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Resumen

El Virus del Mosaico Comun de la Habichuela (BCMV) y Virus del Mosaico Dorado
Amarillo de la Habichuela (BGYMYV) son una amenaza para la produccion de la (Phaseolus
vulgaris L.), a través del Caribe y Centroamérica. Los agricultores en esta region se tienen
que confrontar con el incremento en el costo de los fertilizantes nitrogenados y también con
la produccién de habichuelas en suelos marginales. Por consiguiente, el objetivo de esta
investigacion fue desarrollar lineas de habichuela que tengan una resistencia combinada a
BCMV y BGYMYV, y toleren suelos con niveles bajos de nitrégeno. El rendimiento de las
590 lineas Fs representadas en 12 diferentes poblaciones se evaluaron en ensayos replicados
que fueron sembrados en Junio del 2009 en las fincas de investigacion de la Subestacion
Experimental Agricola de Universidad de Puerto Rico (SI) y en USDA-ARS-TARS (ST),
ambas localizadas en Isabela, Puerto Rico. Los ensayos sembrados en (SI) recibieron 20
kg/ha de nitrégeno, mientras que los ensayos sembrados en (ST) no recibieron fertilizacion.
Diez de las doce poblaciones de las lineas F; no tuvieron un buen desempefio porque fueron
susceptibles a la bacteriosis comun causada por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 'y
también por la baja tolerancia a suelos de baja fertilidad. El efecto de la pudricién de raiz
sobre estas poblaciones tampoco les favoreci6. Las lineas derivadas de los cruces PRO518-10
/ PR0401-257 y PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven fueron seleccionadas para
evaluaciones futuras por la calidad de semilla comercial, poseer caracteristicas agrondémicas
deseables y por su alto rendimiento. Los rendimientos de las lineas F3 seleccionadas fueron

similares a la linea control PRO518-10, y superiores a la mayoria de las lineas de los ensayos
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de las habichuelas negras del ensayo VIDAC de Centro América que fueron sembradas en el
SI. Las lineas seleccionadas se evaluaron en ensayos de campo replicados sembradas sin
fertilizacion en la SI en febrero y junio del 2010. Varias lineas de las poblaciones de
PR0518-10 /PR0401-257 y PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven produjeron semillas
con rendimientos similares a la lineas control PR0518-10, las cuales fueron consideradas
porque tienen tolerancia a suelos con niveles bajo de nitrégeno. Evaluaciones de invernadero
usando la cepa NL3 del virus del mosaico comun necrético de la habichuela, fueron usadas
para identificar las lineas que poseian el gen / dominante para resistencia al BCMV. La
Regién Amplificada de Secuencia Caracterizada (SCAR por sus siglas en inglés) del
marcador SR-2 fue usada para seleccionar las lineas con el gen recesivo bgm-1 para
resistencia a BGYMYV. Una linea de grano color blanco y cuatro lineas de grano color negro
tuvieron un desempeiio superior en suelos con bajo contenido de nitrégeno, especialmente
suelos de tipo oxisol en donde la cantidad de N que habia disponible en el suelo fue de 2 ppm
en ST y 7 ppm en SI y también tuvieron resistencia al BCMV y al BGYMV. Estos suelos se
comparan con muchas dreas en Latinoamérica y Africa en donde los campos agricola son
bajos en N. Rendimientos promedios > 1,000 kg/ha fueron obtenidos de estas lineas en los
diferentes ensayos. Plantas individuales fueron seleccionadas de estas lineas para
reevaluarlas y confirmar los genes de resistencia al virus. Por los buenos resultados obtenidos
en los ensayos el desempeiio de las lineas hermanas seleccionadas serdn validadas en ensayos
de rendimiento replicados en Puerto Rico, Haiti y Honduras. Las lineas seleccionadas en los

ensayos de Junio 2009 y 2010 podrian tener tolerancia a altas temperaturas ambientales por
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lo que se podria confirmar con evaluaciones posteriores. Aunque, ain esta por confirmarse,
estas lineas podrian poseer niveles moderados de resistencia a bacteriosis comun y pudricién
de raiz. El vigor de plantas durante el estado vegetativo fue asociado con buen
comportamiento en suelos con bajos niveles de nitrégeno. En contraste, no hubo una
asociacion entre los resultados de los valores de nodulacion y el rendimiento de semilla en
suelos con niveles bajos de nitrégeno disponible. Esto nos da una indicacién de que las
lineas fueron eficientes en la adquisicion y utilizacién del nitrégeno disponible en el suelo
que las plantas que tuvieron una mejor nodulacién. Los campos de experimentacién no
fueron inoculados con Rhizobium para asi realizar una selecciéon mads eficiente de aquellas

plantas que realmente mostraran tolerancia a suelos bajos de N.
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Abstract

Bean Common Mosaic Virus (BCMV) and Bean Golden Yellow Mosaic Virus
(BGYMV) are a threat to bean (Phaseolus vulgaris L.) production throughout Central
America and the Caribbean. Farmers in the region must also deal with the increased cost of
nitrogen fertilizer and production of beans on marginal soils. Therefore, the objective of this
research was to develop bean lines that combine resistance to BCMV and BGYMV with
greater tolerance to soils with low levels of nitrogen. The performance of 590 F; lines
representing 12 different populations were evaluated in replicated trials planted in June 2009
at the University of Puerto Rico (SI) and the USDA-ARS-TARS (ST) research farms near
Isabela, Puerto Rico. The trial planted at the SI received 20 kg/ha of N fertilizer whereas the
trial planted at the ST was not fertilized. The F5 lines from 10 of the 12 populations did not
perform well due to susceptibility to common bacterial blight caused by Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli and poor adaptation to the low soil fertility. Lines derived from the
crosses PR0518-10 / PR0401-257 and PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven that had
commercial seed types, desirable agronomic traits and higher seed yield were selected for
further testing. Seed yields of the selected F; lines were similar to the check line PR0O518-10
and superior to most of the entries in the VIDAC black bean trial from Central America that
was planted at the SI. The selected lines were evaluated in replicated field trials planted
without fertilization at the SI in February and June 2010. Several lines from the PR0518-10 /
PR0401-257 and PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven populations produced seed

yields similar to the check line PRO518-10, which is considered to be tolerant to low N soils.
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Greenhouse screening using the NL3 strain of Bean Common Mosaic Necrosis Virus was
used to identify lines that possessed the dominant / gene for resistance to BCMV. The
Sequence Characterized Amplified Region (SCAR) marker SR-2 was used to select lines
with the recessive gene bgm-1 for resistance to BGYMYV. One white and four black-seeded
lines combined superior performance in low N soils with resistance to BCMV and BGYMYV.
Individual plants will be selected from these lines and re-tested to confirm the presence of the
virus resistance genes. The performance of the sister lines will be validated in replicated
yield trials that will be planted in Puerto Rico, Haiti and Honduras. Lines that performed well
in the June 2009 and 2010 planting likely have tolerance to high temperatures. Although it
needs to be confirmed, these lines may also possess at least moderate levels of resistance to
common bacterial blight and root rot. Good plant vigor during the vegetative stage of
development was associated with tolerance to low N soils. In contrast, no association was
observed between nodulation scores and performance in low N soils. This suggests that the
lines were more efficient in the acquisition and utilization of available soil N that the other
plants had better nodulation but they didn’t had good performance. On the experimental field,
the soil were not inoculated with Rhizobium because of this we were able to select the most

efficient plants that show tolerance in soil with low N.
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Introduccion

La habichuela comun (Phaseolus vulgaris L.) es una de las fuentes principales de
proteina de la poblacién tanto rural como urbana que carecen de recursos en
Centroamérica y el Caribe. En Puerto Rico para el aino 2007/08 la produccién de
habichuela tuvo un valor acumulado de $712,174 por lo que esta leguminosa tiene su
importancia en la agricultura local (Departamento de Agricultura, 2010). El rendimiento
y la calidad de semilla de habichuela son afectadas por varios factores bidticos y
abidticos. Las enfermedades pueden causar grandes pérdidas en las siembras de este
cultivo (Araya 2003). Los Virus del Mosaico Dorado Amarillo (BGYMYV), el virus del
Mosaico Comiin (BCMYV) y el Virus del Mosaico Comtn Necrético (BCMNV) son
enfermedades importantes que pueden limitar el rendimiento de habichuela en Puerto
Rico (Beaver et al. 2006). Los factores abidticos como la sequia, altas temperaturas y
factores edédficos como baja fertilidad del suelo también pueden reducir el rendimiento de
la habichuela (Voysest, 2000).

