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ABSTRACT

High temperatures, drought and diseases are critical factors that limit the production of grain
legumes, especially in tropical countries. Tepary beans (Phaseolus acutifolius A. Gray) is a species
that is highly tolerant to drought, high temperatures and resistant to common bacterial blight
caused by Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. The objectives of the study were to identify
morphological characteristics and Quantitative Trait Loci (QTL) associated with stress tolerance
due to terminal drought and high temperatures, and resistant to common bacterial blight in a
population. Recombinant inbred lines (RIL) from the cross between the tepary bean accessions
G40001 x G40022 were evaluated under stress conditions for terminal drought and high
temperatures at the UPR, Juana Diaz, Experimental Station, Puerto Rico during 2015 and 2016.
Evaluations of reactions to common bacterial blight were performed during 2016 in a greenhouse
at the USDA-ARS Tropical Agriculture Research Station in Mayagiez, Puerto Rico. The
evaluated characteristics were: seed yield components, phenological characteristics, vegetation
indices, pollen shed, carbon isotope discrimination and in the greenhouse study the phenotypic
reaction to the Xap strains 3353 and 484A. Significant differences were observed between the
evaluated characteristics and there were positive correlations between seed yield, weight of one
hundred seeds and seed dimensions (p<0.05). The genetic linkage map of the RIL population was
constructed using 1343 SNPs with a length of 1448 cM. QTLs associated with seed yield
components, phenological characteristics, harvest indices, seed size and color were identified
mainly on chromosomes 3, 7 and 8; a number of these QTLs have been previously reported in
common bean. A QTL was identified for the first time for carbon isotope discrimination on
chromosome 7 in a Phaseolus species and most QTL were the first reported in tepary bean. This
study demonstrates the genetic similarity between tepary bean and common bean and it becomes
a useful resource to understand the genetics of tepary beans and to develop breeding strategies for

the improvement of the crop including the color and size of the seed.



RESUMEN

Las altas temperaturas, la sequia y las enfermedades son factores criticos que limitan la produccion
de leguminosas de grano, especialmente en paises tropicales. El frijol tépari (Phaseolus acutifolius
A. Gray) es una especie altamente tolerante a sequia, altas temperaturas y resistente a bacteriosis
comun causada por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Los objetivos del estudio fueron
identificar caracteristicas morfo-fisioldgicas y QTL asociados con tolerancia a estrés por sequia
terminal, altas temperaturas y resistencia a bacteriosis comun en una poblacion de lineas
endogamicas recombinantes (RIL) proveniente de la cruza entre las accesiones G40001 x G40022
de frijol tépari. Se evalud en condiciones de estrés por sequia terminal y altas temperaturas en la
Estacion Experimental de la UPR, Juana Diaz, Puerto Rico durante los afios 2015 y 2016. La
evaluacion de la resistencia a bacteriosis comun se realiz6 en el invernadero de TARS en 2016.
Mientras que para estrés por sequia terminal y altas temperaturas las caracteristicas evaluadas
fueron: componentes de rendimiento de semilla, caracteristicas fenolégicas, indices de vegetacion,
liberacion de polen, discriminacion de isotopo de carbono y en el invernadero se estudid la reaccion
fenotipica a las cepas de Xap 3353 y 484A. Se observé diferencias significativas entre las
caracteristicas evaluadas y una correlacion positiva entre rendimiento de semilla, peso de cien
semillas y dimensiones de semilla (p<0.05). El mapa de ligamiento genético de la poblacion RIL
se construyo usando 1343 SNPs con una longitud de 1448 cM. Se identificaron QTLs asociados a
componentes de rendimiento de semilla, caracteristicas fenoldgicas, indices de particion,
dimensiones y color de semilla principalmente en cromosomas 3, 7 y 8; un nimero de estos QTL
han sido reportados previamente en frijol coman. Se identificd por primera vez un QTL para
discriminacidn de isotopo de carbono en cromosoma 7 en una especie de Phaseolus y la mayoria
de QTL fueron reportados por primera vez en frijol tépari. Este estudio demuestra la similitud
genetica que existe entre frijol tépari y frijol comin y se convierte en un recurso util para entender
la genética del frijol tépari y desarrollar estrategias para mejorar el cultivo particularmente el color

y tamarfio de la semilla.
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INTRODUCCION

El aumento de las temperaturas atmosféricas, la sequia y las enfermedades como
consecuencia del cambio climatico, son factores criticos que limitan la produccion de leguminosas
a nivel mundial, especialmente los sistemas agricolas en paises tropicales. Estimaciones actuales
sobre el cambio climatico, predicen que para el 2100 habra un incremento de las temperaturas
entre 2-6 °C y mayores variaciones en precipitacion; dando como resultado cambios en zonas
agroecologicas e interrupcion en los sistemas de produccién de cultivos (Rowlands et al., 2012;
IPCC, 2007). Es probable que a finales del siglo XXI la temperatura global de la atmosfera exceda
1.5 °C, comparado con el periodo de 1850 a 1900 para la mayoria de escenarios (IPPC, 2013).

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.), es originario de las regiones Andina y
Mesoamericana y es la leguminosa de grano méas importante para la poblacidn de zonas tropicales
de América Latina, Este y Sur de Africa, debido a que representa la principal fuente de proteina.
Generalmente se adapta a temperaturas entre 18 y 24 °C y condiciones moderadas de humedad en
el suelo. Las altas temperaturas contribuyen al aborto de flores, generando una reduccién en el
rendimiento (Rosas, 2003). Es cultivado principalmente por pequefios agricultores que tienen
acceso limitado a uso de insumos (Beebe, 2012; Beebe et al., 2013), en adicion la variabilidad del
clima y el aumento de la presion de plagas y enfermedades hacen que haya pérdidas en el
rendimiento. Después de las enfermedades, la sequia es el factor mas importante de reduccién en
rendimiento, debido a que cerca del 60% de las areas productoras de frijol a nivel mundial
presentan periodos prolongados de sequia (Thung y Rao, 1999; Rao, 2001). Otro problema

asociado a la reduccion de rendimiento son las altas temperaturas, se espera que para el 2030 las



temperaturas promedio en algunos paises de América Latina y Africa seran > 25 °C, debido a esto,
se estima que los siguientes paises tendran perdidas en areas de produccién de frijol: Malawi
(36%), DR Congo (22%), Tanzania (12%), Uganda (8%), Kenya (6%), Nicaragua (68%), Haiti
(40%), Brasil (30%), Honduras (26%), Guatemala (12%) y México (12%) (Beebe et al., 2013).
Recientes estudios predicen que aumentos en temperatura de 3°C para 2100, generaran una
reduccion en el area de produccion de frijol en Africa Sub-sahariana del 60% (Rippke et al., 2016).
A consecuencia de que el frijol comdn esta menos adaptado a condiciones de estrés por sequia
y altas temperaturas, el uso de especies relacionadas como progenitores, ha sido una estrategia
muy utilizada en los programas de mejoramiento. El frijol tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray)
es una leguminosa subutilizada que puede servir como fuente de alimento o como grano forrajero.
Debido a su alta resistencia a la sequia, maximiza eficientemente el uso de agua (Thomas et al.,
1983). Es originario de Mesoameérica, que comprende el suroeste de Estados Unidos y noroeste de
México. Se adapta a zonas aridas por su tolerancia a sequia y altas temperaturas, por lo tanto, bajo
estas condiciones es mas productivo que el frijol coman (Freeman, 1912).
El frijol tépari es un cultivo con alto valor nutritivo, mostrando menor concentracion de grasa
y alta concentracidn de sucrosa (Porch et al., 2016), en estudios previos reportaron que el contenido
de proteina de frijol tépari en 100 g de semilla esta entre 21.5-25.3 g (Benitez et al., 1994; Nabhan
et al., 1980; Tinsley et al., 1985). Bhardwaj y Hamama (2004) reportaron que el contenido de
proteina en la semilla de frijol tépari (24%) y hierro (10.7 mg/100 g) fue comparable con el
promedio de proteina y hiero para frijol blanco pequefio (22.3%, 6.4 mg/100 g), rojo arrifionado
(22.5%, 6.7 mg/100 g) y pinto (20.9%, 5.9 mg/100 g).
El frijol tépari, ademéas de mostrar tolerancia a sequia y altas temperaturas, también ha

mostrado resistencia a bacteriosis comun, saltahojas y bruchidos (Mejia-Jimeénez et al., 1994). En



los dltimos afios se ha seleccionado germoplasma de frijol tépari (TARS-Tep 22 y TARS-Tep 32)
con tolerancia a multiples estreses, incluyendo altas temperaturas, sequia, resistencia a bacteriosis
comun causada por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) y semilla resistente a gorgojos
(Accanthoscelides obtectus Say y Zabrotes subfasciatus) (Porch et al., 2013). G40022 mostré
resistencia a 10 razas de roya mesaomericanas (41, 44, 47, 49, 53, 63, 67, 73, 85y 108) y 6 razas
andinas (72, 84, 89, 98, 102 y 105) (Pastor-Corrales et al., 2011). G40001 ha mostrado altos niveles
de resistencia a bacteriosis comun en las hojas y G40022 resistencia intermedia (Singh y Mufioz,
1999). El frijol tépari es mas tolerante a las enfermedades relacionadas con la sequia y al dafio por
insectos que el frijol comdn (Thomas et al., 1983).

Las preferencias locales de una region son las que determinan el consumo de una determinada
leguminosa (Broughton et al., 2003). Para frijol tépari el tamafio de la semilla es una de las
desventajas que tiene para que sea atractivo al consumidor (Well et al., 1986). Estudios previos
han reportado que el peso de cien semillas promedio para frijol tépari silvestre esta entre 2a 5 g
(Debouck, 1994). La seleccion masal en las primeras generaciones es un método eficaz para
aumentar el peso de la semilla en poblaciones hibridas de frijol tépari (Wells et al., 1986).
Recientemente en experimentos para evaluar el potencial de rendimiento en frijol tépari, reportaron
que el peso de cien semillas promedio varié de 12.6 a 18.8 g (Bhardwaj et al., 2002) en téparis
cultivados. Hay una gran diversidad en color y patrones de color de semilla en frijol tépari que
incluyen: blanco, marrén, amarillo, crema, negro, rosado y moteado (Tépari Diversity Panel). El
frijol tépari es un cultivo que juega un papel muy importante como cultivo y como donador de
caracteristicas de interés para el frijol comin (Porch et al., 2013); Sin embargo, es necesario seguir
evaluando germoplasma e identificar caracteristicas fisioldgicas y mecanismos de adaptacién a

maultiples estreses que sirvan como herramientas de seleccion para el mejoramiento genético del



cultivo y que permitan incrementar la produccion de frijol tépari, debido a que es una alternativa
dentro de las leguminosas de grano con un alto potencial genético y en la actualidad en Centro

América y algunos paises de Africa su produccion es muy limitada.

OBJETIVOS

e ldentificar caracteristicas morfo-fisioldgicas que contribuyan a la tolerancia de estrés por
sequia terminal y altas temperaturas, en condiciones de campo, en una poblacion de lineas
endogamicas recombinantes (RIL) de frijol tépari.

e Construir un mapa de ligamiento genético de la poblacion RIL G40001 x G40022 usando
genotipado por secuenciacion (GBS), para identificar polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs) usando como referencia el genoma de frijol comuan.

e ldentificar loci de caracteristicas cuantitativas (QTL) asociados a caracteristicas de tolerancia

a estrés por sequia, altas temperaturas y resistencia a bacteriosis comun.



REVISION DE LITERATURA

Factores limitantes en la produccion de frijol

El cambio climéatico es una amenaza para la seguridad alimentaria, causando mayor
variacion en los factores abidticos tales como la sequia y las altas temperaturas. Si no se toman
medidas de adaptacion y transformacion de los sistemas agricolas, muchos de los cultivos seran
afectados negativamente resultando en reducciones en rendimiento, especialmente en los paises
tropicales. Por ello es necesario comprender los mecanismos fisioldgicos y genéticos de las plantas
para adaptar al estrés y crear estrategias que permitan desarrollar cultivares resistentes a los
factores abidticos tales como sequia y altas temperaturas para desarrollar sistemas de produccion
mas sostenibles. Las caracteristicas genéticas de una planta determinan su potencial maximo de
tamarfio, tasa de fotosintesis, produccion de materia seca, y la forma y naturaleza de sus 6rganos
de almacenamiento. Sin embargo, los factores ambientales como la disponibilidad de agua, la
temperatura, fotoperiodo, intensidad de luz y la disponibilidad de nutrientes determinan la medida
en que el potencial pueda ser alcanzado (Rao, 2001). Los factores abiéticos mas limitantes para la
produccion de frijol son la sequia, altas temperaturas, deficiencia de minerales, toxicidad y
salinidad. La resistencia a estreses abidticos es fisiologicamente muy compleja y esta sujeta a los
efectos ambientales y ha sido menos estudiada que la resistencia a factores bidticos en frijol comun
(Rao, 2001).

La resistencia a estrés abidtico esta determinada por herencia poligénica y puede estar
condicionada por la interaccion de multiples mecanismos, lo que hace que sea dificil de estudiar
tanto fisioligicamente como geneticamente (Miklas et al., 2006). La eficiencia de la seleccion para

caracteristicas fisiologicas depende de varios factores como la heredabilidad, correlaciones



geneticas entre las caracteristicas, intensidad de seleccién y la manera en que la seleccion esta
intregrada en el programa de mejoramiento (Buttery et al., 1981).

La mejora del rendimiento de los cultivos por los fitomejoradores se debe principalmente
a la adaptacion genética (resistencia a plagas y enfermedades, modificacion del ciclo de vida del
cultivo para que se adapte mejor a su ambiente, tolerancia a salinidad, sequia, altas temperaturas,
deficiencia de nutrientes y toxicidad) y el aumento en el potencial del rendimiento genético per se
por encima de los cultivares estandar en el mismo ambiente (Rao, 2001). EI potencial de
rendimiento se define como el rendimiento de un cultivar cuando se cultiva en un ambiente al que
esta adaptado, con nutrientes ilimitados, agua, plagas, enfermedades, malezas y otros estreses
controlados efectivamente (Evans y Fisher, 1999).

