7 b[1] -78.5602046272
PC5 b[2] 3.6409917761

r2 0.7334813189

1000

Rendimiento

@©

o

o
T

600 -

Virosis

Figura 6. Grado de asociacion entre el dafio por virosis y el rendi-
miento en genotipos de frijol, tanto de ciclos avanzados de mejo-
ramiento como progenitores originales, variedades comerciales y
variedades regionales

de las variedades regionales de la region Mixteca, en vir-
tud de que los materiales mejorados son idénticos a los
genotipos regionales, tan apreciados por los agricultores
de estas regiones por cualidades culinarias, excepto que
los nuevos genotipos, han recuperado su resistencia al
menos a dos de los patosistemas regionalmente mas de-
vastadores.

Los resultados del presente trabajo corroboran lo repor-
tado por Garcia et al. (2003) quienes indican que es po-
sible observar la acumulacion de resistencia horizontal
al mostrar correlacion negativa entre el alto rendimien-
to de los genotipos avanzados y su baja incidencia de
sintomas. La efectividad de la seleccion para resistencia
a tizon comun puede ser debida a que el proceso de
seleccion aplicado haya favorecido la acumulacion de
genes de resistencia en cada ciclo de recombinacion
(Cruz-lzquierdo et al,, 2004). Y que considerando el ren-
dimiento como el parametro mas holistico empleado
en la seleccion, se han obtenido rendimientos que han
superado a los progenitores originales, los cuales rinden
200 kg ha™* mientras gue los genotipos del ciclo mas
avanzado rinden en promedio mas de 1400 kg ha™t Sus
resultados evidencian la acumulacion de resistencia ho-
rizontal, y sugieren que es factible obtener alta produc-
cion vy alta calidad en cultivares con suficiente resistencia
durable a todos los parasitos localmente importantes
y eliminar la necesidad de proteger a los cultivos con
agroquimicos. Sugieren ademas que la resistencia pue-
de ser tratada como un caracter cuantitativo y que el
mejoramiento por resistencia puede realizarse contra
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todos los patdgenos localmente importantes y que es
factible acumular altos niveles de resistencia cuantitativa
en un tiempo relativamente corto.

CONCLUSIONES
genético por resistencia

El a\/a n Ce a tizon comun a traveés de

siete ciclos de seleccion masal recurrente, ha alcanza-
do niveles altos en los genotipos seleccionados, puesto
que tuvieron valores mas altos de rendimiento y menor
incidencia de dafio. El grupo de genotipos de los ciclos
de mejoramiento mas avanzados presento los niveles
mas bajos de dafio de tizon comun tanto en laboratorio
como en campo. Asi mismo, los genotipos de los ciclos
de mejoramiento mas avanzados mostraron la menor
incidencia del virus del mosaico comun del frijol en el
experimento de campo. El rendimiento es un caracter
que se encuentra asociado a caracteristicas epidemio-
lOgicas del tizon comun y del virus mosaico comun del
frijol, por lo que la busqueda de resistencia debe estar
asociada a la seleccion de genotipos con respuesta de
altos rendimientos en presencia de estos patdogenos.
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