Por lo menos 3 millones de kilémetros cuadrados de campos agricolas en el
Caribe y América Latina sufren pérdidas en productividad porque los suelos tienen
niveles sub-6ptimos de fertilidad (PNUMA 2003). Los suelos de tipo oxisol y ultisol, que
son comunes a través del Caribe, se caracterizan por tener baja fertilidad (Urquiaga et al.
2005). Por lo tanto, es necesario desarrollar variedades de habichuela para nuestra regién
que tengan mejor adaptacion a estos tipos de suelo.

La falta de nitr6geno (N) puede limitar la produccion de habichuela (Vargas

2008). Bajos niveles de N en el suelo reducen los rendimientos de habichuela porque el



cultivo no puede sostener una produccion alta solamente con la fijacién biolégica
(Rahman et al. 2007). El aumento en el costo de los fertilizantes ha incrementado el costo
de produccioén y, en ciertos casos, ha resultado en una reduccion en el uso de este valioso
insumo. Algunas variedades o lineas de habichuela poseen mayores niveles de tolerancia
a los suelos deficientes en nutrientes, pero no poseen otras caracteristicas que los
agricultores necesitan tales como resistencia a las enfermedades o tipo de grano.

Esta investigacion pretende seleccionar lineas de habichuela que posean mayores
niveles de tolerancia a baja disponibilidad de N en el suelo y resistencia al Virus del
Mosaico Comiin de la Habichuela (BCMYV) y al Virus del Mosaico Dorado Amarillo de
la Habichuela (BGYMYV). El desarrollo de lineas que posean estas caracteristicas requiere
de un largo tiempo de seleccidn ya que la interaccion de los genotipos con el ambiente
dificulta la seleccién de estos rasgos. La tolerancia a estrés abidtico tiende a ser un rasgo
cuantitativamente heredado lo que obliga a que los fitomejoradores trabajen con
poblaciones grandes para poder identificar las lineas que tienen un desempefio superior
(Beaver & Osorno 2009).

Se pretende desarrollar lineas de habichuela que poseen el gen bgm para
resistencia al BGYMYV, el gen [ para resistencia al BCMV. También, pretendemos
realizar evaluaciones de las lineas para determinar la posible presencia del gen bc-3 de
resistencia al BCMNV. Las lineas que combinan resistencia al virus y tolerancia a baja
fertilidad del suelo serdn evaluadas en Puerto Rico y otros paises en Centroamérica y el
Caribe. Asi se puede mejorar la agricultura de subsistencia que utilizan muchos

agricultores (Rosas et al. 2003). La habichuela es un recurso importante para los



pequeiios y medianos agricultores en Puerto Rico tanto para subsistencia como para
medio de ingreso por lo que se hace necesario ofrecerle y facilitarle al agricultor fuentes
adecuadas de este cultivo para que pueda haber un desarrollo sustentable de la agricultura.
El desarrollo y mejoramiento de esta leguminosa son importantes para mover al

agricultor a una mejor agricultura en Puerto Rico.



Objetivos

1. Seleccionar lineas de habichuela que combinan buen potencial de rendimiento,
tipo de semilla comercial, porte erecto de la planta, tolerancia a bajos niveles de
Nitrégeno en el suelo y resistencia a los virus BCMV y BGYMV.

2. Utilizar marcadores moleculares para identificar lineas de habichuela que posean
resistencia al BCMV, BGYMYV Yy tolerancia a suelos bajos en Nitrégeno.

Revision de Literatura

El Virus del mosaico dorado amarillo de la habichuela (BGYMYV) causa dafios y
pérdidas considerables en los cultivos de habichuela en Centroamérica y el Caribe.
Morales, 2000 establecié que en la década de los 80 del pasado siglo el BGYMYV fue
catalogado como la enfermedad mads catastréfica del cultivo de la habichuela de todos los
tiempos. Esta enfermedad obtuvo valores de incidencia de hasta un 80% y se reportaron
pérdidas de entre 40-100% (Echemendia et al. 2010). La transmisién del virus es llevada
a cabo por la mosca blanca [Bemisia tabaci (Gennadius)], (Morales, 1994). En Puerto
durante la época de 1989-1995 las pérdidas provocadas por la mosca blanca fueron de
$40(US) millones (Polston & Anderson, 1999). Los sintomas de la enfermedad son
plantas con clorosis, formacién de moteado en las hojas que va desde amarillo hasta
amarillo intenso con una coloracion blanca en las venas. Las hojas tienden a enrollarse
hacia la parte inferior y hay deformacion de vainas (IICA, 2008). Los métodos de control

empleados para este virus incluyen el mejoramiento genético de variedades de habichuela



comun y el uso de insecticida para reducir las poblaciones del vector (Dardon ,1993). La
presencia de este virus en PR es minima debido a las practicas de control de los
agricultores sobre las poblaciones de los vectores.

Las evaluaciones iniciadas en 1974 por investigadores del Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) permitieron la identificacion de lineas de habichuela de
grano de color negro con niveles moderados de resistencia al BGYMYV en América
Central (Yoshii et al. 1979). En otro estudio se encontré que la linea A 429 mostré un
alto nivel de resistencia al BGYMV en evaluaciones de campo (Singh et al. 1991). Velez
et al. (1998) identific6 que A 429 tiene el gen recesivo, bgm-1, que confiere resistencia al
BGYMV. Urrea et al. (1996) identific6 un marcador RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) co-dominante para el gen bgm-1. Este marcador RAPD fue
convertido al marcador SCAR (Sequenced Characterized Amplified Region) SR-2 por el
CIAT.

Los potivirus BCMV y BCMNYV se encuentran distribuidos de manera amplia a
nivel mundial. Estos virus pueden causar pérdidas de hasta un 80% y la semilla que se
cosecha de las plantas infectadas son de inferior calidad (Diez-Navajas et al, 2003). El
BCMNYV ademas de transmitirse por el vector Aphis fabae puede propagarse a través de
la semilla, siendo ésta primordialmente la fuente de inoculo inicial y la responsable de la
infeccion inicial de la planta y su propagacion en el campo (Pefia & Trujillo, 2007). Los
sintomas comunes de estas enfermedades son: aparicién de clorosis, poco desarrollo

vegetativo, y malformaciones en la hojas en el caso de BCMV vy lesiones necréticas tanto



en hojas como en tallos y muerte de la planta para el BCMNYV segtin citado por
(Drijthout, 1978).

La pudricién de la raiz de la habichuela es una enfermedad asociada a un
complejo de hongos de suelo: Rhizoctonia solani, Fusarium solani, y Pythium spp. entre
otros. Estos hongos atacan las raices, reducen el crecimiento de la planta y el
rendimiento, y causan marchitez de las plantas (Montiel et. al 2005). Rhizoctonia solani
puede causar pérdidas de hasta 50% en los rendimientos (IICA 2008). Los sintomas
incluyen puntos rojizos, cancros rojizos u oscuros y deformacién de la raiz principal
(IICA 2008). La presencia de suelos himedos, y pesados y temperaturas entre 20-25°C
son condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad. Este hongo puede
sobrevivir en los restos de cosechas anteriores lo que provoca aumentos en dafio cuando
se siembra habichuela en el mismo campo afio tras afio (IICA 2008). Fusarium es uno de
los hongos mds complejos y diversos que existen. Las especias de este género mas
estudiadas y que mds resaltan como patdgenos de la raiz de habichuela son F. oxysporum
y F. Solani. Entre los sintomas que causa estd la decoloracién del tejido externo de la raiz
y una coloracion rojiza del tejido vascular (Sanchez et al. 2006). En el caso de Pythium la
pudricién de raiz ocasionada por varias especies puede afectar la semilla que estd en
germinacion, las yemas terminales y hasta el tejido que se encuentra en el hipocotilo
(Abawi, 1989).