Una de las herramientas que los fitomejoradores tienen para desarrollar cultivares
resistentes a estreses abioticos es mediante la aplicacion de marcadores moleculares. Esta
estrategia tiene dos enfoques. El primer enfoque se centra en el uso del rendimiento como criterio
de resistencia al estrés. Luego la respuesta al estrés se cuantifica para identificar QTL asociados a
la resistencia y se hace tomando como referencia el rendimiento del cultivo con estrés y sin estrés
y asi determinar que QTL es especifico para el rendimiento bajo estrés abiotico. El segundo
enfoque se basa en la identificacion de marcadores de resistencia al estrés a traves de la busqueda
de genes o QTL para caracteristicas 0 mecanismos de resistencia especificos. La seleccidon basada
en genes puede utilizar secuencias de genes candidatos como marcadores. Ambos enfoques
requieren de estudios fisioldgicos confiables, que demuestren la contribucion positiva o negativa
de cualquiera de las caracteristicas o genes para producir bajo estrés a traves de multiples
ambientes (Miklas et al., 2006). Recientemente han desarrollado tecnologias de secuenciacion de

proxima generacion que son de bajo costo y alto rendimiento; GBS (Genotipado por



secuenciacion) es una tecnologia que aprovecha la representacion reducida para permitir el
genotipado de un gran ndmero de individuos utilizando SNP (Polimorfismos de un solo
nucleotido). El procedimiento para GBS incluye la construccion de librerias para reducir la
complejidad del genoma utilizando enzimas de restriccion (Elshire et al., 2011).
Sequia

La sequia es un estrés abidtico importante debido a que limita la produccion de muchos
cultivos a nivel mundial. Se prevé que debido al cambio climatico la incidencia y duracién de la
sequia en las principales zonas agricolas aumentaran y esta condicion afecta negativamente los
rendimientos de los cultivos y la seguridad alimentaria (Lauer et al., 2012; McClean et al., 2011).
Sequia se refiere a la insuficiente disponibilidad de agua, incluyendo precipitacion y la capacidad
de almacenamiento de humedad en el suelo, en cantidad y/o distribucién durante el ciclo de vida
del cultivo, que restringe la expresion del potencial genético completo del cultivar (Beebe et al.,
2013). Los dos tipos de sequia asociados con escasas precipitaciones son sequia intermitente y
terminal. La sequia intermitente se debe a los patrones de lluvias esporadicas, que causan intervalos
de sequia y puede ocurrir en cualquier momento durante la temporada de crecimiento del cultivo
(Schneider et al., 1997) o cuando el agricultor tiene la opcion de riego, pero el suministro es
limitado. La sequia terminal ocurre cuando las plantas sufren falta de agua durante las etapas
posteriores de crecimiento reproductivo o cuando los cultivos se siembran al inicio de una estacién
seca (Frahm et al., 2004).

Estrés por sequia terminal e intermitente afectan mas del 60% de la produccion de frijol a
nivel mundial (White and Singh, 1991). En el tropico el estrés por sequia terminal es mas comun
que el estrés por sequia intermitente. En América Latina el estrés por sequia terminal afecta mas

los paises de Centro América y el noreste de Brasil, y el estrés por sequia intermitente es mas



comun en las tierras altas de México. En Africa es mas comdn la sequia terminal que la intermitente
(Beebe et al., 2013).

La adaptacion a sequia engloba una serie de mecanismos que permiten a la planta sobrevivir
y producir en épocas secas. Los mecanismos de resistencia a sequia se dividen en tres categorias:
escape de la sequia, evitar la sequia y tolerancia a la sequia (Levitt, 1972). Escape de la sequia se
define como la habilidad del cultivo para completar su ciclo de vida antes de que se desarrolle el
deficit de agua en el suelo para el cultivo. Este mecanismo envuelve rapido desarrollo fenologico
(floracién y madurez temprana), plasticidad del desarrollo (variacion en duracion del periodo de
crecimiento dependiendo de la extension del déficit de agua), y la removilizacion de fotosintatos
al grano. Evitar la sequia se define como la capacidad del cultivo para mantener el potencial de
agua en el tejido relativamente alto, a pesar de la escasez de humedad en el suelo. Las plantas
desarrollan sistemas radiculares profundos y eficientes. La conductividad hidraulica aumenta lo
que causa gque disminuya la pérdida de agua a traves de la reduccion de la conductividad de la hoja.
La absorcion de la radiacién disminuye por el movimiento de las hojas, por ende disminuye la
superficie de evaporacion (area foliar). Tolerancia a la sequia se define como la capacidad del
cultivo para soportar el déficit de agua con un potencial de agua bajo en los tejidos. Esto se logra
a través del mantenimiento de la turgencia mediante un ajuste osmético (proceso que induce la
acumulacién de soluto en la célula). Se aumenta la elasticidad en las células y se disminuye el
tamafio celular. Hay mayor tolerancia a la desecacion por la resistencia protoplasmatica.
Tolerancia a la sequia es mas asociado con sobrevivencia en vez de productividad. Otro
mecanismo de tolerancia a la sequia efectivo en la planta es la removilizacién de fotosintatos al

grano en condiciones de sequia (Beebe et al., 2011).



El frijol tépari ha desarrollado varios mecanismos para evitar la sequia, tales como; el
desarrollo de raices profundas y finas, hojas pequefias para reducir uso de agua, y control de
apertura y cierre de estomas (Markhart, 1985; Mohamed et al., 2005; Beebe et al., 2013). Como
una caracteristica de adaptacion a la sequia; un sistema radical vigoroso es importante para
mantener la absorcion de agua en suelos secos (Turner, 1979). Sanders y Markhart (1992), usaron
injertos para examinar la importancia y los mecanismos del efecto del sistema radicular sobre el
estatus de agua en la hoja de P. vulgaris y P. acutifolius. Ellos encontraron que la raiz determina
el potencial de agua en la hoja en las plantas mas estresadas y que la raiz de frijol tépari tiene
mayor conductividad hidraulica que la de frijol comun. Las raiz principal de frijol tépari es gruesa
y profunda (C. Strock, comunicacion personal, 14 de septiembre de 2017). Mayor resistencia a las
pudriciones radiculares es una caracteristica importante para desarrollar tolerancia a sequia debido
a que en condiciones de sequia terminal la pudricion gris del tallo causada por Macrophomina
phaseolina puede causar pérdidas significativas (Frahm et al., 2004) y en condiciones de sequia
intermitente Rhizoctonia y Fusarium son los patdgenos que mas afectan a las raices (Navarrete-
Maya et al., 2002). Miklas et al. (1998) identificaron lineas de frijol tépari (Mex-114, Pl 440806-
s, P1 321637-s) resistentes a Macrophomina phaseolina y Fusarium oxysporum en condiciones de
campo.

Han reportado que el mantenimiento en la turgencia de la celula mediante un ajuste
osmotico es una respuesta de adaptacion al estrés hidrico (Turner y Jones, 1980). En frijol tépari
el mecanismo de evitar la sequia, no se debe necesariamente a un ajuste osmotico; sino a la
preexistencia de un potencial osmético bajo en la célula que permite la sensibilidad en la apertura
y cierre de estomas, acompafiado de un sistema radical extenso, manteniendo un potencial alto de

agua en las hojas (Markhart, 1985; Mohammed, 2006).



Se ha demostrado que la acumulacion de biomasa, la movilizacidn de biomasa almacenada,
el indice de cosecha y el indice de cosecha de vaina son caracteristicas importantes que contribuyen
positivamente al rendimiento final de la semilla en condiciones de estrés por sequia en frijol comun
(Ramirez-Vallejo y Kelly, 1998; Rosales-Serna et al., 2004; Schneider et al., 1997). El frijol tépari
es superior al frijol comdn, considerando varias caracteristicas deseables (indice de cosecha, indice
de particion de vainas e indice de cosecha de vainas) que contribuyen a un mayor grado de
adaptacion al estrés por sequia terminal (Rao et al., 2013). El frijol tépari tiene la habilidad para
enfrentar el suministro limitado de agua durante el crecimiento vegetativo y esta caracteristica es
importante para determinar el rendimiento final de la semilla (Markhart, 1985).

La relacién entre rendimiento de los cultivos y agua consumida es la productividad del
agua y lo que un productor desea, es obtener mas cultivo por gota de agua (Kijne et al., 2003).
Beebe et al. (2012), estudiaron la eficiencia de uso de agua en condiciones de riego y secano para
rendimiento de grano por mm de agua aplicado en genotipos de frijol comun, incluyendo la
accesion G40001 de frijol tépari, donde encontraron que en condiciones de riego la accesion
G40001 produjo 7.69 kg/mm y en condiciones de secano 8.89 kg/mm, comparado con los testigos
de frijol comun ‘San Cristdbal 83’ con riego 7.50 kg/mm y secano 3.85 kg/mm y ‘Tio Canela 75’
con riego 8.42 kg/mm y secano 5.99 kg/mm.

Otra caracteristica importante relacionada con el uso eficiente del agua es la discriminacion
de isotopo de carbono como indicador indirecto de cierre de estomas y uso eficiente de agua,
algunas plantas durante periodos de estrés hidrico cierran sus estomas para evitar perdida de agua,
por lo tanto, hay menos disponibilidad de COzentrante y las plantas discriminan menos el carbono
13 (Uriarte, 2003). La seleccidon por baja discriminacion de 3C ha sido propuesta como un método

de seleccién en mejoramiento de cultivos con metabolismo C3 (Khan et al., 2007).
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La variacion genética para caracteristicas asociadas con la tolerancia a la sequia ha
demostrado que existe una herencia cuantitativa (Asfaw et al., 2012; Blair et al., 2012).
Recientemente utilizaron una poblacién RIL proveniente de la cruza entre BAT 477 y DOR 364,
generaron un mapa que integra 186 marcadores AFLP, RARD y SSR para identificar QTL para
sequia en condiciones de campo e invernadero en Colombia; en ese estudio en condiciones de
riego identificaron QTL asociados con rendimiento en cromosomas 3 y 7 y en condiciones de
estrés por sequia para rendimiento mapearon QTL en cromosomas 4, 6, 8 y 10; para peso de semilla
identificaron 30 QTL en cromosomas 2, 5, 6 y 9 y para dias a floracion y dias a madurez fisiologica
mapearon QTL en cromosomas 2, 4,5, 6, 7y 11 (Blair etal., 2012). En la misma poblacion, Asfaw
et al. (2012) identificaron QTL para indice de cosecha de vaina en cromosoma 6, indice de
particion de vaina en cromosoma 3 y para lecturas de clorofila con SPAD en cromosomas 6.
Mukeshimana et al. (2014) en una poblacién RIL proveniente de la cruza entre SEA 5y CAL 96
en condiciones de estrés por sequia identificaron QTL para rendimiento en cromosoma 9, para
numero de vainas por planta y peso de semilla en cromosoma 3, indice de cosecha de vaina en
cromosoma 1, dias a floracion en cromosomas 1 y 4 y para dias a madurez fisiol6gica en
cromosomas 1, 7 y 9. En frijol tépari es el primer estudio que se realiza para identificar QTL para

tolerancia a sequia y alta temperatura.
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Altas Temperaturas

El aumento de la temperatura atmosférica va a tener un efecto dramatico para los
agricultores, ya que serd mas dificil que logren aumentar la productividad de los cultivos
necesarios para satisfacer la demanda de alimentos. Se ha demostrado que un aumento de la
temperatura de 1°C disminuye la produccion de granos de algunos cultivos anuales alrededor de
un 10% (Porch y Hall, 2013). Estudios recientes indican que los paises centroamericanos son unas
de las areas del mundo que serdn més afectados por el cambio climético (Giorgi, 2006) .

Las altas temperaturas afectan el desarrollo de las plantas ya sea directamente a los tejidos
de la planta o indirectamente por la alta demanda de evaporacion debido a que conlleva al aumento
de la transpiracion y disminuciones sustanciales del potencial de agua en la hoja (Hall, 2001). La
magnitud del estrés por calor depende de la intensidad de la temperatura, duracién de la exposicion
y la tasa de incremento, debido a que las plantas tienen cierta capacidad de aclimatarse, pero
cuando los aumentos en la temperatura son rapidos pueden ser mas perjudicial para la planta. El
desarrollo vegetativo disminuye cuando la fotosintesis del dosel de la planta se reduce debido al
estrés por calor. Si una planta se expone por un tiempo suficiente a un umbral maximo de
temperatura el sistema fotosintético se dafia de tal manera que la velocidad de absorcion de CO-
se reduce sustancialmente y el dafio es irreversible (Porch y Hall, 2013).

Las plantas muestran diferentes mecanismos para sobrevivir bajo condiciones de altas
temperaturas, como adaptaciones morfologicas y fenoldgicas 0 mecanismos de evitacion o de
aclimatacion a corto plazo como es el cambio de orientacion de las hojas, enfriamiento por
transpiracion, alteracion de la composicién lipidica de la membrana (Wahid et al., 2007). Las
plantas que tienen mayor capacidad fotosintética a menudo tienen una mayor conductancia

estomatica, pero el mecanismo de esta regulacién a largo plazo no se conoce (Hall, 2001).
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Los efectos fisiologicos por las altas temperaturas son mayores en la etapa reproductiva
que la vegetativa, en muchas especies de cultivos (Hall, 1992). Las altas temperaturas (> 30°C
durante el dia 'y > 20°C por la noche), en zonas tropicales y templadas reducen el rendimiento y
la calidad de la semilla de frijol comun (Singh, 2001). Las altas temperaturas por las noches afectan
la floracion (mas que las altas temperaturas durante el dia), provocando aborto de flores y vainas.
La viabilidad del polen se reduce con deterioro del tubo polinico y una reduccion del tamafio de la
semilla. Por lo tanto, la adaptacién a las altas temperaturas por las noches puede ser un mecanismo
de resistencia genotipica (Porch y Jahn, 2001; Beebe et al., 2012). En condiciones de altas
temperaturas el frijol tépari produce mayores rendimientos que el frijol comun (Scully y Waines,
1988; Miklas et al., 1994). A 32°C el area de la hoja, peso seco del frijol comun disminuyen
significativamente y se inhibe el crecimiento radical, y el transporte de electrones en la mitocondria
se reduce comparado con el frijol tépari que bajo esas mismas condiciones reduce el area de la
hoja, pero compensa incrementando el nimero de hojas y no se inhibe el crecimiento radical, ni
reduce el transporte de electrones (Lin y Markhart, 1990 y 1996). En condiciones de invernadero
a 35 °C durante el dia y 32 °C durante la noche en frijol tépari obtuvieron un promedio de nimero
de vainas por planta de 4.56 y 17.15 semillas por planta, comparado con frijol comin que no se
produjo rendimiento bajo las mismas condiciones (Rainey y Griffiths, 2005). En la Universidad
de Tolima-Armero en Colombia, durante octubre de 2014, evaluaron bajo condiciones de estrés
por altas temperaturas 51 lineas derivadas de cruzamientos interespecificos entre frijol comun y
frijol tépari y la linea de germoplasma tépari G40001. Las temperaturas durante la etapa de
crecimiento del cultivo fueron de 35°C y 23°C, durante el dia y la noche respectivamente, donde
G40001 fue superior en su nivel de tolerancia a altas temperaturas basandose en el rendimiento

(CIAT, 2015).
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Bacteriosis comun

La bacteriosis comun, causada por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith),
Vauterin et al. (Xap), es una enfermedad que se transmite por semilla y que afecta la produccion
de frijol a nivel mundial, en zonas tropicales, subtropicales y templadas (Zapata et al., 2007).
Recientemente han reportado que las pérdidas de rendimiento en condiciones favorables por
bacteriosis comun puede ser >40% (Singh y Miklas, 2015). La infeccion por bacteriosis comin en
las hojas presenta sintomas iniciales, con puntos acuosos que aparecen generalmente en el envés
de la hoja, estos puntos van aumentando de tamafio hasta que forman una lesion grande. En las
vainas los sintomas son manchas hiumedas pequefias, cuando las manchas crecen se juntan y cubren
gran parte de la vaina deforman e infectan las semillas. Las areas afectadas por bacteriosis se
muestran flacidas y se rodean de un halo clorético, a medida va avanzando la enfermedad se torna
café, hasta cubrir completamente el area foliar y provocar defoliacion total en la planta
(Castellanos et al., 2011). Las semillas infectadas presentan un color atipico, que conlleva a reducir
su valor comercial (Mutlu et al., 2005). Las bacterias pueden sobrevivir durante varios meses en
restos vegetales que estan en el suelo y en la semilla (Gilbertson et al., 1990).