El dafio causado por la pudricion de raiz puede ser peor en suelos con baja fertilidad ya
que el abastecimiento de nutrientes a la planta a través del suelo se ve afectado (Trinidad

et al., 1999).



La resistencia genética a los limitantes bidticos y abidticos ayuda a reducir los
costos de produccién y permite que el agricultor reduzca el uso de insumos tales como
los pesticidas que podrian dafiar el medio ambiente (Beaver y Osorno 2009). Los
programas de mejoramiento de habichuela en las zonas tropicales dedican grandes
cantidades de tiempo y recursos al desarrollo de cultivares con resistencia a las
enfermedades. La resistencia a los estreses abidticos y bidticos podria obtenerse
mediante la implementacion de técnicas de mejoramiento genético convencionales y el
uso de seleccion asistida por marcadores moleculares. El uso de los marcadores
moleculares requiere la identificacion y estudio de los genes, su mapeo y etiquetado
(Miklas et al., 2006).

Beaver y Osorno (2009) discutieron las ventajas de utilizar retrocruzamiento
como método de mejoramiento de la habichuela para la incorporacion de caracteristicas
controladas por genes especificos como es el caso para los genes de resistencia al
BCMNYV y BGYMV. Este método permite mantener las caracteristicas deseables del
padre recurrente.

La seleccion de individuos con los rasgos deseados, como presencia de genes de
resistencia, se puede realizar por seleccion asistida con marcadores moleculares. Estos
marcadores estan asociados a genes que confieren o estdn ligados a la resistencia (Kelly
et al., 1994). La resistencia a todas las cepas de BCMV en la habichuela es conferida por
el gen I. Sin embargo, este gen por si solo no provee resistencia contra BCMNYV por lo
que la planta va a presentar una reaccion hipersensitiva necrética mortal en la planta. Por

esta razon se hace necesario el uso de genes recesivos como (bc-1, bc-1 2, bc-2, bc-22, bc-



3y bc-u), o combinar el gen I con el gen bc-3 para darle una protecciéon al BCMV y
BCMNYV (Miklas et al., 1998). La seleccién de genotipos de habichuela resistentes al
virus del mosaico dorado amarillo y mosaico comun necrético se puede lograr utilizando
marcadores moleculares SCAR SR-2 para el gen bgm-1 y SW13 parael gen I. La
eficiencia de la seleccion utilizando el marcador SR-2 para plantas resistentes al
BGYMYV es muy alta (Alameda et al., 2004). La validacién del método para la seleccion
de lineas con SR-2 fue evaluada por Echemendia en 2007 encontrando buenos resultados.

Kelly, J. et al., (1994) reafirmé la importancia de utilizar las nuevas tecnologias
basadas en marcadores moleculares para detectar genes de resistencia en cultivares de
habichuela ya que estas permiten la seleccion indirecta en ausencia del patégeno. Los
marcadores moleculares permiten una detecciéon mas efectiva de los genes de interés y se
convierte en una herramienta de gran utilidad en los programas de fitomejoramiento. Los
estudios llevados a cabo anteriormente no lograron desarrollar lineas de habichuela que
tuvieran un nivel alto de tolerancia a suelos con baja fertilidad. Por lo que se hace
necesario ampliar la base genética de las poblaciones de mejoramiento si se pretende
mejorar la adaptacién de la habichuela a suelos pobres (Araya-Acosta, 2000).

Acuiia, 1996 establece que la reserva de nitrégeno en el suelo es limitada por lo
que se hace necesario tener que aplicar fertilizantes a la planta para satisfacer su demanda.
También habla de que las plantas de la familia de las leguminosas pueden satisfacer las
necesidades restantes de nitrégeno por medio de la Fijacién Bioldgica de Nitrégeno, el
cual es un proceso en donde se establece una simbiosis entre la leguminosa y bacterias

del genero Rhizobium. Sundstrom et al., (1982) realizaron evaluaciones sobre el efecto



de la compactacion del suelo y la fertilizacion nitrogenada en la nodulacion de la planta.
Ellos observaron que en densidades aparentes bajas la cantidad de nédulos en las raices
disminuia y que aplicaciones de nitrégeno mayores a 25 kg/ha de nitr6geno también
disminuia la nodulacién en la planta. Otros estudios que evaluaron el efecto del pH en la
nodulacién de la habichuela encontraron que a pHs menores a 5.5 y mayores a 6.8
afectaban severamente la formacién de nédulos en las raices (Vencatasamy et al., 1981).
Por otra parte se ha encontrado que en suelos de baja fertilidad y que poseen pH é4cidos si
se fertiliza con fésforo y calcio se puede ver un efecto beneficioso en la formacién de
nédulos (Acuiia et al., 1989). El desarrollo de ndédulos en la fijaciéon biolégica puede
verse afectado por factores ambientales, de suelos y ecolégicos (Acosta, 1996).
Comparado con otras leguminosas de grano, la habichuela tiende a fijar
cantidades pequefias de nitrogeno atmosférico que no es suficiente para sostener altos
rendimientos de semilla (Bliss, 1993). Bliss encontré lineas mejoradas capaces de fijar
suficiente nitrogeno atmosférico como para sostener rendimientos de semillas de 1000
kg/ha e identificé fuentes de germoplasma de habichuela con mayor potencial de fijacién
de nitrégeno. Muller et al. (2004) establece que se hace necesario la aplicacion de
pequeiias cantidades de N para obtener rendimientos adecuados. Debido a la falta de
recursos necesarios para obtener o comprar este insumo se hace necesario desarrollar
lineas con mayores niveles de tolerancia a los suelos con baja fertilidad. Singh et al.
(2003) lograron identificar lineas de habichuela provenientes de Centroamérica con

mayor tolerancia a baja fertilidad de suelo. Ellos recalcaron la importancia de seguir



llevando a cabo estudios para desarrollar lineas con mejor adaptacién a los sistemas

agricolas que utilizan pocos insumos externos.
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Materiales y Métodos

Se llevaron a cabo ensayos de campo para avanzar generaciones F, que provienen
de cruces entre lineas que poseen diferentes caracteristicas (Cuadro 2), realizar seleccion
de plantas individuales y evaluar para tolerancia ha contenido bajo de N en el suelo
(Cuadro 11). La mayoria de los ensayos (12) se sembraron en la Subestacion de Isabela
de la Universidad de Puerto Rico. Los otros ensayos se sembraron en la Estacion Federal
(TARS-USDA-ARS) en de Isabela, Puerto Rico. Estas Estaciones Experimentales estdn
localizadas al noroeste de Puerto Rico a longitud de 67.3° y latitud de 18.3°. Ambos
tienen una elevacion de 128 m sobre el nivel del mar y el promedio de la precipitacion
anual es 1524 mm. El tipo de suelo es del orden de los Oxisoles serie Cotto (very-fine
Kaolinitic Isohyperthermic Typic Eutrustox). Estos son suelos clasificados como
arcillosos, acidos y con un grado de fertilidad intermedio. La temperatura promedio
durante los meses que se llevaron a cabo los experimentos estuvo alrededor de los 26.2°C
y la precipitacion promedio fue de 148 mm por mes (Cuadro 1).

Cuadro 1. Medias mensuales de temperatura, precipitacion y evaporacion en la Estacion
Experimental Agricola de Isabela, Puerto Rico.