Para controlar la enfermedad se puede utilizar productos quimicos, aunque no son muy
efectivos. Practicas culturales que reducen la infeccién y transmisién de la enfermedad es otra
estrategia de manejar bacteriosis comun. Sin embargo, la manera mas efectiva de controlar la
enfermedad es por medio de resistencia genética (Coyne et al., 2003), especialmente cuando se
integra dentro de un sistema de manejo integrado de enfermedades (Mutlu et al., 2005). Altos
niveles de resistencia se has encontrado en frijol tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray), moderada
resistencia en frijol scarlet runner (Phaseolus coccineus L.) y moderada a baja resitencia en frijol

comun (Phaseolus vulgaris) (Singh y Miklas, 2015). EIl primer cruce interespecifico entre frijol
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comun y tépari se realizd por medio de rescate de embriones para recuperar cuatro plantas F1
autofértiles que provenian del cruce entre el cultivar Montana No. 5 (Hembra) y Tépari #4
(Macho); las plantas F» se autofecundaron para producir una poblacién F3 para estudiar la
segregacion de la resistencia a bacteriosis comun (Honma, 1956). Miklas et al. (2003)
determinaron que la resistencia a a bacteriosis comun del GN#1 Sel 27 (Montana No. 5 x Tépari
#4) proviene de Montana No. 5 no de frijol tépari.

La resistencia genética para bacteriosis en frijol comun es controlada por un gen dominante
(Zapata et al., 2011). Estudios revelan la identificacion de 22 QTL distribuidos en los 11
cromosomas, pero la expresion de estos QTL esta influenciada por el ambiente, la presion de la
enfermedad, madurez de la planta y los 6rganos de la planta: semilla, hoja y vaina (Ariyarathne et
al., 1999; Jung et al., 1997; Miklas et al., 1996; Santos et al., 2003; revisado por Kelly y Miklas,

1999, y Kelly et al., 2003).

El frijol tépari posee altos niveles de resistencia a bacteriosis, mientras que en frijol se han
encontrado bajos niveles de resistencia (Singh y Mufioz, 1999). Altos niveles de resistencia a Xap
estan asociados al QTL BC420 localizado en el cromosoma 6 (Yu etal., 2000) y QTL SU91-CG11
localizado en el cromosoma 8 (Pedraza et al., 1997) que son derivados de frijol tépari. La accesion
G40001 de frijol tépari es altamente resistente a bacteriosis comun (Singh y Mufioz, 1999) y posee
ambos marcadores SU91 y BC420 (Miklas et al., 2003). Mejia-Jiménez et al. (1994) desarrollaron
seis lineas VAX provenientes de la cruza entre ICA Pijao y G40001 por medio de rescate de
embriones; estas lineas han mostrado resistencia a bacteriosis comun. G40022 mostro resistencia
intermedia a bacteriosis comun (Singh y Mufioz, 1999). Miklas et al. (2017) investigaron los

efectos de los QTL en cromosoma 6 (BC420) y cromosoma 8 (SU91) sobre caracteristicas
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agronémicas como rendimiento y peso de semilla, en campos inoculados y no inoculados con Xap,
ellos determinaron que ambos QTL no penalizaron el rendimiento ni el peso de la semilla en
ambiente no inoculado; SU91 proporciond proteccion para rendimiento en condiciones de alta
presion de la enfermedad. Ambos QTL reducen la severidad de la enfermedad en condiciones de
moderada a alta presion. EI QTL mayor para resistencia a bacteriosis comun esta localizado en
cromosoma 10 ligado al marcador SCAR SAP6 (Miklas et al., 2000), derivado de Montana No. 5
(Miklas et al., 2003). Viteri et al. (2014) identificaron un nuevo QTL en una poblacion proveniente
de la cruza entre Othello y VAX 1 en cromosoma 11, este QTL fue eficaz en contra de las cepas
Xcp25 (agresiva) y ARX8AC (menos agresiva) en las hojas, pero no fue eficaz en las vainas.

Los programas de mejoramiento de la Universidad de Puerto Rico, USDA-ARS-TARS y
Zamorano han desarrollado lineas resistentes a Xap, usando VAX 6, VAX 3 y WBB-20-1 como
fuentes de resistencia (Zapata et al., 2007) y han liberado variedades resistentes a Xap de frijol
comun como Verano (Beaver et al., 2008) y TARS-LFR1 (Porch et al., 2014) y de frijol tépari

(TARS-Tep 22 y TARS-Tep 32) (Porch et al., 2013).
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MATERIALES Y METODOS

Germoplasma

Se utiliz6 una poblacion de lineas endogamicas recombinantes (RIL), Fs:s, proveniente de
la cruza entre las accesiones de frijol tépari G40001 x G40022, para evaluarla en condiciones de
estreés por sequia terminal (ES) y altas temperaturas (EAT) y resistencia a bacteriosis comun. La
accesion G40001 es originaria de Cordova, Veracruz, México, conocida como frijol Bayo. Las
caracteristicas morfoldgicas que presenta la accesion son: semilla de color blanco, peso de 100
semillas en promedio es de 12.3 g, habito de crecimiento voluble y resistente a bacteriosis comdn.
La accesion G40022 es originaria de Pima, Arizona, Estados Unidos, conocida como Ac 2. Entre
sus caracteristicas morfoldgicas presenta: semilla de color amarillo, peso de 100 semillas promedio
es de 15.3 g, habito de crecimiento voluble e inmune a roya en Puerto Rico (Pastor-Corrales et al.,
2011).

Los experimentos de estrés por sequia terminal y altas temperaturas se llevaron a cabo en
la Subestacién de Fortuna de la Estacion Experimental Agricola de la Universidad de Puerto Rico,
en Juana Diaz durante 2015 y 2016, respectivamente (Figura 1). La Subestacién de Fortuna esta
ubicada en Juana Diaz, P.R. (18 ° 01'.81"N, 66 ° 31'713"W, elevacion de 23 m) se encuentra en la
costa sur de la isla. El suelo donde se realizaron los experimentos es un molisol, con una mezcla

de suelo franco arcilloso ligeramente acido con alta fertilidad (USDA-NRCS, 2012).
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Figura 1. Area de estudio de experimento de estrés por sequia terminal (ES) y altas temperaturas
(EAT). La flecha indica el pueblo donde se realizaron los experimentos de campo.

Experimento de estrés por sequia terminal

El experimento se llevo a cabo durante los meses de diciembre a febrero de 2015, debido a
que son los meses de menor precipitacion durante el afio. Se sembraron 117 RILs (Fs:), los dos
padres G40001 y G40022 y un testigo (TARS-Tep 22); en un disefio de blogues completos
aleatorizados, con dos réplicas por linea. La unidad experimental fue un surco de 3 m de largo con
0.76 m entre surcos. Se utilizé riego por goteo para asegurar la aplicacion uniforme del agua en
todo el experimento y a los 18 dias después de la siembra hasta la cosecha el riego se elimind,
sometiendo el experimento a estrés por sequia terminal.

Para ambos experimentos de campo se tomaron datos de vigor, cuando las plantas
alcanzaron su maximo desarrollo (R5: prefloracidon), utilizando la escala (1-9), donde 1=excelente,
3=buena, 5=intermedia, 7=pobre, 9=muy pobre; dias a floracion (DF) inicio de R6 (cuando el 50%
de las plantas tengan 1 o mas flores); dias a madurez fisiol6gica (DMF) inicio de R9 (cuando las

vainas pierden pigmentacién y comienzan a secarse), (CIAT, 1987).
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Para determinar el indice de cosecha (IC) y el indice de cosecha de vaina (ICV) se
cosecharon 2 m centrales de cada parcela de 3 m, se conto el nimero de plantas cosechadas y luego
se secaron bajo cubierta; antes de trillar la semilla se pesé la biomasa total y se tom6 una muestra
de 20 vainas de cada parcela. Seguidamente la semilla cosechada y la muestra de 20 vainas se
secaron en un horno a 100 °C durante 24 horas; finalmente se tomo el peso seco de la semilla
cosechada, las 20 vainas y la semilla de las 20 vainas y luego de registrar los pesos se determind
el indice de cosecha (IC) para estimar cuanto del vigor de la planta en términos de biomasa fue
transferido a formacién de grano. El indice se determin6 como la razon entre el peso seco de la
semilla cosechada en cada parcela y el peso seco de la biomasa total. El ICV estima cuanto del
total de la vaina en términos de biomasa se transfiere a formacion de semilla y se determino
mediante la relacién entre el peso seco total de la semilla de las 20 vainas y el peso seco total de
las 20 vainas incluidas las semillas.

Se sacd una muestra de 100 semillas de la semilla cosechada en los dos metros de cada
parcela y se determind el peso seco de 100 semillas por unidad experimental.

Se utilizé el espectrofotometro ColorFlex EZ (HunterLab, Virginia, USA); se analizaron
tres mediciones de color de: L, a* y b*, donde L es el componente de luminosidad que va desde 0
(Negro) a 100 (blanco), y los parametros a* (de verde a rojo) y b* (de azul a amarillo) son los dos
componentes cromaticos, que varian desde -120 hasta +120 (Commission Internationale de
I'Eclairage, 1978). Estas mediciones se utilizaron para calcular el croma (C)=SQRT
[(a*2+b*2)1/2] y el angulo de matizo hue (H°) = (ARCOTAN b*/a*), donde 0°= rojo-purpura;
90°= amarillo; 180°= azul-verde; 270°= azul; (McGuire, 1992) y finalmente determinar la

variabilidad en color entre las lineas de la poblacion RIL.

19



Se tomd una muestra de 40 semillas de cada linea de la poblacion RIL cosechada en el
experimento de estrés por sequia terminal y altas temperaturas. Las 40 semillas se escanearon en
un escaner grafico en formato A3 de alta resolucién (Expression 11000XL, EPSON, Japon),
seguidamente cada imagen de la semilla escaneada fue leida por SmartGrain version 1.1 (Tanabata,
2012) y se exportaron los datos leidos a un formato de Excel de: area, perimetro, largo, ancho y
circularidad de la semilla y los promedios de cada dimension se analizaron en Infostat (2016).

Se utilizo el carro de deteccion proximal para tomar datos de altura de la planta, temperatura
del dosel y determinar indices de vegetacion. El carro de deteccion proximal es una tecnologia que
se utiliza para caracterizar el crecimiento y desarrollo de la planta, directamente en el campo por
medio de sensores (White and Conley, 2013). Los datos se tomaron semanalmente desde el inicio
de la floracion hasta madurez fisioldgica (25, 35 y 42 dias después de la siembra (DDS) para el
experimento de estrés por sequia y 27, 32 y 47 DDS para el experimento de altas temperaturas);
durante las horas con temperaturas mas altas del dia (11:00 a.m. a 1:00 p.m.) y el cielo
completamente despejado. Los datos que se registraron fueron: temperatura del dosel (TD), altura
de la planta (Alt) y biomasa mediante el indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDV1)
y el indice de vegetacion de diferencia normalizada borde rojo (NDRE) (Figura 2). Los sensores
que se utilizaron para medir altura de la planta, temperatura del dosel y biomasa se calibraron a
una altura del suelo de 76.2 cm, cuando las plantas estaban pequefias y a medida que las plantas
fueron creciendo se cambiaron a una altura de 101.6 cm. Para medir la altura de la planta el carro
tiene 4 sensores ultrasonicos de precision (MB7364A, MaxBotix, Minnesota, USA), ubicados dos
en cada brazo. La temperatura del dosel se midi6 por medio de 4 sensores (SI-111, Campbell
Scientific, Logan, Utah, USA) con un radiémetro infrarrojo de precision que determinan la

temperatura superficial de la planta y la temperatura del cuerpo del sensor, uno de los sensores en
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cada brazo se colocd en direccion vertical hacia las plantas y el otro con una inclinacién de 30°,
para reducir el margen de error de los datos. Se utiliz6 un registrador de datos (CR3000, Campbell
Scientific, Logan, Utah, USA), el cual se encargd de correr el programa y guardar todos los datos
de los sensores de altura de la planta y temperatura del dosel a una velocidad de 4 datos por
segundo.

Para biomasa se utilizaron dos sensores (ACS470, Holland Scientific, Lincoln, USA), que
pueden medir la reflectancia del dosel de la planta durante el dia y la noche; el sensor incorpora su
propia fuente de luz LED, para iluminar el dosel de la planta detectado. Dicha fuente de luz emite
simultaneamente luz visible y luz infrarroja cercana (NIR), imitando la composicion espacial de
la luz natural; los rangos de espectro de luz van desde 440 a 800 nm. Las sefiales de reflectancia
medidas por el sensor son utilizadas para hacer célculos de biomasa vegetativa y a partir de eso
calcular indices vegetativos como el indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI) y
diferencia normalizada borde rojo (NDRE). Para calcular las medidas de biomasa correctamente,
se utilizé el registrador de datos (GeoScout GLS-400, Holland Scientific, Lincoln, USA), el cual
recopila datos georeferenciados. Para todos los sensores se utilizo el sistema de posicionamiento
global (GPS), (A325, Hemisphere, Arizona, USA) con una precision de 0.025 m, luego se utiliza

un sistema de cinematica en tiempo real (RTK) para mejorar la precision de GPS.
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Para determinar el contenido de carbono 13 y nitrégeno 15 de la semilla cosechada de cada
réplica del experimento de estrés por sequia terminal se tomo una muestra de 5 semillas en sobres
de manila. Luego, se secaron en un horno (Linberg/Blue M, Thomas Scientific, Swedesboro, New
Jersey, USA) a 70°C, hasta que alcanzaron peso constante, para asegurar que estuvieran lo
suficientemente secas. Las muestras se molieron en un molino (Wiley mini-mill, Thomas
Scientific, Swedesboro, New Jersey, USA) que contenia un tamiz #30, hasta que quedo una textura
harinosa. Se pesé 4.2 mg de cada muestra y se empacaron en capsulas individuales de estafio de

5x8 mm, finalmente se enviaron a analizar a la Universidad de California (UC Davis Stable Isotope
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Facility), utilizando un analizador elemental conectado a un espectrometro de masas de relacién
de isétopos de flujo continuo, el cual mide la desviacion §*3C de la concentracion isotdpica en
cualquier muestra, viva o fosil, con respecto a una medida estandar. Esta medida estandar es el
carbono contenido en el carbonato calcico de la concha de un fésil marino denominado PDB (Pee
Dee Belemnite), o VPDB, cuyo valor 0.01124 ha sido establecido por la Agencia Internacional de
la Energia Atémica (Farquhar et al., 1989). La discriminacion de A'3C, se calculé mediante la
relacion entre la fuente y el producto, para este caso la fuente fue el aire; la composicion isotdpica
estable del aire 513C es de -8 %o y el producto es la cantidad de carbono en la semilla. La A 3C se

calculdé mediante la siguiente formula:

A 13C= 13C aire - §!3C (producto)/ [1+53C (producto)/1000]
Para el contenido de nitrogeno 15 en la semilla no se realizé ninguna conversion, se tomo

el valor provisto por UC Davis Stable Isotope Facility.
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Experimento de estrés por altas temperaturas

Se sembraron 142 RILs (Fs:s), los dos padres G40001 y G40022 y un testigo (TARS-Tep
22). El experimento se sembro en junio de 2016 en un disefio de bloques completos aleatorizados,
con 4 réplicas por linea. La unidad experimental fue un surco de 3 m de largo con 0.76 m entre
surcos. Se utilizd riego por goteo para asegurar la aplicacion uniforme del agua en todo el
experimento y evitar el estrés hidrico. Para este experimento se tomaron los mismos datos descritos
en el experimento de sequia, excepto 13C y °N.