Mes Temperatura | Temperatura | Temperatura | Precipitacion | Evaporacion
maxima minima media (mm) (mm)
(C) (C) (‘C)

Junio 2009 29.8 22.7 26.2 218 147
Julio 2009 30.0 23.7 26.8 37 164
Agosto 2009 30.0 23.6 26.8 120 173
Febrero 2010 27.7 21.2 24.4 233 109
Marzo 2010 28.8 21.2 24.9 72 148
Abril 2010 29.4 22.6 26.0 80 134
Junio 2010 30.0 23.3 26.5 162 139
Julio 2010 30.0 23.6 26.7 345 126
Agosto 2010 30.7 23.7 27.2 64 139
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Las poblaciones fueron derivadas de cruces entre lineas que tienen diferentes
niveles de tolerancia a baja fertilidad del suelo, resistencia al BCMV, BCMNV y
BGYMYV Yy otras caracteristicas de valor econdmico (Cuadro 2). Los progenitores se
sembraron en enero de 2008 en los invernaderos en el Recinto de Mayagiiez de la
Universidad de Puerto Rico donde se realizaron los cruzamientos. Las plantas F; se
sembraron en la Subestacion de Isabela en octubre de 2008. La generacion F, se sembr6
en la Subestacion de Isabela en febrero de 2009 (Cuadro 2). Se seleccionaron plantas
individuales basado en caracteristicas agrondmicas (porte erecto y buena carga de vainas)
y grano comercial (negro, blanco y rojo pequeiio). Las lineas F,.3 seleccionadas fueron
sembradas en la Subestacion de Isabela en junio de 2009 en ensayos de evaluacion para
tolerancia a baja disponibilidad de nitr6geno en el suelo.

Antes de sembrar los ensayos, se tomaron muestras de suelo para medir el pH y la
disponibilidad de nutrientes en el predio, estas muestras se mandaron para evaluacion a
laboratorios en EU. Se uso un disefio en bloques completos aleatorizados con 3
replicaciones. La unidad experimental fue de un solo surco de 1 m sembrada con 10
semillas y la distancia entre surcos fue de 0.76 m. Los ensayos de campo fueron
trabajados utilizando las practicas recomendadas en la Guia Practica para la Produccién
de Habichuela (Beaver et al., 2009). Se aplicaron 20 kg/ha de N a la plantacién con un
fertilizante para hortalizas 14-14-14. No se realiz6 aplicacién de inoculo de Rhizobium
en este campo, pero este habia sido inoculado durante el afio anterior con Rhizobium etli.

Cada poblacién fue tratada como un experimento separado. Las variables medidas

fueron el nimero de plantas cosechadas, rendimiento de semilla y peso de 100 semillas.
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Ademads, al momento de la siembra, se aplicé a la semilla dentro del surco de todos los
ensayos Captan liquido a una dosis de 15 mL por cada 3.8L para asegurar una buena
germinacion.

Los resultados de los ensayos fueron analizados utilizando un Andlisis de
Varianza. Los promedios de las caracteristicas fueron comparados utilizando Diferencias
Minimas Significativas (P < 0.05).

Se realiz6 otra evaluacion de las mismas lineas F,.3 en la Estacion Experimental
de Isabela de TARS-USDA-ARS sembrada en junio de 2009. El sitio experimental
utilizado ademads de tener un bajo nivel de N en el suelo (2 ppm), tiene historia de alta
incidencia de pudricion de raiz ocasionada por Rhizoctonia, ademds de otros patdégenos
como Macrophomina y Fusarium solani. Se uso un disefio en bloques completos
aleatorizados con 2 repeticiones. La unidad experimental fue de un surco de 1 m
sembrado con 12 semillas. Cada poblacién fue tratada como un experimento separado,
pero todos los experimentos compartieron los testigos PRO518-10, PR0401-257, PR0443-
151 y *Verano’ los cuales poseen tolerancia a baja fertilidad o los genes de resistencia
bgm, Iy bc3. La distancia entre los surcos fue 0.76 m. Las semillas de todos los ensayos
fueron tratadas con Captan en el surco antes de sembrarse para asegurar una buena
germinacion.

Las caracteristicas medidas fueron emergencia de las plantas a los 7 dias, vigor de la
planta a los 30 dias después de la siembra (utilizando la escala 1-9) (CIAT, 1987). Se
realizé una evaluacion de enfermedades foliares (bacteriosis, virus) tomada a los 60 dias

después de la siembra basado en una escala (1-9) (CIAT, 1987) en donde (1-2) resistente,
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(3-4) tolerante, (5-6) medianamente tolerante, (7-8) medianamente susceptible y (9)
susceptible, dias de maduracion, una evaluacion de severidad (1-9)(CIAT, 1987) de
pudricién de las raices tomada el momento de la cosecha (R8) donde 1 es sin sintomas
visibles y 9 con el 75% del tejido de la raiz con lesiones. Adicionalmente se evalud
nodulacioén utilizando la escala del CIAT, 1987 (1-9) de la raices en la que 1 es > 80
nddulos/planta y 9 < 10 nédulos/planta (Cuadros 5-7). También se colectaron datos de
numero de plantas cosechadas, rendimiento de semilla y peso de 100 semillas. Las
escalas de evaluacion de enfermedades foliares (bacteriosis) y de pudricién de raiz fueron
basadas en el Sistema Estdndar para la Evaluacién de Germoplasma de Frijol (CIAT,
1987).

Para las evaluaciones de pudricion de raiz se seleccion6 de dos a tres plantas al
azar de cada linea y se evalu6 visualmente el estado de las raices (Cuadro 5). La
nodulacién de las raices se midié tomando de dos a tres plantas de cada linea, se estimé la
cantidad de nédulos se promedio y se adjudicé la evaluacion de acuerdo a la escala del
CIAT explicadas arriba (Cuadro 6). En el caso del vigor de la planta y enfermedades
foliares como bacteriosis se observo cada linea de forma general y se empled una escala

desarrollada por el CIAT. (Cuadro 7).
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Cuadro 2. Listado de poblaciones F, sembradas en la Subestacion de Isabela en febrero

de 2009.

Poblacion

Caracteristicas de los progenitores

PR0003-124 / Raven // GH0804-11B ///
PR0443-162 / PR0401-257

Los genes bgm, I, bc3, Arcl. Resistencia a la
mustia hilachosa y tolerancia a baja
fertilidad del suelo.

PR0443-151 / BelMiDak RMR 10 //
PR0443-151 / PR0401-259

Los genes bgm, I, bc3, Ur-11,Ur-4.
Resistencia a la mustia hilachosa y
tolerancia a baja fertilidad del suelo.

PR0340-3-3-1/PR0O518-10

Los genes bgm, I, bc3, Ur-11,Ur-4.
Resistencia a la mustia hilachosa y
tolerancia a baja fertilidad del suelo

PR0340-3-3-1/ PR0401-277

Los genes bgm, I, bc3. Resistencia a la
mustia hilachosa y tolerancia a baja
fertilidad del suelo.

PR0340-3-3-1 / PR0O0301-181

Los genes bgm, I, bc3. Tolerancia a baja
fertilidad del suelo.

A774 / PR0O340-3-3-1

Los genes bgm, I, bc3. Tolerancia a baja
fertilidad del suelo.

XRAV 117-2 / PR0O401-277

Los genes bgm, I, bc3. Resistencia a la
mustia hilachosa y tolerancia a baja
fertilidad del suelo.

PRO0518-10 /// Verano // PR0003-124 /
Raven

Los genes bgm, I, bc3. Resistencia a la
bacteriosis comin, antracnosis y tolerancia a
baja fertilidad del suelo.