En adicion se determind el contenido de clorofila usando el medidor de clorofila
(Chlorophyll Meter, SPAD-502Plus, Konica Minolta, Warrington, United Kingdom). Este
medidor determind la cantidad relativa de clorofila presente en la hoja, midiendo la absorcion de
la hoja en dos rangos de longitudes de onda. La clorofila tiene picos de absorcién en las regiones
azul (400-500 nm) y rojo (600-700 nm), sin absorcion en la region cercana al infrarrojo. EI SPAD-
502 mide la absorbancia de la hoja en las regiones rojo y cercana a infrarrojo, y usando esas dos
absorbancias, el medidor calcula un valor numérico SPAD el cual es proporcional a la cantidad de
clorofila en la hoja. El valor de SPAD se midio sobre las hojas jovenes, completamente expandidas
del dosel de la planta, tomando tres plantas al azar de cada linea en cada réplica. Las mediciones
se realizaron a los 21, 27, 32 y 47 dias después de la siembra (DDS).

A los 49 dias después de la siembra se tomaron al azar, 10 flores completamente abiertas
de cada linea de la poblacion RIL, en condiciones de altas temperaturas en campo y se evalud
visualmente presencia o ausencia de polen en la superficie del estigma (recibe el polen durante la

polinizacion) de las 10 flores cosechadas.
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Reaccion fenotipica a las cepas 3353 y 484A de bacteriosis comdn

La evaluacion para bacteriosis comun se llevo a cabo en el invernadero de la Estacion de
Investigacion de Agricultura Tropical (USDA-ARS-TARS en Mayagiez, PR) localizada
18°12'28.5 "N y 6 °08'18.2 " O. El experimento se realizd en junio de 2016 y se sembraron 142
RILs, los 2 padres (G40001 y G40022), dos testigos resistentes (VAX 6 y TARS-Tep 22) y el
testigo susceptible (Morales), para evaluar la reaccion de las lineas a dos cepas de Xap: 484A de
USDA-ARS-TARS vy la cepa 3353 (Zapata et al., 2007).

Se sembro6 una semilla por macetero de 15.24 cm de diametro por 14.60 cm de alto, con
medio Sunshine Mix #1 (Sun Gro Horticulture, Vancouver, British Columbia) y se le aplico
fertilizante de liberacion lenta Multicote (14-14-14) al momento de la siembra. Se utiliz6 un disefio
completamente aleatorizado con dos replicas por linea.

Ambas cepas de Xap (484A y 3353) fueron colectadas en Puerto Rico y se mantienen en
subcultivo en USDA-ARS-TARS en Mayaguiez. Las cepas de Xap se cultivaron en extracto de
levadura dextrosa carbonato de calcio agar (YDCA), durante 48 horas a 26 °C. El inéculo se
prepard usando una dilucién en agua destilada estéril hasta que se llego a una concentracion final
de 107 unidades formadoras de colonias (ufc) por ml de cada cepa (Zapata et al., 1985), la
concentracion final se midio en un lector de microplacas (Ultramark, BIO-RAD) calibrado a 540
nm.

La inoculacion se realizd a los 14 dias después de la siembra, en el primer trifolio
completamente desarrollado. Se inocul6 una hoja con cada cepa de Xap (484A, 3353); la hoja
inoculada con la cepa 3353 se identifico, para evitar confusion al momento de la evaluacion. Para

la inoculacion se utilizo la técnica de puncion multiple (Zapata et al., 1985; Andrus, 1948).
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La evaluacion se realizd a los 7, 14 y 21 dias después de la inoculacion (DDI), usando la
escala de 1-9, donde 1= no hay sintomas y 9= lesiones necroticas (Figura 3), causando defoliacion
completa (Van Schoonhoven y Pastor-Corrales, 1987). Las hojas que presentaron una reaccion

segun la escala < 3 se consideraron resistentes.
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Figura 3. Escala de evaluacién visual para bacteriosis comun (Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli (Smith), Vauterin et al. (Xap)]; (Schoonhoven y Pastor-Corrales, 1987).
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El anélisis estadistico para los datos de campo se realizé usando el software estadistico
Infostat (2016). Se realizo el analisis de varianza para comparar las medias de las lineas de la
poblacién RIL en condiciones de estrés por sequia terminal, altas temperaturas y reaccion a dos
cepas de bacteriosis comun, usando la prueba de diferencia minima significativa de Fisher (DMS),
con un nivel de probabilidad de P<0.05, excepto para discriminacion de isétopo de carbono que
fue a un nivel de probabilidad <0.10. Para el anélisis de componentes principales (ACP) y los
histogramas se utilizo Infostat (2016). Los graficos del andlisis de correlacion se realizaron por

medio del software estadistico R (R Core Team, 2015).

Anélisis genético

Una poblacion de lineas endogdmicas recombinantes (RIL) derivada de G40001 x G40022,
compuesta por 142 genotipos fue utilizada en el presente estudio. Se sembraron plantas
individuales de los 142 genotipos en el invernadero de USDA-ARS-TARS en Mayagiiez, PR y se
cosech6 una muestra de tejido joven de cada linea y los parentales para extraer el ADN genémico,
utilizando un kit de extraccion DNeasy 96 Plant Kit (QIAGEN, Alemania). La cantidad de ADN
gendmico de cada muestra se midi6 usando un Quantifluor® dsDNA System (Promega, Madison,

Wisconsin, USA) y se estandariz6 a una concentracion final de 5 ng/pl.
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Genotipado por secuenciacion (GBS)

Se utilizo el enfoque de genotipado por secuenciacion (GBS), siguiendo el protocolo
ApeKI-GBS (Elshire et al., 2011). La libreria para GBS de los parentales y las RILs fue preparada
usando la endonucleasa ApeKI y secuenciada usando illumina 2500 (Weill Medical School,
Cornell University). EI ADN gendémico de las RILs y los parentales se sometieron a digestion de
restriccion usando la endonucleasa ApeKI durante 2 horas a 75 °C. Se agregaron los adaptadores
(codigos de barra) y se ligaron a los extremos utilizando un buffer de ligasa (T4) y ADN ligasa
(T4), las muestras se incubaron a 22 °C durante 1 hora y luego se calentaron a 65 °C durante 30
minutos para inactivar la ligasa T4. Se tomaron 5 pl de cada muestra y se juntaron en un solo tubo,
luego se purificaron para eliminar el exceso de adaptadores y se diluyeron hasta llegar a un
volumen final de 50 pl. Finalmente se realizé PCR para aumentar los fragmentos de restriccion de
cada libreria, utilizando cebadores complementarios a los adaptadores correspondientes. Las
muestras que constituyen la libreria de secuenciacion se limpiaron con el kit de purificacion

QIAquick (QIAGEN, Alemania) y se enviaron a secuenciar.

Mapeo de ligamiento genético
Las lecturas obtenidas de la secuenciacion se analizaron usando TASSEL 3-GBS (Glaubitz
et al., 2014) y para alinear las secuencias se usé el software Burrows-Wheeler Aligner (BWA)
utilizando el genoma de la accesion de frijol comun andina (G19833) como genoma de referencia
(version 1). Las secuencias de todas las muestras se compararon para identificar SNPs. Los datos
genotipicos generados en la secuenciacion se utilizaron para el mapeo de ligamiento genético

usando el algoritmo de maxima verosimilitud multipunto de JoinMap 4.1 (Kyazma B.V,
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Wageningen, Netherlands). Los marcadores fueron asignados a los grupos de ligamiento usando

el logaritmo de odds (LOD) > 3.
Analisis de loci de caracteristicas cuantitativas (QTL)

Los datos genotipicos generados del mapeo de ligamiento y los datos fenotipicos obtenidos
de los experimentos de estrés por sequia terminal, altas temperaturas y bacteriosis comdn se usaron
para el andlisis de loci de caracteristicas cuantitativas (QTL), utilizando Win QTL Cartographer
version 2.5-011 (Wang et al., 2012), y se verificaron con R/QTL (Broman, 2009). Se utilizo el
modelo estandar 6 con 10 cM de tamafio de ventana, velocidad de 1 cM, con un marcador de
control nimero 10, el método de regresion inversa y para cada posicion de QTL en cada
cromosoma se utilizé una probabilidad de 0.05 con el método de mapeo de intervalos compuestos
(CIM, por sus siglas en ingles). Para identificar QTLs significativos (p<0.05) para cada fenotipo

se determind la localizacion especifica basado en 1000 permutaciones.
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RESULTADOS

Estrés por sequia terminal (ES) y sus efectos en el comportamiento de la
poblacion RIL

Los datos de distribucion de lluvia y el agua aplicada por irrigacion durante el periodo de
desarrollo de la poblacion RIL de frijol tépari (diciembre a febrero de 2015) indican que fue
insuficiente para un crecimiento optimo del cultivo (Gréfico 1). El experimento sufrio estrés por
sequia terminal, debido a que las lluvias fueron esporadicas y el riego se suministré hasta los 18
dias después de la siembra (DDS). A los 32 DDS (R6) el cultivo habia recibido 32 mm y hasta
madurez fisiologica (R9) el cultivo recibié 61 mm. La temperatura ambiental promedio fue de

25.23°C, con temperaturas maximas promedios de 30.7°C y minimas de 20.7°C.
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Grafico 1.Cantidad de lluvia (mm) y datos de temperatura ambiental promedio, temperaturas
méaximas y minimas (°C) registradas para experimento de estrés por sequia terminal en Juana Diaz,
Puerto Rico en 2015. Se utilizaron los promedios de dias a floracion y madurez para representarlos
en la grafica.
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En condiciones de ES se evaluaron 117 RILs y se recolectaron datos de 25 fenotipos, de
estos, 18 fenotipos fueron significativos (p<0.05), excepto para discriminacion de isotopo de
carbono que fue significativo a p<0.10 (Tabla 1). Biomasa por planta, rendimiento, rendimiento
por planta, numero de vainas por planta, nimero de semillas por vaina y contenido de nitrégeno
15 no fueron significativos a p<0.05 (Tabla 1). Para cada fenotipo se tomd el promedio, el rango
minimo y maximo de la poblacién RIL comparado con los padres (G40001 y G40022). Para
componentes de rendimiento la poblacién mostré en promedio alto de rendimiento para biomasa
total (3,812 kg/ha), comparado con el rendimiento en biomasa de los padres G40001 (1,709 kg/ha)
y G40022 (1,230 kg/ha) y para PCS fue de 12.0 g, con un rango entre 10.0 a 16.5 g.

Se observaron diferencias significativas para indices de particion, tales como el indice de
cosecha (IC) que indica la movilizacion de la parte aérea de la planta a la formacién de semilla; el
IC de la poblacion en promedio fue de 39.0% y vario entre 22.0 a 75.0% y el indice de cosecha de
vainas (ICV) indica la movilizacion de vaina a la formacién de semilla. EI ICV en promedio fue
de 79.0% con un rango entre 72.0 a 83.0%, ambos padres G40001 y G40022 mostraron 41.0% y
79.0% de IC e ICV respectivamente.

Destacando la importancia de la precocidad como un mecanismo de adaptacion a ES
combinado con alto rendimiento, se determinaron los dias a floracién (DF) y dias a madurez
fisiolégica (DMF) para la poblacién RIL de frijol tépari. Para DF el promedio fue de 32 DDS con
un rango entre 28-36 DDS; DMF en promedio fue a los 57 DDS, con un rango entre 52 a 63 DDS,;
G40022 mostré menos DF (29) y DMF (57) que G40001. En adicidn se registraron datos de vigor
de la planta y temperatura de dosel (TD) (carro de deteccién proximal); en promedio la poblacion
mostro un vigor de 3 con un rango entre 1.5 a 5.0, segn escala 1-9. La TD a los 35y 42 DDS en

promedio fue de 33.2 °C y 30.5 °C, respectivamente.
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Se registraron datos de dimensiones de semilla en SmartGrain y en promedio la semilla de la

poblacion RIL mostro un area de 38.3 mm?, perimetro de 24.6 mm, largo 8.5 mm, ancho 5.9 mm

y circularidad 0.79. Los datos de color de semilla (L, croma, hue) se colectaron y analizaron en

2015, mostrando diferencias significativas entre las lineas. Los valores de L (51.7) en promedio

fueron altos, debido a que la mayoria de las lineas de frijol tépari eran blancas, los valores

promedio para croma (19.0) y hue (207.7) estuvieron dentro del promedio de los padres. En

condiciones de ES, en promedio la poblacion RIL mostro un 18.7%o con un rango de 17.1-19.4 de

discriminacion de *C menor al promedio de los padres G40001 (19.4%o) y G40022 (19.3%o).

Tabla 1. Rendimiento de semilla y los componentes de rendimiento, indices de particion,
caracteristicas fenologicas, dimensiones de semilla, color de semilla e is6topos de la poblacion
RIL y los padres sembrada bajo estrés por sequia terminal en Juana Diaz, Puerto Rico en 2015.

Fenotipos Estrés por sequia terminal® G40001  G40022  p<0.05
Rendimiento y componentes

Biomasa total (kg/ha) 3812.0 (2082.0-5803.0) 1709.0 1230.0 *
Biomasa por planta (g) 27.1(11.3-91.8) 23.1 26.0 NS
Rendimiento (kg/ha) 1462.0 (709.0-2605.0) 4212.0 3148.0 NS
Rendimiento por planta (g) 10.3 (5.3-31.2) 6.5 6.2 NS
NUmero de vainas por planta 17.3 (8.8-58.3) 11.8 10.0 NS
Numero de semillas por vaina 4.9 (4.0-6.0) 5.0 5.0 NS
Peso de cien semillas (Q) 12.0 (10.0-16.5) 10.0 12.0 *
Indices de particion

indice de cosecha (%) 39.0 (22.0-75.0) 41.0 41.0 *
indice de cosecha de vaina (%) 79.0 (72.0-83.0) 79.0 79.0 *
Fenologia

Dias a floracion 32 (28-36) 32 29 *
Dias a madurez fisioldgica 57 (52-63) 58 57 *
Vigor (1-9) 3.0 (1.5-5.0) 3.0 5.0 *
TD (35 DDS) 33.2 (30.2-36.6) 32.4 34.0 *
TD (42 DDS) 30.5(28.6-33.1) 30.1 30.8 *
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Continuacién Tabla 1.

Fenotipos Estrés por sequia terminal G40001 G40022 p<0.05
Dimensiones de semilla

Area (mm2) 38.3 (28.9-51.5) 31.2 45.9 *
Perimetro (mm) 24.6 (21.3-28.6) 22.2 26.9 *
Circularidad (mm) 0.79 (0.77-0.81) 0.8 0.8 *
Largo (mm) 8.5(7.3-9.9) 7.7 9.3 *
Ancho (mm) 5.9 (5.2-6.8) 5.4 6.5 *
Color de semilla

L 51.7 (16.0-70.9) 69.4 425 *
Croma 19.0 (1.6-4.0) 17.1 39.8 *
Hue 207.7 (48.4-433.1) 285.2 117.0 *
Is6topos

DIC (C %) 18.4 (17.1-19.4) 19.4 19.3 *
Contenido de nitrogeno (**N) 5.3 (4.3-6.2) 5.7 5.4 NS

* Significancia p< 0.05
€ Significancia p<0.10

T Datos presentados como medias y los rangos minimos y maximos en paréntesis.