ALS 9951-101-R // PR0443-151/
BelMiDak RMR 12

Los genes bgm, I, bc3, Ur-11,Ur-4.
Resistencia a la mancha angular y tolerancia
a baja fertilidad del suelo

ALS 9951-101-R / PR0340-3-3-1

Los genes bgm, I, bc3, Ur-11,Ur-4.
Resistencia a la mancha angular y tolerancia
a baja fertilidad del suelo

ALS 9951-101-R / PRO0301-181

Los genes bgm, I, bc3, Ur-11,Ur-4.
Resistencia a la mancha angular y tolerancia
a baja fertilidad del suelo

PR0401-277 // PR0443-151 / BelMiDak

RMR 12

Los genes bgm, I, bc3, Ur-11,Ur-4.
Resistencia a la mustia hilachosa y
tolerancia a baja fertilidad del suelo

Verano // PR0443-151 / BelMiDak RMR

10

Los genes bgm, I, bc3. Resistencia a la
bacteriosis comtn, roya y tolerancia a baja
fertilidad del suelo.
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Cuadro 3. Ensayos sembradas en Junio 2009 en el campo para evaluacion para tolerancia
a baja fertilidad de suelo y resistencia a pudricion de la raiz.

Poblaciones Pedigri Numero de lineas
F>.5 evaluadas
0951 PR0518-10 / PR0401-257 100
0952 PR0003-124 / RAVEN// GH0804- 21
11B//PR0518-10/PR0401-257
0953 PR0443-151/BMD RMR 10//PR0443- 17
151/PR0O401-259
0954 PR0340-3-3-1/PR0518-10 27
0955 XRAV-117-2/PR0401-277 21
0956 PR0518-10///VERANO//PR0003- 128
124/RAVEN
0957 ALS 9951-101-R/PR0443-151 20
0958 ALS 9951-101-R/PR0443-151/BMD RMR 12 29
0959 ALS 9951-101-R/BENIQUEZ 18
0960 PR0401-277//PR0443-151/BMD RMR 12 18
0961 VERANO//PR0O443-151/BMD RMR 10 43
0962 PR0775-66-3///PR0O003- 20
124/RAVEN//GH0804-11B

0950 84

VIDAC Negro 44
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Cuadro 4. Escala de evaluacién del CIAT para pudricién de raiz'.

Escala Evaluacion
1 Sin sintomas visibles
3 Decoloracion ligera
5 25% del tejido de la raiz con lesiones
7 50% del tejido de la raiz con lesiones
9 75% del tejido de la raiz con lesiones

! CIAT, 19887

Cuadro 5. Escala de evaluacién del CIAT para nodulacién'.

Escala Evaluacion
1 Excelente- mas de 80 nédulos
3 Buena- 41-80
5 Intermedia- 21-40
7 Pobre- 10-20
9 Muy pobre- menos de 10
" CIAT, 1987

Cuadro 6. Escala de evaluacién del CIAT para vigor de la planta’.

Escala Evaluacion
1 Excelente
3 Bueno
5 Intermedio
7 Pobre
9 Muy pobre
" CIaT, 1987

Cuadro 7. Escala de evaluacién del CIAT para enfermedades foliares'.

Escala Evaluacion
1-2 Resistente
3-4 Tolerante
5-6 Medianamente Tolerante
7-8 Medianamente Susceptible
9 Susceptible
" cia, 1987
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Las lineas F, de las dos poblaciones con comportamiento sobresaliente en los dos
ensayos F,; fueron evaluadas en un suelo bajo en N y en el invernadero para reaccion a
BCMNV utilizando inoculaciones mecdnicas con la sepa NL3 (Cuadro 9) para identificar
la presencia del gen /. Las lineas con resistencia al BCMV y/o BCMNYV fueron evaluadas
con el marcador molecular SR-2 para identificar la presencia del gen bgm que confiere
resistencia a BGYMV.

Los ensayos de las lineas F, fueron sembrados en la Subestacion de Isabela en
febrero de 2010. Cada poblacién fue tratada como un experimento separado. Se utiliz6
un disefio de bloques completos aleatorizados con 6 repeticiones. La unidad experimental
fue un surco de 5 m donde se sembré 65 semillas. El espaciamiento entre los surcos fue
de 0.76 cm. Después de la germinacién, 3 m de cada unidad experimental fue marcada
para las evaluaciones de las caracteristicas agronémicas y la estimacién de rendimiento
de semilla. Un metro lineal de cada unidad experimental fue utilizado para la evaluacién
de nodulacién y pudricion radicular aproximadamente 45 dias después de la siembra. Se
utilizé los mismos métodos descritos anteriormente para evaluar nodulacién y pudricion
de las raices. Se utilizaron 6 replicaciones para estimar el rendimiento de semilla. La
sexta replicacion de cada poblacion también fue utilizada para realizar la seleccion de

plantas Fy.s individuales.
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Cuadro 8. Lista de las entradas en el ensayo de lineas F4 de la poblacion
PRO518-10 / PR0401-257 sembradas en la Subestacién de Isabela Puerto Rico
en Febrero 2010.

Linea Fuente de semilla Pedigri
1038-1 0951-2 PRO518-10 / PR0401-257
1038-2 4
1038-3 8
1038-4 10
1038-5 11
1038-6 12
1038-7 14
1038-8 17
1038-9 26
1038-10 33
1038-11 34
1038-12 38
1038-13 45
1038-14 70
1038-15 71
1038-16 73
1038-17 74
1038-18 77
1038-19 81
1038-20 82
1038-21 83
1038-22 84
1038-23 86
1038-24 87
1038-25 89
1038-26 98
1038-27 152
1038-28 IBC 301-204 Testigo
1038-29 IBC 302-29 Testigo
1038-30 | MDSX 14797-6-1 Testigo
1038-31 SX 14825-7-1 Testigo
1038-32 PR0518-10 Testigo
1038-33 PR0401-257 Testigo
1038-34 Verano Testigo
1038-35 PR0443-151 Testigo
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Cuadro 9. Lista de las entradas en el ensayo de lineas F4 de la poblacion
PR0518-10///VERANO//PR0003-124/RAVEN sembradas en la Subestacion
de Isabela Puerto Rico en Febrero 2010.

Linea Fuente de semilla Pedigri
1039-1 0956-6 PR0518-10///VERANO//PR0003-124/Raven
1039-2 9

1039-3 18

1039-4 27

1039-5 34

1039-6 37

1039-7 46

1039-8 47

1039-9 49

1039-10 50

1039-11 61-N

1039-12 62

1039-13 68

1039-14 69

1039-15 82

1039-16 84

1039-17 85

1039-18 86

1039-19 87-N

1039-20 90-N

1039-21 95

1039-22 126

1039-23 160

1039-24 178-N

1039-25 181-N

1039-26 199-B

1039-27 199-N

1039-28 282

1039-29 308-B

1039-30 308-N

1039-31 IBC 301-204 Testigo
1039-32 IBC 302-29 Testigo
1039-33 MDSX 14797-6-1 Testigo
1039-34 SX 14825-7-1 Testigo
1039-35 PRO518-10 Testigo
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1039-36 PR0401-257 Testigo
1039-37 Verano Testigo
1039-38 PR0443-151 Testigo
1039-39 Amadeus 77 Testigo

Las lineas F4.5 con el mejor comportamiento en los ensayos sembradas en febrero
de 2010 se sembraron en Junio 2010 en el mismo campo experimental utilizando los
mismos métodos de la siembra anterior con excepcion de que se selecciond 1 m para
evaluacion de caracteristicas agrondmicas y la estimacion de rendimiento de semilla ya
que el resto del area se utiliz6 para las evaluaciones de pudricion de raiz, nodulacién y
selecciones de plantas (Cuadros 11-12). Las caracteristicas medidas en el campo fueron

analizadas usando ANOVA con comparaciones de medias usando pruebas de DMS con

un nivel de significancia de 0.05.

Cuadro 10. Lista de las lineas mas prometedoras obtenidas de la poblacion
PRO518-10/ PR0401-257 evaluadas para rendimiento y resistencia a BCMV

y BGYMV en Junio 2010.

Linea Fuente de semilla Identidad
1044-1 1038-1 PR0951-2
1044-2 2 4
1044-3 5 11
1044-4 13 45
1044-5 14 70
1044-6 19 81
1044-7 20 82
1044-8 21 83
1044-9 22 84

1044-10 25 89

1044-11 26 98

1044-12 28 IBC-301-204
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1044-13 29 IBC-302-29
1044-14 30 MDSX-14797-6-1
1044-15 31 SX-14825-7-1
1044-16 32 PRO518-10
1044-17 33 PR0401-257
1044-18 34 VERANO
1044-19 35 PR0443-151

Cuadro 11. Lista de las lineas mas prometedoras obtenidas de la poblacion
PRO0O518-10///VERANO//PR0003-124/RAVEN evaluadas para rendimiento y
resistencia a BCMV y BGYMV en Junio 2010.