NS: No significativo
TD: Temperatura del dosel

DDS: Dias después de la siembra
G40001: Padre 1; G40022: Padre 2

Andlisis de componentes principales (ACP) para estrés por sequia terminal

El analisis de componentes principales demostré que el primer componente principal

explica el 27.3% de la variabilidad y el segundo componente el 13.6% de la variabilidad basada

en el conjunto de las variables significativas evaluadas en este estudio (Figura 4). El primer

componente principal representa las caracteristicas de PCS; dimensiones de semilla como: area,

perimetro, largo, ancho y circularidad y color de semilla: L, croma y hue y discriminacién de

isotopo de carbono 3C (DIC). El segundo componente representa las caracteristicas de biomasa

(kg/ha), DF, DMF, TD a los 35 y 42 DDS, indices de particién y vigor. La poblacién RIL mostro

una segregacion transgresiva para los fenotipos evaluados, en condiciones de ES. Basandose en la
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distribucion de la poblacion RIL respecto a la posicion de los padres G40001 y G40022, las lineas

gue mostraron mayor valor de L presentaron menor, area, perimetro, largo, ancho y circularidad.
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Figura 4. Analisis de componentes principales para peso de cien semillas (PCS), dias a floracion
(DF), dias a madurez fisiologica (DMF), biomasa (kg/ha), indice de cosecha (IC), indice de
cosecha de vaina (ICV), vigor, discriminacion de isotopo de carbono 3C (DIC), temperatura del
dosel (35 y 42 DDS), color de semilla (L, croma y hue) y dimensiones de semilla (area, perimetro,
largo, ancho y circularidad) evaluados en la poblacion RIL de frijol tépari, bajo condiciones de
estrés por sequia terminal.
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Analisis de correlacion para estrés por sequia terminal

El anélisis de correlacion de la poblacion RIL y los parentales bajo estrés por sequia
terminal se hizo en R considerando solo las variables significativas p<0.05 y que tuvieran una
correlacion positiva o negativa >0.25. El andlisis de correlacién mostr6 que peso de cien semillas
estuvo correlacionada positivamente con indice de cosecha de vaina (>0.25), enfatizando la
importancia que tiene una buena movilizacion de foto asimilados en condiciones de estrés por
sequia terminal (Figura 5). Dias a madurez fisiol6gica mostré una correlacion positiva con dias a
floracion, vigor y biomasa y una correlacion negativa con peso de cien semillas e indice de cosecha
de vaina. Biomasa mostro correlacion negativa con indice de cosecha. Para dimensiones de
semilla, el analisis muestra que area, perimetro, largo y ancho estan altamente correlacionadas
(>0.75). L estuvo negativamente correlacionado con area, perimetro, largo, ancho y circularidad

(-0.25 a -0.50).
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Figura 5. Grafico de analisis de correlacion de los fenotipos evaluados en condiciones de estrés
por sequia terminal, que muestran la correlacion positiva (>0.25) y negativa (<0.25) en lineas
endogamicas recombinantes de frijol tépari. Los fenotipos que se incluyen son: biomasa (BM
kg/ha), indice de cosecha (IC), indice de cosecha de vaina (ICV), peso de cien semillas (PCS),
dimensiones de semilla, color de semilla, caracteristicas fenoldgicas como: dias a floracion (DF),
dias a madurez fisioldgica (DMF), vigor y temperatura del dosel (TD) a los 35y 42 DDS.
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Comportamiento de la poblacién RIL en condiciones de estrés por altas
temperaturas (EAT)

Se registro la temperatura ambiental diaria durante el periodo de desarrollo del experimento
para estrés por altas temperaturas (junio a agosto de 2016) en Juana Diaz, PR (Gréfico 2). Las
temperaturas diarias registradas fueron de 27.9 °C en promedio, con temperaturas maximas que
alcanzaron los 33.1 °C y minimas de 23.5 °C, la humedad relativa fue de 76%; estas temperaturas
indican que fueron ideales para generar estrés por altas temperaturas y evaluar el comportamiento
de la poblacion RIL bajo estas condiciones. Se aplic riego por goteo durante el desarrollo del
cultivo para evitar el estrés hidrico.

Se tomaron datos de altura de planta, temperatura del dosel y biomasa con el carro de
deteccion proximal a los 27, 32 y 42 DDS. A los 27 DDS la temperatura ambiental en promedio
fue de 29.1 °C, una méaxima de 34.2 °C y minima de 24.5 °C; a los 32 DDS la temperatura ambiental
en promedio fue de 29.4 °C, temperatura maxima de 33.7 °C y minima de 24.7 °C y a los 42 DDS
la temperatura ambiental en promedio fue de 28.3 °C, temperatura maxima de 33.5 °C y minima
de 24.2°C. A los 49 DDS se tomaron los datos de liberacién de polen, las temperaturas registradas
durante el dia fueron de 32.0 °C y en la noche 23.0 °C; de las diez flores evaluadas en promedio

ocho flores mostraron polen.
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Gréfico 2. Datos de temperatura ambiental promedio diaria, temperatura ambiental maxima y
minima (°C) y precipitacion (mm) para experimento de estrés por altas temperaturas para la
poblacién RIL G40001 x G40022 en Juana Diaz, Puerto Rico en 2016. Se usaron promedios para
representar dias a floracion y madurez.

Bajo condiciones de estrés por altas temperaturas todos los fenotipos evaluados fueron
significativos (p<0.05) excepto biomasa total, indice de cosecha de vaina, temperatura del dosel a
los 27 y 47 DDS, SPAD a los 47 DDS vy altura de la planta a los 32 DDS (Tabla 2).

El rendimiento en biomasa por planta fue de 53.71 g, con un rango de 27.8 a 104.3 g por
planta; el rendimiento promedio de la poblacién RIL fue de 1209 kg/ha, con un rango de 388 a
2192 kg/ha; el rendimiento por planta fue de 12.8 g con un rango de 6.1 a 24.1 g; el promedio de
vainas por planta fue de 21.2 y 4.7 semillas por vaina y el PCS en promedio fue de 12.8 g con un

rango de 10.1 a 16.2. En general para las caracteristicas de rendimiento y componentes de

rendimiento el parental G40022 fue superior a G40001. La poblacién RIL mostr6 un IC promedio
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de 25% con un rango de 10 a 76%, los resultados indican que hay genotipos que tienen buena
capacidad de movilizar fotoasimilados a formacion de semilla; G40022 tuvo mayor IC que
G40001.

Entre las caracteristicas fenoldgicas determinadas, en promedio los DF fueron a los 34
DDS, con una variacion de 32 a 38 DDS y los DMF en promedio fueron a los 61 DDS con una
variacion de 53 a 73 DDS. Segun la escala de vigor (1-9), para la poblacion RIL fue de 3.3 con un
rango de 1.7 a 6.0. A los 32 DDS los datos registrados para TD con el carro de deteccion proximal
fue de 39.3 °C con un rango de 36.7 a 43.3 °C. La altura de la planta a los 27 y 47 DDS fue de 62.5
cm y 27.0 cm, respectivamente; la disminucién en altura de la planta se debe al habito de
crecimiento voluble que presenta el frijol tépari. Los indices de vegetacion NDVI fue de 0.67 con
un rango de 0.45 a 0.83 y NDRE fue de 0.23 con un rango de 0.16 a 0.28; G40022 fue mejor que
G40001 para NDVI y NDRE.

Los valores de SPAD a los 21, 27 y 32 DDS en promedio fueron de 46.3, 38.5y 44.7,
respectivamente. Las dimensiones de la semilla determinadas con SmartGrain fueron: area (39.0
mm?), perimetro (25.0 mm), circularidad (0.77), largo (8.6 mm) y ancho (5.9 mm) vy las

caracteristicas de color de semilla en promedio el valor de L fue de 50.4, croma 19.5 y hue 69.8.
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Tabla 2. Rendimiento de semilla y los componentes de rendimiento, indices de particion,
caracteristicas fenoldgicas, dimensiones de semilla y color de semilla de la poblacion RIL y los
padres sembrados bajo estrés por altas temperaturas en Juana Diaz, Puerto Rico en 2016.

Fenotipos Estrés por altas temperaturas’  G40001 G40022  p<0.05
Rendimiento y componentes

Biomasa total (kg/ha) 4840 (2831.5-6807.5) 533.8 4480.0 NS
Biomasa por planta () 53.7 (27.8-104.3) 57.6 39.1 *
Rendimiento (kg/ha) 1209 (388-2192) 1036.0 1439.0 *
Rendimiento por planta (g) 12.8 (6.1-24.1) 10.7 12.8 *
Numero de vainas por planta 21.2 (9.8-46.0) 17.5 20.1 *
Numero de semillas por vaina 4.7 (3.3-6.0) 55 4.1 *
Peso de cien semillas (Q) 12.8 (10.1-16.2) 11.3 16.1 *
indices de particion

indice de cosecha (%) 25.0 (10.0-76.0) 22.0 32.0 *
indice de cosecha de vaina (%) 81.0 (63.0-92.0) 81.0 84.0 NS
Fenologia

Dias a floracion 34 (32-38) 35 32 *
Dias a madurez fisioldgica 61 (53-73) 63 56 *
Vigor (1-9) 3.3(1.7-6.0) 3.0 2.7 *
TD (27 DDS) 37.4 (33.7-42.3) 37.6 37.2 NS
TD (32 DDS) 39.3 (36.7-43.3) 39.2 38.7 *
TD (47 DDS) 35.6 (31.5-39.7) 30.1 30.8 NS
Altura de la planta (27 DDS) 62.5 (51.9-68.5) 66.7 66.8 *
Altura de la planta (32 DDS) 62.9 (55.7-68.7) 66.7 64.8 NS
Altura de la planta (47 DDS) 27.0 (8.4-39.7) 23.4 28.8 *
NDVI (0-1) 0.67 (0.45-0.83) 0.60 0.71 *
NDRE (0-1) 0.23 (0.16-0.28) 0.19 0.24 *
SPAD (21 DDS) 46.3 (40.3-51.2) 49.1 50.4 *
SPAD (27 DDS) 38.5 (32.5-47.0) 36.6 41.0 *
SPAD (32 DDS) 44.7 (37.9-52.1) 44. 47.2 *
SPAD (47 DDS) 49.7 (40.53-59.9) 47.9 49.8 NS
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Continuacién Tabla 2

Fenotipos Estrés por altas temperaturas" ~ G40001 G40022 p<0.05
Dimensiones de semilla

Area (mm2) 39.0 (29.9-51.4) 35.1 47.2 *
Perimetro (mm) 25.0 (21.7-29.0) 23.7 27.6 *
Circularidad (mm) 0.77 (0.69-0.80) 0.78 0.7 *
Largo (mm) 8.6 (7.5-9.8) 8.1 9.6 *
Ancho (mm) 5.9 (5.1-7.0) 5.7 6.4 *
Color de semilla

L 50.4 (16.9-70.8) 69.2 38.2 *
Croma 19.5 (3.8-43.0) 17.1 40.5 *
Hue 69.8 (24.7-85.1) 80.9 64.9 *

* Significancia p< 0.05

T Datos presentados como medias y los rangos minimos y maximos en paréntesis.

NS: No significativo
TD: Temperatura del dosel

DDS: Dias después de la siembra
G40001: Padre 1; G40022: Padre 2

Andlisis de componentes principales (ACP) para estrés por altas temperaturas

El andlisis de componentes principales demostré que el primer componente principal

explica el 19.3% de la variabilidad y el segundo componente el 17.6% de la variabilidad basada

en el conjunto de las variables significativas evaluadas en este estudio (Figura 6). El primer

componente principal representa mayormente rendimiento y componentes de rendimiento como:

peso de cien semillas, biomasa por planta y nimero de semillas por vaina; indice de cosecha;

dimensiones de semilla como: area, perimetro, largo, ancho y circularidad, color de semilla: L,

croma y hue, dias a floracion y dias a madurez fisioldgica. El segundo componente representa

mayormente vigor, liberacion de polen, SPAD a los 21, 27 y 32 DDS, temperatura del dosel a los

32 DDS, altura de la planta a los 27 y 47 DDS, NDVI, NDRE, namero de vainas por planta y

rendimiento por planta.
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Figura 6. Analisis de componentes principales para rendimiento (kg/ha), rendimiento por planta
(RPP), peso de cien semillas (PCS), dias a floracion (DF), dias a madurez fisiol6gica (DMF),
biomasa por planta (BMP), indice de cosecha (IC), vigor, temperatura del dosel (TD 32), color de
semilla (L, croma y hue) y dimensiones de semilla (area, perimetro, largo, ancho y circularidad)
evaluados en la poblacion RIL de frijol tépari, bajo condiciones de estrés por altas temperaturas.
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Analisis de correlacion para estrés por altas temperaturas

El andlisis de correlacion de la poblacion RIL y los parentales bajo estrés por altas
temperaturas (EAT) se llevo a cabo considerando solo las variables significativas p<0.05 y que
tuvieran una correlacion positiva o negativa >0.25 (Figura 7). Rendimiento tuvo una correlacion
positiva con IC, rendimiento por planta, PCS, nimero de vainas por planta, NDVI, NDRE, altura
de planta a los 27 DDS, y una correlacion negativa con DF, DMF, vigor y temperatura del dosel a
los 32 DDS. PCS correlaciono positivamente con indice de cosecha, rendimiento, area, perimetro,
largo, ancho, altura a los 27 DDS, SPAD a los 27 y 32 DDS y correlacion negativa con DF, DMF
y biomasa por planta. Los fenotipos para dimensiones de semilla: area, perimetro, largo y ancho
estuvieron alta y positivamente correlacionados (>0.75) entre Si y negativamente correlacionados
con L y hue. Los valores de SPAD a los 21 y 32 DDS estuvieron negativamente correlacionados
con dias a floracion, dias a madurez fisioldgica, biomasa por planta y altura de la planta a los 27
DDS; SPAD a los 27 DDS correlacion6 negativamente con DF y DMF. Temperatura del dosel
mostro correlacién positiva con vigor y DF y correlacion negativa con altura de la planta a los 27
DDS, NDVI y NDRE. Biomasa por planta se correlaciono positivamente con DF, DMF y vigor y
negativamente con IC y PCS. Los indices de vegetacion NDVI y NDRE estuvieron

correlacionados positivamente.
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Figura 7. Gréafico de analisis de correlacion de los fenotipos evaluados bajo condiciones de estrés
por altas temperaturas, que mostraron correlacion positiva (>0.25) y negativa (<0.25) en lineas
endogamicas recombinantes (RIL) de frijol tépari. Los fenotipos que se incluyen son: rendimiento,
rendimiento por planta (RPP), nimero de vainas por planta, nimero de semillas por vaina, biomasa
por planta (BMP), indice de cosecha (IC), peso de cien semillas (PCS), dimensiones de semilla,
color de semilla, caracteristicas fenoldgicas como: dias a floracién (DF), dias a madurez fisiol6gica
(DMF), vigor, temperatura del dosel (TD) a los 32 DDS y SPAD a los 21, 27 y 32 DDS.