Linea Fuente Identidad
1045-1 1039-8 PR0956-47
1045-2 13 68
1045-3 19 87-N
1045-4 20 90-N
1045-5 22 126
1045-6 23 160
1045-7 24 178-N
1045-8 25 181-N
1045-9 27 199-N
1045-10 28 282
1045-11 31 IBC-301-204
1045-12 32 IBC-302-29
1045-13 33 MDSX-14797-6-1
1045-14 34 SX-14825-7-1
1045-15 35 PR0O518-10
1045-16 36 PR0401-257
1045-17 37 VERANO
1045-18 38 PR0443-151
1045-19 39 AMADEUS 77
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Las lineas F4.5 mas sobresalientes fueron evaluadas en el invernadero para su
reaccion a la cepa NL3 de BCMNYV vy para la presencia de los marcadores SR-2 y SW13
para los genes de resistencia al BGYMV y BCMV. Se utilizé para las evaluaciones del
virus en el invernadero el procedimiento de inoculacion artificial establecido por el CIAT
con algunas modificaciones (Morales, 1987). Plantas de PR0443-151 infectadas con el
virus BCMNYV fueron utilizadas como fuente de inoculo para las inoculaciones. Se
colectaron aproximadamente 10g de tejido vegetal (hojas) de las plantas infectadas, luego
en un mortero se coloco el tejido junto con una pizca de arena silica. Una vez en el
mortero se aplicé 20 mL de buffer el cual se prepar6 segin establecido por Michigan
State University (2010) y se procedié a macerar la muestra hasta que se obtuviera todo el
extracto. El mortero se mantuvo frio al igual que el extracto con el virus. La cantidad de
tejido vegetal necesario para la inoculacién dependié de la cantidad de plantas a
inocularse. Una vez se llevé a cabo la inoculacién mecdnica se le aplicé una pequeia
cantidad de carborundum a la suspension de savia y con un hisopo se froto la suspension
sobre la superficie de la hoja. La funcion del carborundum es que al rasparse la hoja con
el hisopo le cause dafio mecanico a la planta. Luego de la inoculacién, las plantulas se
colocaron en un lugar donde no hay radiacién solar directa y de temperatura moderada
(25°C) durante las primeras 24 horas. Después del primer dia, las plantas se colocaron a
pleno sol y a una temperatura promedio > 30°C durante el dia. Las pldntulas se
inocularon en los primeros 7-10 dias luego de la germinacion. Aquellas plantas que
presentaron la reaccion de hipersensibilidad (puntos necréticos en la hoja) son las que

poseen el gen I. Las susceptibles presentan mosaico y amarillamiento en las hojas.

23



El marcador molecular SCAR SR-2 fue utilizado para detectar el gen bgm-1. Se
llevo a cabo extraccion de ADN de plantulas de habichuela utilizando el primer trifolio
que desarrollaron. En el plato provisto por el kit Qiagen de 96 muestras se recolectd
aproximadamente 50 mg del material vegetativo y se colocé en los microtubos del plato.
Luego de recolectado los trifolios de las plantulas en el plato de extraccion, se combind
45 mL AP1, 112.5 uL Rnase A, y 112.5 uL DX en un envase aparte. Se afiadié 395 uL
de la mezcla y bolitas de acero inoxidable en cada microtubo. Una vez preparado el plato
se colocé en el Mixer Mill 300 (Retsch GmbH, Germany) por 1.5 min. a 30Hz para
triturar las muestras, después se rot6 el plato en la maquina y se dejé triturando por 1.5
min adicionales. Luego de terminar el proceso de trituracion se removié los platos y se
colocaron en el centrifugador a 2000RPM para secar las tapas. Las tapas fueron
descartadas y se afiadié 130 uL de AP2 en cada orificio. Una vez colocadas las nuevas
tapas de cada microtubo se cubre el plato y se agit6 vigorosamente por 15 seg. Los platos
luego se colocaron en el centrifugador a 2000RPM vy se incub6 las muestras a -20° C por
10 min. Finalizado el periodo de incubacién las muestras fueron centrifugadas a 5050 xG
por 8 min. Una vez centrifugadas las muestras se descart6 las tapas y se transfirié 400 uL
del sobrenadante sin perturbar las particulas a un nuevo set platos, 1.5 vol. (600 uL) de
AP3/E fueron afiadidos en cada hueco y se colocaron nuevas tapas. Los platos fueron
agitados nuevamente de manera vigorosa por 15s y luego se seco en el centrifugador. El
plato Dneasy de 96 muestras fue colocado sobre el S-Blocks y se transfirié 1 mL de las
muestras a este nuevo plato. Después de la transferencia se cubri6 el plato Dneasy con la

cinta AirPore y fue centrifugado a 5050 xG por 6 min. La cinta fue removida y se
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descart6 los residuos del S-Block, luego de colocado nuevamente el plato en el S-Block
se afladié 800 uL de AW y se cubri6 otra vez con una cinta AirPore nueva y fue
centrifugado a 5050 xG por 15 min. Finalmente se removid la cinta, se procedi6 a eluir el
ADN en los tubos de elucién afadiendo 100 uL. de AE. Se cubri6 el plato con la cinta
AirPore y fue incubado por 1 min a temperatura ambiente; al final de la incubacion se
centrifugd a 5050 x Gigahertz por 2 minutos. Este paso de elucién del ADN se repitid
nuevamente y luego de centrifugado fue almacenado en el congelador a -20° C.
La amplificacién del ADN se llevé a cabo mediante la técnica de Polimerase
Chain Reaction (PCR). Una vez llevada a cabo la dilucién en 50 pLL del extracto de ADN
crudo se procedi6 a preparar los platos para los termocicladores. En cada espacio provisto
en el microplato se agrego 2 uL. de ADN y 23 uLL de la mezcla de PCR. La mezcla de
PCR contenia los siguientes componentes: PCR buffer (5X), dntp mix (10.0mM), MgCl,
(25mM), F-primer (10 uL), R-Primer (10 uL), Taq (5 unit/ uL), HPLC H,O y ADN
(10ng/ pL). Cada placa posee 96 espacios para las muestras, se calcul6 el volumen final
para 110 reacciones siendo el total 2760 mL. De solucién de PCR por microplato. Una
vez agregado el ADN y la solucién de PCR al microplato se llevaron las mismas al
termociclador para realizar la amplificacion de las bandas del marcador SR-2
Programacion del termociclador para el marcador SCAR SR-2

34 ciclos de 10s a 94°C

40s a 65°C

120s a 72°C

1 ciclo de 5 minutos a 72°C
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La duracion aproximada del programa es de 2 horas y media.
Una vez terminado la amplificacion de las bandas de bgm-1 se procedié a
preparar el gel de agarosa siguiendo los siguientes pasos:
a. Se prepar6 un gel de agarosa con 1x TBE, con 1.5 gramos de agarosa y 15 uL
Sybr Safe.
b. Se dejo enfriar y se vertio en la cubeta de electroforesis y se dejé reposar por
30 minutos.
c. Esta cubeta se colocé en la cdmara de electroforesis la cual contenia buffer de
corrida TBE 1x.
d. Luego se sembr6 en cada pozo del gel 12 uLL de reaccién dejando espacios al
principio y al centro para sembrar la escalera.
e. Se conecto el aparato de electroforesis a la fuente de corriente dejando correr
las bandas sobre el gel a 100 voltios por 2 horas.
Finalmente se visualizé el gel en la cdmara de luz ultravioleta para verificar la presencia
de las bandas y se tomaron las fotos. El SCAR SR-2 tiene dos bandas; la banda para bgm-
1 se encuentra a 530 pares de bases (pb) y expresa resistencia, mientras que para Bgm-1

se encuentran a 570 pares de bases (pb) y expresa susceptibilidad (Alvarado, 2009).
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Resultados y Discusion