45



Reaccidn fenotipica de la poblacion RIL a las cepas 3353 y 484A de Xap

La evaluacién de reaccion a la inoculacion con las cepas de Xap 3353 y 484A de la
poblacion RIL y los parentales se realiz6 en 2016; y se utilizo la escala visual descrita por van
Schoonhoven y Pastor-Corrales (1987). Se identifico diferencias significativas (p<0.05) entre las
cepas de bacteriosis comun evaluadas a los 14 y 21 dias después de la inoculacion. Se tomaron
como resistentes las lineas que presentaron valores fenotipicos < 3, resistencia intermedia 4-6 y
susceptibilidad > 7. La reaccién fenotipica de resistencia/susceptibilidad de la poblacion RIL de
frijol tépari a ambas cepas de bacteriosis comun fue variada, presentando alta segregacion en los
valores fenotipicos de 1-8 a la cepa 3353 y 1-4.5 para la cepa 484A (Figura 12); en general la cepa
3353 fue mas virulenta que la cepa 484A. La distribucion de resistencia fue continua y
aproximadamente normal a la cepa 3353 a los 14 y 21 DDI, indicando la herencia cuantitativa de
la caracteristica. G40001 presento resistencia intermedia con valores fenotipicos de 4.5 y G40022
exhibié excelente resistencia, con valores fenotipicos de 1.5 a la cepa 3353 de Xap, en las
evaluaciones realizadas a los 14 y 21 DDI (Figura 12). Para la cepa 484A ambos padres fueron
totalmente resistentes (Figura 12), con valores fenotipicos de 1. Las lineas VAX 6 (cruce
interespecifico entre P vulgaris y P. acutifolius) y TARS-Tep 22 presentaron resistencia (< 3),
comparados con el testigo Morales que fue susceptible (>6) a ambas cepas 3353 y 484A de Xap,

evaluadas a los 14 y 21 dias después de la inoculacion (DDI).
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Analisis genético e identificacion de QTL para estrés por sequia terminal y altas
temperaturas

Los padres G40001 y G40022 fueron secuenciados junto con las lineas endogamicas
recombinantes (RILs) usando genotipado por secuenciacion (GBS, por sus siglas en inglés). Se
identificaron 1343 marcadores SNP que fueron polimarficos entre los padres G40001 y G40022 y
distribuidos en los 11 cromosomas; el orden y localizacion del marcador SNP se asigno6 por medio
del Burrows-Wheeler Aligner (BWA) utilizando el genoma de frijol comin G19833 (version 1),
como genoma de referencia. EI mapa G40001 x G40022 se extendi6 a 1,448.08 cM y la distancia
promedio entre marcadores fue de 1.64 cM (Tabla 3). EI nimero de marcadores vari6 en cada
cromosoma, los cromosomas 3, 7, 8 y 9 fueron los que presentaron mayor nimero de marcadores;
el cromosoma 5 fue el que mostro menor nimero de marcadores SNP y el cromosoma 3 fue el mas
largo con 231.78 cM. Se observo una distribucidn continua y normal para los fenotipos evaluados
bajo condiciones de estrés por sequia terminal y altas temperaturas (Figuras 8-11), indicando que
existe una herencia cuantitativa. Las comparaciones entre los padres y las RILs para rendimiento,
componentes de rendimiento, indices de particion, caracteristicas fenoldgicas, dimensiones de
semilla, color de semilla y discriminacion de isotopo de carbono, muestran que existe una

significante segregacion transgresiva.
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Tabla 3. Numero, distribucion y distancia de polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) en
cromosomas individuales del mapa de ligamiento genético de la poblacion RIL de frijol tépari
proveniente de la cruza G40001 x G40022.

Cromosoma NUmero de Longitud Distancia promedio entre
marcadores SNPs (cM) marcadores (CM)
1 68.0 78.09 1.47
2 74.0 111.75 2.32
3 203.0 231.78 1.57
4 71.0 132.08 2.4
5 45.0 81.48 3.13
6 89.0 94.31 1.54
7 181.0 165.44 1.25
8 215.0 195.88 1.23
9 146.0 142.90 1.29
10A 41.0 35.94 1.49
10B 52.0 83.20 1.93
11A 91.0 44.39 0.66
11B 67.0 50.84 0.99
Total 1,343.0 1,448.08 1.64

cM: Centimorgan

48



a0 80+ - 401
50 50
=
G40001
© 40 40 G40022
2 de%muzz = /
g = G40001 204
S G40022 . ¥
L zp 204
10 104 8
0 T T T T T T T T 1 o T T T T T T T 0 T T T T T T 1
00 06 11 17 22 28 23 39 44 50 0.0 07 14 21 28 34 41 48 55 37 28 W 2L 3| 3}/ 36 38
VES V-EAT DFES
7] G40022 ] Gan22 7]
[ G40001 ] 0001
] “ =| G40022 EH008
= 2 o5
2 Y
2 204
w
101 13
10
0 . — - . . o : - — . . . o . . — 1 : . ,
31 3z 33 24 28 w 38 39 51 53 55 57 5B a0 82 84 51 54 58 @ a5 f=: 72 75
DF-EAT DMF-ES DMF-EAT
501 501 501 —
o o G40001 G40022 G40001
G40022 /
= G40001 G40022
2 a0 20 307
Q
g /
2 20 204
[T
10 10 10
%50 21 312 W4 M5 ke Fs 2o WO 0 M8 287 BE 34 B3 |1 2|0 20 T WO WO B0 40 00 40 40
TD35ES TD42-ES TD32-EAT
G40001
507 G40022 5 I 507 G40022
1 G40001
J j G40022 j
« © © G40001
=
g ¥
E 204 204 204 +
10 —‘ 10 10 ﬂ
W0 =5 =20 =5 @0 s 0 G5 WO 120 188 135 23 70 W3 }s W3 B0 04 047 0F 0F OB 065 075 050 0B

Alt27-EAT

Alt47-EAT

NDWVI-EAT

Figura 8. Histogramas mostrando la distribucion de caracteristicas cuantitativas: vigor (V), dias a
floracion (DF), dias a madurez fisioldgica (DMF), temperatura del dosel (TD) a los 32, 35y 42
DDS, altura de la planta (Alt) a los 27 y 47 DDS e indice de vegetacion de diferencia normalizada
(NDVI); evaluadas en la poblacion de lineas endogamicas recombinantes (RIL) derivadas del cruce
G40001 x G40022 bajo condiciones de estrés por sequia terminal (ES) y estrés por altas
temperaturas (EAT).
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Figura 9. Histogramas mostrando la distribucién de caracteristicas cuantitativas: indice de
vegetacion de diferencia normalizada borde rojo (NDRE), SPAD (21, 27 y 32 DDS), biomasa por
planta (BMP), rendimiento, rendimiento por planta (RPP), nimero de vainas por planta (NVP),
namero de semillas por vaina (NSV) y peso de cien semillas (PCS), evaluadas en la poblacion RIL
derivadas del cruce G40001 x G40022 bajo condiciones de estrés por sequia terminal (ES) y estrés
por altas temperaturas (EAT).
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Figura 10. Histogramas mostrando la distribucion de caracteristicas cuantitativas: peso de cien
semillas (PCS), indice de cosecha (IC), indice de cosecha de vaina (ICV), discriminacién de isotopo
de carbono (DIC) y color de semilla (L, croma y hue); evaluadas en la poblacion de lineas
endogamicas recombinantes (RIL) derivadas del cruce G40001 x G40022 bajo condiciones de
estrés por sequia terminal (ES) y estrés por altas temperaturas (EAT).
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Figura 11. Histogramas mostrando la distribucion de las dimensiones de semilla: area, perimetro, largo,
ancho y circularidad; evaluadas en la poblacién de lineas endogamicas recombinantes (RIL) derivadas del

cruce G40001 x G40022 bajo condiciones de estrés por sequia terminal (ES) y estrés por altas temperaturas
(EAT).
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Usando mapeo por intervalos compuestos (CIM, por sus siglas en ingles) en Win QTL
Cartographer y un limite de LOD calculado en base a 1000 permutaciones, se identificaron QTL
significativos para condiciones de estrés por sequia terminal (Tabla 4) y altas temperaturas (Tabla
5). Bajo condiciones de estrés por sequia terminal se identificaron QTL para 17 fenotipos y para
estres por altas temperaturas QTL para 25 fenotipos. Los QTL identificados estan asociados con
rendimiento, componentes de rendimiento, fenologia, indices de particion, dimensiones de semilla,
color de semilla e is6topo de carbono.

Para rendimiento de semilla se identifico un QTL localizado en cromosoma 3, este QTL
también se asocio con el indice de cosecha y liberacion de polen, identificado en el mismo
cromosoma; los alelos positivos para estos QTL en cromosoma 3 provienen de G40022
identificados bajo condiciones de estrés por altas temperaturas. Para biomasa por planta se
identificaron QTL en cromosomas 3, 7 y dos regiones de cromosoma 11A; para rendimiento por
planta QTL en cromosoma 9; numero de vainas por planta QTL en dos regiones del cromosoma
11A y nimero de semillas por vaina QTL en cromosoma 6 bajo condiciones de EAT. Para peso
de cien semillas se identificaron QTL en los cromosomas 8 y 10 en condiciones de ES y en
cromosomas 1, 3y 8 en condiciones de EAT; el QTL identificado en cromosoma 8 fue consistente
para ambos estreses, localizado en un intervalo de QTL que va desde 51.63 a 76.96 cM para ES 'y
de 36.86 a 71.17 cM para EAT. Para indices de particion bajo condiciones de ES se identificaron
QTL en cromosomas 8 y dos regiones de cromosoma 9; para indice de cosecha de vaina se
identificaron QTL en cromosomas 7 y 8. Bajo condiciones de EAT se identifico un QTL localizado
en cromosomas 3.

Se identificaron 5 QTL para caracteristicas fenoldgicas (dias a floracion y dias a madurez

fisiolégica) en cromosomas 1, 3, 4, 5y 8; para dias a floracion el QTL identificado en cromosoma
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4 fue consistente para ambos estreses; para dias a madurez fisioldgica ningun QTL identificado
fue consistente para ambos estreses. Para vigor bajo condiciones de ES se identificaron QTL en
cromosomas 1, 3, 7 y 10 y bajo condiciones de EAT se identificaron QTL en dos regiones del
cromosoma 3 y en el cromosoma 8. EI QTL identificado para vigor en cromosoma 7 bajo ES
coincidio con el QTL para NDVI identificado en el mismo cromosoma, pero bajo EAT. Se
identificé un QTL para NDRE en cromosoma 9. Se identificaron QTL en cromosomas 1y 5 para
temperatura de dosel a los 35 DDS y en cromosoma 8 para temperatura del dosel a los 35 y 42
DDS, bajo ES. Para temperatura del dosel a los 32 DDS se identifico un QTL en cromosoma 7 en
condiciones de EAT. En condiciones de EAT se identificaron QTL en cromosomas 3 y 5 para
altura de la planta a los 27 y 47 DDS, la localizacién de los QTL no fue consistente en cada
cromosoma.

Para las lecturas realizadas a los 21, 27 y 32 DDS con el medidor de clorofila SPAD se
identificaron QTL en cromosomas 1, 3, 5, 8 y 9 en condiciones de EAT. EI QTL identificado en
cromosoma 3 fue consistente en las tres lecturas de SPAD, provienen de G40022 y explica el 4.9,
15.7 y 24.5% de la variacion fenotipica, respectivamente. EI QTL identificado en cromosoma 8 a
los 21y 27 DDS, no fue consistente debido a que se localiz6 en diferentes regiones del cromosoma
8.

En condiciones de ES se identificé un QTL en cromosoma 7 para discriminacion de is6topo
de carbono '3C, derivado de G40022, localizado a 12.78 cM, con un intervalo de QTL que va desde
0.01-27.44 cM y explica el 11.15% de la variacién fenotipica.

En este estudio se tomaron datos de dimensiones de semilla, bajo condiciones ESy EAT y
se identificaron QTL significativos para area, perimetro, largo, ancho y circularidad de la semilla

(Tabla 4 y 5). Para area se identificaron QTL en cromosomas 6, 7, dos regiones de cromosoma 8
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y 11B en condiciones de ES y QTL en cromosomas 1, 7 y 8 en condiciones de EAT. EI QTL
identificado el cromosoma 7 fue consistente en ambos estreses y proviene de G40022 y el QTL
identificado en cromosoma 8 también fue consistente en ambos estreses y proviene de G40001.
Para perimetro de semilla se identificaron QTL en cromosomas 6, 7, dos regiones de cromosoma
8y 11B en condiciones de ES y en condiciones de EAT se identificaron QTL en cromosomas 7'y
8. Los QTL identificados en cromosomas 7 y 8 para perimetro fueron consistentes en ambos
estreses. Para largo de semilla bajo ES se identificé un QTL en cromosoma 8 y en condiciones de
EAT se identificaron QTL en cromosomas 6, 7 y dos regiones del cromosoma 8. Para ancho de la
semilla en condiciones de ES se identificaron QTL en cromosomas 1, 7 y 8; en condiciones de
EAT se identificaron QTL en cromosomas 6, 7 y tres regiones de cromosoma 8. Fue consistente
la presencia de QTL en cromosoma 7 y 8 para ES y EAT. Para circularidad se identificaron QTL
en cromosoma 7 y 10A, solamente en condiciones de estrés por sequia terminal.

Cuatro QTL fueron identificados para color de semilla (L) en cromosomas 3, 6, 7y 8. Los
QTL de cromosomas 6, 7 y 8 fueron consistentes en condiciones de ES y EAT; para croma
solamente se identificd un QTL en cromosoma 6 en condiciones de ES. Para Hue se identificaron
QTL en cromosomas 7 y 8; solamente el QTL identificado en cromosoma 7 fue consistente para

ESyEAT.
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Tabla 4. Ubicacion y descripcion de loci de caracteristicas cuantitativas (QTL) para caracteristicas
de rendimiento, fenologia, indices de particion, dimensiones de semilla, color de semilla y
discriminacion de isotopo de carbono, en la poblacién de lineas endogamicas recombinantes (RIL)
provenientes de la cruza G40001 x G40022, sembrado bajo condiciones de estrés por sequia
terminal en Juana Diaz, Puerto Rico, 2015.

Posicion Intervalo LOD R2 o
QTL Cromosoma de QTL del QTL LOD limite (%) Aditividad
PCS 8 58.73 51.63-76.96 3.08 3.02 8.34 0.51
PCS 10 24.07 6.8-34.40 3.40 3.02 8.54 0.37
IC 8 106.41 99.16-123.2 3.82 2.64 12.64 0.03
IC 9 85.57 72.00-90.77 3.80 2.64 12.01 0.04
IC 9 101.35 90.77-112.15 4.95 2.64 13.66 -0.04
ICV 7 84.03 55.11-94.45 3.55 2.90 9.17 -0.01
ICV 8 188.25  170.75-195.57 4.09 2.90 10.49 -0.01
DF 3 106.28 82.91-115.85 7.20 2.96 15.68 1.10
DF 4 79.26 61.84-120.64 7.54 2.96 16.15 0.85
DF 5 63.08 34.16-80.71 3.18 2.96 6.41 -0.53
DMF 1 18.34 0.01-28.74 4.16 2.94 9.99 -0.64
Vigor 1 22.84 14.53-42.57 4.00 3.13 11.10 0.22
Vigor 3 138.92  116.26-149.70 5.98 3.13 15.18 -0.45
Vigor 7 119.43 88.63-154.78 3.68 3.13 8.75 0.19
Vigor 10 24.22 7.07-28.17 4.88 3.13 11.39 0.21
TD35 1 45.55 34.52-62.53 4.07 3.11 9.59 0.50
TD35 5 63.08 34.16-80.53 3.51 3.11 8.34 -0.45
TD35 8 59.52 49.04-71.17 3.54 3.11 8.25 -0.45
TD42 8 121.89  109.41-138.60 4.42 2.93 11.10 0.29
DIC (¥C) 7 12.78 0.01-27.44 4.07 3.00 11.15 -0.19
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Continuacién Tabla 4.