Las evaluaciones del VIDAC Negro y las lineas F3 de las 12 poblaciones para
nodulacién, pudricién de raiz y rendimiento se llevaron a cabo en la Subestacién de
Isabela de la Universidad de Puerto Rico y la Estacion Federal TARS-USDA-ARS.
Muestras de suelo fueron recolectadas al azar en las dos localidades en donde se llevaron
a cabo los dos experimentos en Junio de 2009. Los anélisis quimicos de suelo mostraron
que en la Estacion Federal TARS-USDA-ARS el contenido de N disponible (2 ppm) fue
bajo y el porcentage de materia orgdnica fue mediano, mientras que en la Subestacion de
Isabela de la Universidad de Puerto Rico el contenido de N (7 ppm) fue mds alto que en
TARS pero sigue considerandose bajo, mientras que el porcentage de materia orgdnica
fue intermedio (Cuadro 12). El pH y los niveles de P y K en los suelos de estos campos
experimentales no fueron limitantes para la produccién de habichuela (Sotomayor, 2010).
Estos suelos fueron apropiados para estudios de adaptacion de habichuela a suelos con
bajos niveles de N. La mayoria de los agricultores en Latinoamérica utilizan suelos
marginales que poseen contenidos bajos de N que reduce la productividad y la

rentabilidad del cultivo (Rosas et al. 2003).
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Cuadro 12. Anadlisis de suelos de los predios en la Estacion de Isabela de 1la Universidad
de Puerto Rico y la Estacion Federal (TARS).

TARS- Estacién
Experimental Subestaciéon Experimental de Isabela
Federal en Isabela
Valores junio de 2008 junio de 2008 junio de 2009.
% MO 3.6 4.1 3.8
N ppm 2 7 6
Bray 1 P ppm 20.61 32.38 17.89
K ppm 114 139 128
Mg ppm 94 99 88
Ca ppm 1579 1793 1334
S ppm 22 21 33
Zn ppm 1 0.8 1.2
Mn ppm 37.2 14.7 33.2
Cu ppm 4.1 1.8 4.2
Fe ppm 12.9 10.4 20.7
B ppm 0.2 0.2 0.4
pH 6.5 6.7 6.2
Sales solubles 0.21 0.24 0.26
Na ppm 16 24 18
% K 3 3.5 3.5
% Mg 8 8 7.8
% Ca 80.2 87.5 70.9
% Na 0.7 1 0.8
% H 8.1 0 17
CEC 9.8 10.3 9.4

El vivero “VIDAC Negro” incluy6 lineas prometedoras de habichuela de color
negro provenientes de los programas de mejoramiento de Centroamérica y Puerto Rico.
Hubo diferencias significativas entre lineas para rendimiento de semilla en el ensayo en
la Subestacién de Isabela (SI) (Cuadrol3). No se detectaron diferencias significativas
entre lineas sembradas en la Subestacion de TARS (ST). Los rendimientos promedios en

las dos localidades fueron < 1,000 kg/ha, lo que sugiere que la deficiencia de N y las
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pudriciones de raiz limitaron la productividad de estas lineas (Cuadro 14). Se esperaba
obtener lineas con rendimientos promedios mayores a los 1,000 kg/ha. La linea con el
mejor comportamiento en ambos localidades fue el testigo PR0443-151, esta linea fue

seleccionada previamente por tolerancia a baja fertilidad y resistencia a pudricion de

raiz. La linea RBF-20-86 produjo rendimientos promedios > 1,000 kg/ha en ambas

localidades. Esta linea fue seleccionada en Honduras para tolerancia a suelos de baja

fertilidad. Las lineas restantes en el ensayo produjeron bajos rendimientos. Estos

resultados demuestran la necesidad de desarrollar lineas con mejor adaptacién a los

suelos de baja fertilidad y con tolerancia a pudricién de raiz.

Cuadro 13. Tabla de andlisis de varianza del vivero “VIDAC Negro” sembrado
en la Subestacion de Isabela Puerto Rico en junio de 2009.

Fuente de Rendimiento de semilla Rendimiento de semilla
variacion Subestacion de Isabela TARS
gl Cuadrado gl Cuadrado
medio Medio
Bloque 2 1750266 1 319566
Linea 43 477559 43 292986
Error 86 111709 43 143246

Significativo a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.

Cuadro 14. Rendimientos promedio de lineas del VIDAC Negro sembradas en Isabela,
Puerto Rico en junio de 2009.

Rendimiento de semilla Rendimiento de semilla
(kg/ha) en Subestacion de (kg/ha) en la Estacion Federal
Identificacion Isabela de la EEA de Isabela, TARS
X02-33-157 1428 901
RBF 20-86 1012 1384
SEQ 344-11 1012 525
SEQ 344-102 895 534
SEQ 344-67 845 776
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PR0333-104 834 850
SEQ 344-21 711 659
MN 14059-7 706 600
SEQ 342-85 695 1234
SEQ 344-67 683 709
MHN 322-4 667 817
SEQ 342-39 661 1167
X02-33-159-1 617 942
RBF 7-25 595 742
SEQ 344-69 589 1301
SEQ 342-53 572 826
XRAV-117-2 567 775
SEQ 342-74 511 992
SEQ 344-110 478 1126
SEQ 344-13 472 884
SEQ 344-24 467 726
TCFF2-12-3-11-2 459 0
SEQ 342-86 450 517
MHN 320-75 439 242
XRAV 96-11 411 934
X02-33-161 406 517
X02-33-163-1 400 467
XRAV-40-4 394 0
SEQ 344-26 389 592
SEQ 342-71 339 792
SEQ 344-22 311 383
MEN 2201-64 261 550
SEQ 345-22 250 776
SEQ 341-108 217 642
SEQ 341-99 205 1509
SEQ 344-14 192 609
SEQ 345-36 150 834
SEQ 341-55 128 1234
PR0443-151 1327 1314
Media 657 840
DMS (0.05) 559 NS
CV(%) 54.4 45.0
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El comportamiento de las lineas Fs de la poblacién PR0003-124 / Raven//

GHO0804-11B//PR0518-10/PR0401-257 fue mejor que las lineas en el VIDAC Negro.

Aunque no se detect6 diferencias significativas en rendimiento, siete lineas produjeron

rendimientos promedios > 1,000 kg/ha en ambas localidades (Cuadro 16).

Cuadro 15. Tabla de andlisis de varianza de la poblaciéon PR0O003-124 / Raven// GH0804-
11B//PR0518-10/PR0401-257 sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de 2009.

Fuente de Rendimiento de semilla Rendimiento de semilla
variacion Subestacion de Isabela TARS
gl Cuadrado gl Cuadrado
medio Medio
Bloque 2 1391345 1 111704
Linea 20 396035 20 385250
Error 40 242394 20 269448

Significativo a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.

Cuadro 16. Rendimientos promedios de lineas F5 de la poblacién PR0003-124 / Raven//
GHO0804-11B//PR0518-10/PR0401-257 sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de

20009.
Rendimiento de semilla (kg/ha) | Rendimiento de semilla (kg/ha) en
en Subestacion de Isabela de la la Estacion Federal de Isabela,

Linea EEA TARS

0952-6 1762 1167

0952-17 1739 1492

0952-10 1672 1175

0952-8 1589 1167

0952-9 1373 1184

0952-19 1351 842

0952-12 1317 1534

0952-15 1267 909

0952-7 1256 592

0952-5 1217 792

0952-1 1139 1201
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0952-11 1134 700
0952-4 1122 1259
0952-2 1011 567
0952-16 917 0
0952-14 795 592
0952-3 694 684
0952-18 650 317
0952-13 534 0
PR0518-10 1601 775
PR0401-257 1311 325
Media 1217 822
DMS(0.05) NS NS
CV(%) 40 63

Hubo diferencias significativas en rendimiento entre lineas F; la poblacién

PR0443-151/BMD RMR 10//PR0443-151/PR0401-259 solamente en el ensayo sembrado

en la ST (Cuadro 16). Apenas dos lineas produjeron rendimientos promedios > 1,000

kg/ha en ambas localidades (Cuadro 18). En contraste, el testigo PR0443-151 produjo

rendimientos promedios > 2,000 kg/ha en ambas localidades.