Posicion Intervalo del LOD R2 o
QTL Cromosoma de QTL oTL LOD limite (%) Aditividad

Area 6 86.29 70.26-93.49 3.90 3.02 8.07 1.31
Area 7 100.18 96.01-122.63 7.19 3.02 17.81 -2.02
Area 8 97.37 84.57-110.92 4.70 3.02 8.95 1.44
Area 8 146.91 121.89-158.7 6.63 3.02 13.05 1.79
Area 11B 17.81 6.31-31.14 3.30 3.02 6.04 -1.17
Perimetro 6 85.29 71.85-93.49 4.52 2.98 9.25 0.45
Perimetro 7 100.18 96.53-122.63 7.28 2.98 18.96 -0.67
Perimetro 8 97.37 84.57-109.92 4.50 2.98 8.64 0.45
Perimetro 8 146.91 121.89-157.7 6.99 2.98 14.06 0.62
Perimetro 11B 17.81 7.57-31.14 3.17 2.98 6.16 -0.38
Largo 6 85.29 71.85-93.49 5.07 2.93 10.51 0.16
Largo 7 98.18 96.01-122.63 7.30 2.93 18.68 -0.22
Largo 8 97.37 84.57-110.92 3.22 2.93 5.85 0.13
Largo 8 146.12 121.89-158.7 6.78 2.93 13.12 0.19
Ancho 6 84.29 71.85-93.49 3.92 3.08 7.70 0.11
Ancho 7 110.26 96.53-122.63 11.61 3.08 25.75 -0.22
Ancho 8 104.41 84.57-110.92 4.89 3.08 11.38 0.15
Ancho 8 146.92 121.89-150.59 4.47 3.08 8.34 0.13
Ancho 8 187.42 171.51-195.57 3.66 3.08 6.79 -0.11
Circularidad 7 120.22 105.65-131.07 3.16 2.93 7.70 0.00
Circularidad 10A 29.35 7.07-34.5 3.16 2.93 7.70 0.00
L 3 132.16 114.09-136.68 3.62 3.11 6.53 4.77
L 6 453 1.64-23.99 5.66 3.11 10.67 -6.11
L 7 104.66 94.14-115.26 13.10 3.11 32.45 11.58
L 8 99.56 88.83-110.92 8.66 3.11 17.54 -8.62
Croma 6 7.03 0.01-11.84 5.93 3.00 16.69 -4.64
Hue 7 100.42 88.63-111.73 3.80 2.27 6.43 6.24
Hue 8 59.52 49.04-73.5 4,74 2.27 7.74 -7.29

LOD: Logaritmo de probabilidades

LOD limite: se calcul6 realizando 1000 permutaciones (p<0.05).

R2: Proporcion de la varianza fenotipica explicada por el QTL

Aditividad: valores positivos indican que el alelo proviene de G40001 y el negativo de G40022.

PCS: Peso de cien semillas; IC: Indice de cosecha; ICV: indice de cosecha de vaina; DF: Dias a floracion; DMF: Dias
a madurez fisioldgica; TD 35: Temperatura del dosel a los 35 dias después de la siembra; TD 42: Temperatura del
dosel a los 42 dias después de la siembra; DIC: Discriminacién de is6topo de carbono.
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Tabla 5. Ubicacion y descripcion de loci de caracteristicas cuantitativas (QTL) para caracteristicas
de rendimiento, fenologia, indices de particion, dimensiones de semilla y color de semilla, en la
poblacién de lineas endogamicas recombinantes (RIL) sembrado bajo condiciones de estrés por
altas temperaturas en Juana Diaz, Puerto Rico, 2016.

Posicion  Intervalo del LOD R2

QTL Cromosoma de QTL oTL LOD limite (%) Aditividad
Rendimiento 3 13.98 7.97-34.51 3.31 3.12 7.91 -150.30
RPP 9 136.21 121.65-142.3 6.10 293 17.86 -1.68
NVPP 11A 13.70 1.65-20.65 3.36 2.89 8.68 -3.47
NVPP 11A 28.99 26.71-38.96 3.63 2.89 9.01 4,74
NSV 6 36.92 25.62-53.56 2.96 2.96 9.63 0.13
BMP 3 48.42 34.51-68.21 3.35 2.80 10.17 4,79
BMP 7 5.01 0.01-11.18 3.11 2.80 9.84 -5.36
BMP 11A 1.65 0.01-6.08 4.81 280 1151 -6.50
BMP 11A 33.80 22.92-43.83 4.72 280 11.26 6.66
PCS 1 63.53 50.69-71.4 3.28 3.00 6.24 -0.32
PCS 3 157.16 115.85-170.43 941 3.00 20.05 -0.83
PCS 8 56.75 36.86-71.17 3.66 3.00 6.85 0.32
IC 3 20.86 2.41-33.65 2.63 243 591 -0.02
Polen 3 38.42 20.38-53.76 3.01 2.75 7.56 -0.03
DF 4 92.84 61.84-120.96 7.87 3.13 25.79 0.73
DF 8 184.90 173.55-195.57 5.08 3.13 11.13 0.48
DMF 4 95.84 61.84-120.64 5.10 296 19.68 1.65
Vigor 3 128.04 116.26-132.76  4.01 2.35 10.50 0.59
Vigor 3 139.92 138.71-149.24  2.73 235 17.64 -0.71
Vigor 8 109.92 99.56-122.2 4.74 235 12.78 -0.37
NDVI 7 113.91 105.65-125.83  3.26 3.03 9.43 -0.02
NDRE 9 63.91 50.19-75.02 4.19 299 10.18 0.01
Altura 27 3 157.69 146.03-169.39 3.44 3.01 7.67 -0.89
Altura 27 5 0.01 0.01-20.77 3.12 3.01 7.11 0.81
Altura 47 3 203.37 186.11-218.4 3.37 2.94 8.60 -1.40
Altura 47 5 81.10 63.08-81.1 3.43 2.94 7.63 -1.28
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Continuacién Tabla 5.

Posicién Intervalo del LOD R2 .
QTL Cromosoma de QTL QTL LOD limite (%) Aditividad
TD32 7 119.02 105.89-129.49 3.18 3.02 7.42 0.44
SPAD 21 1 24.55 0.01-29.74 3.39 1.40 1.67 0.63
SPAD 21 3 156.12 145.14-183.97 9.08 1.40 497 -1.57
SPAD 21 5 2.44 0.43-21.29 2.79 1.40 1.36 0.58
SPAD 21 8 157.67 146.89-170.55 2.86 1.40 1.40 -0.58
SPAD 27 1 50.69 37.43-61.89 4.28 3.02 7.94 0.84
SPAD 27 3 149.24 138.71-162.51 8.04 3.02 15.71 -1.39
SPAD 27 8 184.90 173.55-195.57 5.99 3.02 11.46 -0.87
SPAD 32 3 151.70 142.6-164.52 8.97 2.88 24.52 -2.09
SPAD 32 9 80.03 69.08-90.77 5.12 2.88 10.84 1.03
Area 1 22.84 12.01-33.7 4.49 3.09 9.88 -1.48
Area 7 124.64 115.65-138.67 3.26 3.09 6.98 -1.20
Area 8 165.85 150.59-181.71 6.73 3.09 15.42 2.31
Perimetro 7 125.83 120.22-138.96 2.98 2.97 7.01 -0.41
Perimetro 8 139.00 121.89-150.12 4.06 2.97 9.43 0.47
Largo 8 165.85 150.59-182.3 5.63 3.07 13.15 0.23
Ancho 1 22.84 12.01-33.7 3.79 3.00 8.43 -0.12
Ancho 7 124.22 112.71-134.6 3.84 3.00 8.54 -0.11
Ancho 8 187.42 173.71-195.57 3.13 3.00 6.95 -0.13
L 6 4.14 0.01-23.99 4.19 3.07 6.98 -4.83
L 7 104.59 94.14-115.26 15.50 3.07 33.06 11.48
L 8 100.58 88.83-113.89 6.27 3.07 11.07 -6.38
Hue 7 103.59 96.53-122.63 4.57 2.94 11.17 3.98

LOD: Logaritmo de probabilidades

LOD limite: se calcul6 realizando 1000 permutaciones (p<0.05).

R2: Proporcion de la varianza fenotipica explicada por el QTL

Aditividad: valores positivos indican que el alelo proviene de G40001 y el negativo de G40022.

RPP: Rendimiento por planta; NVPP: Numero de vainas por planta; NSV: NUimero de semillas por vaina; BMP:
Biomasa por planta; PCS: Peso de cien semillas; IC: indice de cosecha; DF: Dias a floracion y DMF: Dias a madurez
fisioldgica.
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Identificacion de QTL para resistencia a bacteriosis coman

La resistencia para bacteriosis comun (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap)) es
una caracteristica compleja, que es controlada por diferentes factores genéticos (Miklas et al.,
2006). Se evalud la reaccion fenotipica de la poblacién RIL y los padres a dos cepas (3353 y 484A)
del patdgeno de bacteriosis comun a los 14 y 21 dias después de la inoculacién (DDI); los valores
fenotipicos mostraron una distribucion continua y segregacion transgresiva especificamente para
la cepa Xap 3353 (Figura 12). Con los datos fenotipicos y genotipicos se realizé el anélisis genético
para identificar QTL para resistencia a la enfermedad (Tabla 6). Se identificaron QTL en
cromosomas 3 y 10B para la cepa Xap 3353; estos QTL fueron consistentes a los 14 y 21 DDI. A
los 21 DDI se identifico un QTL en cromosoma 7. Para la cepa de Xap 484A se identificaron QTL
en cromosomas 2,4y 6 a los 14 DDI y para los 21 DDI se identificaron QTL en cromosomas 3, 4
y 7. Los QTL en cromosoma 3 y 7, fueron consistentes, debido a que se identificaron en la
poblacion RIL para la cepa Xap 3353 y 484A. Los QTL identificados para resistencia a bacteriosis
comun alos 14 y 21 DDI se derivan del padre G40022, excepto el QTL en cromosoma 2, proviene

del padre G40001.
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Figura 12. Histogramas mostrando la distribucién de reaccion fenotipica de la poblacion de lineas
endogamicas recombinantes (RIL) y los padres G40001 x G40022 a las cepas de Xap 3353 y 484A
evaluadas a los 14 y 21 dias después de la inoculacion (DDI).
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Tabla 6. Ubicacion y descripcion de loci de caracteristicas cuantitativas (QTL) para resistencia a
bacteriosis comun, en la poblacién de lineas endogamicas recombinantes (RIL) sembrado bajo
condiciones de invernadero en 2016.

QTL Cromosoma zgs(lgc_lﬁf Integ?:? del LOD I|’an1)i?e R2 (%) Aditividad
Xap 3353-14 3 2.02 0.01-12.8 7.13 3.12 19.2 -0.52
Xap 3353-14 10B 27.05 23.64-50.25 3.98 3.12 11.0 -0.39
Xap 3353-21 3 2.02 0.01-12.8 6.06 3.05 15.9 -0.59
Xap 3353-21 7 148.78 138.67-164.91 3.69 3.05 125 -0.69
Xap 3353-21 10B 27.05 23.64-50.25 4,14 3.05 11.1 -0.48
Xap 484A-14 2 86.69 71.44-105.52 4.13 2.85 9.3 0.24
Xap 484A-14 4 82.85 61.84-120.18 4.70 2.85 11.0 -0.21
Xap 484A-14 6 0.01 0.01-8.29 2.88 2.85 6.3 -0.16
Xap 484A-21 3 7.97 0.01-27.86 3.30 2.87 7.2 -0.20
Xap 484A-21 4 82.85 62.5-120.18 5.76 2.87 14.0 -0.26
Xap 484A-21 7 139.75 111.26-157.38 4.42 2.87 9.8 -0.32

Posicién de QTL: en centimorgan (cM)

LOD: Logaritmo de probabilidades

LOD limite: se calcul6 realizando 1000 permutaciones (p<0.05).

R2: Proporcion de la varianza fenotipica explicada por el QTL

Aditividad: valores positivos indican que el alelo proviene de G40001 y el negativo de G40022.
Xap: Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

3353: Cepa de Xap (Zapata et al., 2007)

484A: Cepa de Xap (USDA-ARS-TARS)

14: Dias después de la inoculacion

21: Dias después de la inoculacién
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DISCUSION

En este estudio, una poblacion RIL proveniente de la cruza entre G40001 y G40022 fue
evaluada para identificar QTL, para caracteristicas de tolerancia a estrés por sequia terminal, altas
temperaturas y resistencia a bacteriosis comin. Ambos padres fueron contrastantes para varias
caracteristicas, incluyendo rendimiento de semilla, componentes de rendimiento, caracteristicas
fenoldgicas, indices de particion, habito de crecimiento, dimensiones de semilla, color de semilla
y discriminacion de isotopo de carbono 13C. En general la poblacion RIL mostré segregacion
transgresiva para rendimiento de semilla, componentes de rendimiento, caracteristicas fenologicas,
indices de particion, dimensiones de semilla, color de semillay resistencia a las cepas de Xap 3353.
Excepto discriminacion de is6topo de carbono 13C y Xap 484A. La longitud del mapa de
ligamiento genético generado para la poblaciéon RIL fue de 1448 cM con 1343 SNPs, comparada
con la longitud del mapa de ligamiento de Stampede x Red Hawk, que fue de 1042.2 cM y con
7040 SNPs (Song et al., 2015). Gujaria-Verma et al. (2016) compararon el mapa genético entre
frijol comun y frijol tépari y demostraron que existe un alto nivel de colinealidad entre ambas
especies, con algunas diferencias intra-cromosomicas.

En condiciones de estrés por sequia terminal, la cantidad de agua aplicada al cultivo (61
mm de agua hasta madurez fisiol6gica) fue ideal para inducir el estrés y evaluar el comportamiento
de la poblacion RIL. El frijol tépari desarrolla una raiz principal gruesa y profunda, penetrando
rapidamente el suelo para obtener reservas de agua que estan limitadas en el suelo (Strock, 2017,
comunicacion personal).

Las altas temperaturas (33.1/23.5 °C), especialmente en la etapa reproductiva no afectaron

la viabilidad del polen ni el rendimiento en la poblacién RIL de frijol tépari; en comparacion con

63



frijol coman que tiene rendimiento reducido con temperaturas > 30.0 °C durante el dia y > 20.0
°C durante la noche reducen el rendimiento (Rainey y Griffiths, 2005). En condiciones de altas
temperaturas (32.0/27.0 °C) el genotipo A55 (frijol comin mesoamericano) mostré bajo
rendimiento y polen con cambios cualitativos en la antera, polen y arquitectura de la pared del
polen (Porch y Jahn, 2001).

En este estudio se identifico una variacion significativa entre las lineas para peso de cien
semillas (10-16.50 g) con un promedio de 12 g. En condiciones de ES ambos padres mostraron
menor peso de cien semillas que en condiciones de EAT. Estudios previos reportan que el tamafio
pequefio de la semilla de frijol tépari es una de las desventajas que posee para que sea atractiva
para el consumidor (Wells, 1986). En otros estudios han demostrado que en condiciones de ES se
reduce el tamarfio de semilla (Singh, 1995, 2007; Urea et al., 2009). Desde hace algunos afios se
han realizado esfuerzos para mejorar tamafio de semilla (Wells et al., 1986). Se ha reportado que
el peso promedio de cien semillas en frijol tépari silvestre es de 2 a 5 g (Debouck, 1994); y para
frijol tépari domesticado se ha logrado alcanzar peso promedio de cien semillas de 12.6 a 18.8 g
(Bhardwaj et al., 2002). Peso de cien semillas es una caracteristica importante, debido a que en
condiciones de estrés por sequia se reduce el tamafio de la semilla; por lo tanto, una semilla con
mayor tamafio indica tolerancia a sequia y conduce a mayores rendimientos (Ramirez-Vallejo y
Kelly, 1998).

En el anélisis genético realizado para este estudio para condiciones de EAT se identificaron
QTL para rendimiento, PCS, IC y polen en cromosoma 3. La localizacion de QTL para
rendimiento, IC y polen traslapa. PCS esta localizado en otra regién del cromosoma 3. Los alelos
que contribuyen positivamente a rendimiento, PCS, IC y polen provienen del padre G40022.

Estudios previos han identificado QTL para rendimiento y PCS en cromosoma 3 (Mukeshimana
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et al., 2014; Blair et al., 2012; Wright y Kelly, 2011). Para PCS también se identificaron QTL en
cromosomas 1, 8 y 10. EI QTL en cromosoma 8 para frijol tépari fue consistente en condiciones
de ES y EAT. Yuste-Lisbona et al. (2014) reportaron resultados similares; en su estudio
identificaron QTL para PCS en cromosoma 1, 6 y 9 en una poblacion RIL, proveniente de la cruza
entre genotipos andinos PMB0225 y PHA1037. Pérez-Vega et al., (2010) identifico QTL en
cromosomas 6 y 8 en una poblacion RIL derivada del cruce entre Xana y Cornell 49242. Tar’an et
al. (2002) identificaron QTL en cromosomas 2 y 10. Wright y Kelly (2011) identificaron QTL en
cromosomas 5, 6, 8 y 11. En condiciones de EAT para componentes de rendimiento, se identifico
un QTL para rendimiento por planta y numero de semillas por vaina en cromosoma 9.
Mukeshimana et al (2014), identificaron un QTL para rendimiento en frijol comdn bajo ES en
cromosoma 9. Adicionalmente se identificaron QTL en la poblacion RIL en condiciones de EAT
para nimero de vainas por planta y numero de semillas por vaina en dos regiones del cromosoma
11. Previamente QTL para nimero de vainas por planta fueron mapeados en una poblacion
avanzada de retrocruzamiento ICA Cerinza (frijol comdn Andino) con una accesion de frijol
silvestre G24404 en cromosomas 7, 9y 11 (Blair et al., 2006).

En condiciones de estrés por sequia terminal y altas temperaturas, biomasa y biomasa por
planta, respectivamente; estuvieron correlacionadas negativamente con indice de cosecha.
Estudios recientes han reportado que el rendimiento en P. acutifolius no esté relacionado con
acumulacién de biomasa, sino a la capacidad que tiene de movilizar fotosintatos a formacion de
granos (Rao et al., 2013). Se observd una variacion amplia para indice de cosecha e indice de
cosecha de vaina que también correlacionaron positivamente con rendimiento, rendimiento por
planta, nimero de vainas por planta y peso de cien semillas. El indice de cosecha de vaina indica

la movilizacion fotosintética de la vaina a la semilla. La pared de la vaina es la fuente de carbono
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para la semilla en desarrollo (Turner et al., 2005). En condiciones de ES para indice de cosecha se
identificaron QTL en cromosoma 8 y en dos regiones del cromosoma 9; para indice de cosecha de
vaina se identificaron QTL en cromosoma 7 y 8 y un QTL bajo EAT para indice de cosecha en
cromosoma 3. En condiciones de EAT se identificaron QTL para vigor y SPAD (21 y 32 DDS) en
cromosoma 8. Adicionalmente el QTL en cromosoma 3 fue consistente para vigor, SPAD (21, 27
y 32) y altura de la planta (27 DDS). Asfaw et al (2012) identificaron QTL para IC en cromosomas
2,4,5,6,9,10y 11; para ICV en cromosomas 1, 3, 4,5, 6 y 8 y para SPAD en cromosomas 2, 3,
4, 6, 8 y 10; los autores sugieren que existe una asociacién entre indices de particion y SPAD,
debido a que hay genes que contribuyen para que haya un aumento en la asimilacion fotosintética
de carbono por unidad de area foliar y permiten movilizar fotosintatos de la pared de la vaina a
formacion de granos resultando en un mayor rendimiento.

Los genotipos que mostraron menor dias a floracién y dias a madurez fisioldgica tuvieron
mayor rendimiento, peso de cien semillas, indice de cosecha e indice de cosecha de vaina;
indicando la correlacion negativa entre caracteristicas fenoldgicas tales como, dias a floracion y
dias a madurez fisioldgica y componentes de rendimiento e indices de particion. La precocidad es
un mecanismo de escape a estrés por sequia (Levitt, 1972). Mayor (2010) reporto resultados
similares donde demuestra que los genotipos mas productivos fueron los que presentaron menores
dias a floracion y menores dias a madurez fisiologica. Loci de caracteristicas cuantitativas
asociados con dias a floracion y dias a madurez fisioldgica se localizaron en cromosomas 1, 3, 4,
5y 8; en condiciones de ES y EAT el QTL para dias a floracién y dias a madurez fisioldgica
tendieron a agruparse y localizarse  principalmente en cromosoma 4. Resultados similares
reportaron para QTL de dias a floracion en cromosoma 4, en condiciones de ES (Mukeshimana et

al., 2014). Pérez-Vega et al., (2010) identific6 QTL para dias a floracion en cromosomas 1, 2y 8
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y para dias a madurez fisiologica en cromosomas 1, 2 y 6); resultados similares para dias a
floracion en cromosomas 6, 8 y 11 reportaron Tar’an et al., (2002). Blair et al (2012) en
condiciones de sequia y riego identifico QTL para dias a floracion en cromosoma 4, 5, 6, 7y 11.
Algunos autores sugieren que existe pleiotropia para los genes que controlan dias a floracion y
dias a madurez fisioldgica (Blair et al., 2012).

Se identificaron diferencias significativas para color de semilla (L. croma y hue) y
dimensiones de semilla (area, perimetro, largo y ancho) y se observé una correlacion positiva entre
peso de cien semillas y dimensiones de semilla en condiciones de estrés por altas temperaturas.
Debido al proceso de domesticacion se observan diferencias en caracteristicas morfo-agronémicas
cuantitativas, tales como el periodo de crecimiento de las plantas, tamafio de semilla y calidad de
semilla (Pérez-Vega et al., 2010). Han reportado patrones de herencia cuantitativa que son
determinantes en la forma de la semilla de frijol, tales como largo, ancho y altura de la semilla
(Vallejos y Chase, 1991); Conti (1985) reporto heredabilidad en sentido estrecho (h?) para largo
de semilla (0.09), grosor de semilla (0.47) y ancho de semilla (0.65). Un total de 36 QTL
significativos en condiciones de ES y EAT se identificaron para dimensiones de semilla (area,
perimetro, largo, ancho y circularidad) y color de semilla (L, croma y Hue). La mayoria de los
QTL fueron consistentes en ambos ambientes. Varios QTL para dimensiones de semillas
identificados en este estudio fueron consistentes con los identificados en estudios previos para
frijol coman. Para area se identificaron QTL en cromosomas 1, 6, 7, 8 y 11B. Resultados similares
obtuvieron Yuste- Lisbona et al. (2014), detectaron 3 QTL para area en cromosomas 1, 6 y 7. Para
Largo y ancho de la semilla se identificaron QTL en cromosomas 1, 6, 7 y 8. Yuste-Lisbona et al.
(2014); Park et al. (2000) y Pérez-Vega et al. (2010) también identificaron QTL para dimensiones

de semilla en los mismos cromosomas. El color de la semilla es otra caracteristica importante en

67



frijol y esté asociada a la preferencia del consumidor; el frijol es parte de la dieta diaria en Brasil,
Centroamérica, México, y algunas partes de Africa Subsahariana, debido a que es la principal
fuente de proteina es estos paises (Broughton et al., 2003), pero los consumidores han desarrollado
preferencias especificas para tamafio de semilla, forma y color (Beninger y Hosfield, 2003). El
color de la semilla para frijol comun esta clasificado como blanco, amarillo, marron, rojo, purpura,
negro, moteado y gris (poco comun); todos tienen su preferencia de consumo, pero los
procesadores de enlatados prefieren frijoles de color blanco, rojo o negro (Caldas y Blair, 2009;
Yuste-Lisbona et al., 2014).

En cromosoma 7 se identificaron QTL consistentes para area, perimetro, largo, ancho,
circularidad y color de semilla (L y Hue). Sax (1923) presento la primera evidencia de ligamiento
entre caracteristicas cualitativas (color de semilla) y caracteristicas cuantitativas (tamafio de
semilla) en cromosoma 7. El locus P, que es el que controla el color de la semillay flores (Emerson
1909) esta ligado al locus Phs en cromosoma 7 (Gepts et al., 1993); el locus Phs codifica la
faseolina que es la proteina de almacenamiento de globulina mas importante, que constituye
aproximadamente entre el 35-50% del nitrogeno total de las semillas de frijol (Ma and Bliss, 1978).

Discriminacion de is6topo de carbono (A *C) se ha utilizado como un método para
determinar la eficiencia de uso de agua en algunas leguminosas; basado en que a mayor
discriminacién de 13C menor uso eficiente de agua (Farquhar et al., 1989). En condiciones de ES,
en promedio la poblacion RIL mostro un 18.7%o con un rango de 17.10-19.40 de discriminacion
de 13C menor al promedio de los padres G40001 (19.4%0) y G40022 (19.3%o0). Resultados
similares reporto Polania (2016); evalud genotipos de frijol comun y una accesion de frijol tépari
en condiciones de ES, y determiné la DIC en la semilla; encontrando valores de 16.00-19.00,

G40001 presento valores bajos de DIC (16.5) combinado con moderado rendimiento. En este
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estudio se identificod un QTL en cromosoma 7 y no se encontré ningdn reporte sobre QTL para
DIC en frijol.

La reaccion fenotipica de la poblacién RIL a las dos cepas de Xap (3353 y 484A) a los 14
y 21 DDI se utilizo para identificar QTL de resistencia a bacteriosis coman. A los 14 y 21 DDI, la
separacion de medias indica reacciones significativamente diferentes entre las dos cepas de Xap.
La reaccién mas susceptible de la poblacién RIL fue observada para la cepa Xap 3353. Los QTL
identificados en los cromosomas 2, 3, 6, 7 y 10 B en la poblacién RIL, han sido previamente
identificados en frijol comun. Cinco QTL que confieren resistencia a Xap fueron identificados en
cromosomas 1, 2, 3, 5, 7y 9 en poblacion proveniente de la cruza BAT93 x Jalo EEP558 (Nodari
et al., 1993). Adicionalmente Miklas et al. (2000) identific6 QTL en cromosomas 6, 7, 8, y 10.
Miklas et al. (2003) evidenciaron que los QTL en cromosomas 6 y 8 se derivan de frijol tépari y
el QTL en cromosoma 10 se origina de frijol Great Northern (Montana No. 5). Los QTL derivados
de frijol tépari localizado en cromosoma 6 y 8 (Miklas et al., 2000); donde el marcador BC420
(Yuetal., 2000) esta ligado al QTL mayor de XAN 159 en cromosoma 6, cerca del locus V (color
pupura de la flor) (Jung et al., 1997) y el QTL en cromosomas 8 esta ligado al marcador SU91 de
XAN 159 (Pedraza et al., 1997). Estudios recientes en poblaciones de cruzamiento de frijol comun
identificaron QTL para resistencia a Xap, evaluados a los 14 y 21 DDI en todos los cromosomas
excepto el 4. (Shi et al., 2011; Zhu et al., 2016) identificaron QTL para resistencia a Xap en
cromosomas 8 y 10 a los 14 DDI y en cromosomas 6 y 10 a los 21 DDI. La combinacion de QTL

es la manera mas efectiva y duradera para resistencia a bacteriosis comun (Kelly et al., 2003).

CONCLUSIONES
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Se identificaron doce caracteristicas morfo-fisioldgicas en la poblacién RIL de frijol tépari,
asociadas a tolerancia a estrés por sequia terminal y altas temperaturas que estuvieron
correlacionadas positivamente con rendimiento y peso de cien semillas, entre ellas tenemos: indice
de cosecha, indice de cosecha de vaina, rendimiento por planta, nimero de vainas por planta, altura
de la planta, SPAD, NDVI, NDRE, éarea, perimetro, largo y ancho de semilla. Dentro de la
poblacién hay varios genotipos promisorios que combinan para estas caracteristicas, con color
comercial.

Mediante el genotipado por secuenciacién (GBS) se identificaron 1343 SNPs y se
construy6d el mapa de ligamiento genético de la poblacion RIL de frijol tépari. EI mapa de
ligamiento genético se combind con los datos fenotipicos tomados en campo y ayudo a identificar
QTL asociados a mecanismos de tolerancia a sequia y altas temperaturas. Los QTL identificados
en condiciones de sequia terminal y altas temperaturas para caracteristicas de rendimiento de
semilla, componentes de rendimiento, fenologia, indices de particidn, dimensiones de semilla y
color de semilla coincide con los QTL identificados previamente en frijol comdn y se localizan
principalmente en cromosomas 3, 7 y 8. Los QTL identificados para resistencia a bacteriosis
comun en cromosomas 2, 3, 6, 7 y 10 también coinciden con los QTL identificados para resistencia
a bacteriosis en frijol comun. Adicionalmente se identificé el primer QTL en cromosoma 7 para
discriminacion de isotopo de carbono (**C) y un QTL en cromosoma 4 para resistencia a la cepa

Xap 484A de bacteriosis comun.

Los resultados demuestran que existe alto nivel del colinealidad entre frijol tépari y frijol

comun, que permite que el frijol tépari sea un cultivo importante como fuente donador de genes
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para frijol comdn o como cultivo domesticado. Este estudio constituye el segundo mapa de
ligamiento genético para frijol tépari y el primer estudio que se realiza para identificacion de QTL
en condiciones de estrés por sequia terminal, altas temperaturas y resistencia a bacterisos comun
especificamente en una poblacion de lineas endogamicas recombinantes de frijol tépari (Phaseolus
acutifolius A. Gray). Por lo tanto, es un recurso Gtil para comprender la genética del frijol tépari y
para seguir desarrollando estrategias de mejoramiento para caracteristicas de interés como son el

color y tamafio de semilla.
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