Cuadro 17. Tabla de andlisis de varianza de la poblacién PR0443-151/BMD RMR
10//PR0443-151/PR0401-259 sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de 2009.

Fuente de Rendimiento de semilla Rendimiento de semilla
variacion Subestacion de Isabela TARS
gl Cuadrado gl Cuadrado
Medio medio
Bloque 2 761445 1 622624
Linea 16 239872 16 559559
Error 32 528831 16 144936

Significativo a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.
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Cuadro 18. Rendimientos promedios de lineas F5 de la poblacién PR0443-151/BMD
RMR 10//PR0443-151/PR0401-259 sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de 2009.

Rendimiento de semilla (kg/ha) en

Rendimiento de semilla (kg/ha) en
la Estacion Federal de Isabela,

Linea Subestacion de Isabela de la EEA TARS
0953-15 2184 509
0953-10 2023 634
0953-6 1972 1409
0953-13 1684 0
0953-11 1656 859
0953-7 1576 475
0953-1 1572 0
0953-12 1517 734
0953-9 1445 1150
0953-4 1361 975
0953-5 1334 617
0953-3 1211 334
0953-14 1206 0
0953-2 1150 734
0953-8 1111 825
PR0443-151 2292 2017
PR0401-259 1695 1184
Media 1561 732
DMS(0.05) NS 761
CV(%) 3 52

No hubo diferencias significativas en rendimiento entre lineas F3 de la poblacion

PR0340-3-3-1/PR0518-10 en las dos localidades (Cuadro 19). El rendimiento promedio

de las lineas en la SI fue > 1,440 kg/ha (Cuadro 20). Sin embargo, las lineas fueron

afectadas por la pudricién de raiz en la ST y el rendimiento promedio en esta localidad

fue apenas 785 kg/ha. La linea PR0954-21 produjo rendimientos promedios > 1,200

kg/ha en las dos localidades.
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Cuadro 19. Tabla de andlisis de varianza de la poblacién PR0340-3-3-1/PR0O518-10
sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de 2009.

Fuente de Rendimiento de semilla
variacion Subestacion de Isabela Rendimiento de semilla TARS
gl Cuadrado gl Cuadrado
medio medio
Bloque 2 529414 1 4021
Linea 26 354496 26 256324
Error 52 401537 26 386242

Significativo a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.

Cuadro 20. Rendimientos promedios de lineas F5 de la poblacién PR0340-3-3-1/PR0518-
10 sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de 2009.

Rendimiento de semilla (kg/ha) Rendimiento de semilla (kg/ha)

en Subestacion de Isabela de la | en la Estacion Federal de Isabela,
Linea EEA TARS
0954-4 2493 817
0954-22 2112 1117
0954-1 2056 217
0954-24 1839 1059
0954-3 1756 367
0954-9 1606 1159
0954-14 1601 575
0954-18 1589 742
0954-10 1534 875
0954-12 1506 867
0954-5 1478 192
0954-2 1359 667
0954-13 1339 684
0954-23 1339 867
0954-20 1334 0
0954-21 1333 1242
0954-6 1317 1017
0954-8 1311 684
0954-25 1261 709
0954-11 1250 1142
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0954-19 1161 884
0954-7 1072 1075
0954-15 1006 559
0954-16 978 825
0954-17 973 942
P0340-3-3-1 956 317
PR0518-10 1675 1592
Media 1436 785
DMS(0.05) NS NS
CV(%) 33 79

No hubo diferencias significativas en rendimiento entre lineas F5 de la poblacion

XRAV-117-2/PR0401-277 en la localidad de la SI (Cuadro 21). Solo tres lineas tuvieron

rendimientos promedios de 1,000 kg ha™ en ambas localidades. PR0955-6 produjo

rendimientos promedios > 1,528 kg/ha en la Subestacion de Isabela mientras que

PR0955-12 produjo rendimientos promedio de 1,592 kg/ha en ST (Cuadro 22).

Cuadro 21. Tabla de analisis de varianza de la poblacion XRAV-117-2/PR0401-277
sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de 2009.

Fuente de Rendimiento de semilla
variacion Subestacion de Isabela Rendimiento de semilla TARS
gl Cuadrado gl Cuadrado
medio medio
Bloque 2 215920 1 437007
Linea 20 340127 20 234644
Error 40 279172 20 89145

Significativo a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.
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Cuadro 22. Rendimientos promedio de lineas F3 de la poblacién XRAV-117-2/PR0401-
277 sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de 2009.

Rendimiento de semilla (kg/ha) | Rendimiento de semilla (kg/ha)
en Subestacion de Isabela de la | en la Estacion Federal de Isabela,
Linea EEA TARS
0955-6 1528 1000
0955-2 1517 767
0955-10 1459 575
0955-17 1375 825
0955-14 1373 1050
0955-19 1334 392
0955-3 1311 783
0955-15 1267 533
0955-8 1250 617
0955-1 1228 850
0955-11 1150 984
0955-4 1106 1059
0955-5 1022 600
0955-16 1017 717
0955-12 950 1592
0955-9 817 375
0955-18 817 1000
0955-13 700 892
0955-7 633 575
PR0O518-10 1100 1392
PR0O401-277 472 83
Media 1119 793
DMS(0.05) NS 1216
CV(%) 36 38

El comportamiento de las lineas de las diferentes poblaciones fueron evaluadas en
los ensayos sembrados en junio de 2009. De las 12 poblaciones evaluadas solo dos
tuvieron comportamiento sobresaliente en los ensayos. Las otras 10 poblaciones
evaluadas se descartaron por diversas razones: las poblaciones derivadas de los

cruzamientos (ALS 9951-101-R/PR0443-151, ALS 9951-101-R/PR0443-151/BMD
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RMR 12, ALS 9951-101-R/BENIQUEZ, PR0401-277//PR0443-151/BMD RMR 12,
VERANO//PR0O443-151/BMD RMR 10, PR0775-66-3///PR0003-
124/RAVEN//GHO0804-11B) (Cuadro 3) fueron afectadas por bacteriosis causada por
Xanthomonas axonopodis y debido a la severidad el vigor de las lineas fue bajo. En el
caso de las poblaciones derivadas de los cruzamientos (PR0003-124 / RAVEN//
GHO0804-11B//PR0518-10/PR0401-257, PR0443-151/BMD RMR 10//PR0443-
151/PR0401-259, PR0340-3-3-1/PR0518-10, XRAV-117-2/PR0401-277) (Cuadro 3) no
se detectd diferencias significativas entre las lineas de las diferentes poblaciones en la SI
por tal razon se descartaron para evaluaciones adicionales (Cuadros 13-22). Se
encontraron diferencias significativas en rendimiento en la ST para las poblaciones
PR0443-151/BMD RMR 10//PR0443-151/PR0401-259 y XRAV-117-2/PR0401-277
pero las caracteristicas agrondmicas en las lineas F; fueron, en general, inferiores. Sin
embargo, se selecciond plantas individuales de unas pocas lineas prometedoras de cada
poblacién para evaluaciones adicionales.

Las dos poblaciones que tuvieron comportamiento sobresaliente fueron las lineas
F; derivadas de los cruzamientos (PR0518-10 / PR0O401-257 y PR0518-
10///VERANO//PR0003-124/RAVEN). Se encontraron diferencias significativas en
rendimiento entre las lineas Fs. En los (cuadros 23 y 25) se muestra el andlisis de varianza
realizado a estas dos poblaciones. Ocho lineas F; de la poblaciéon PR0518-10 / PR0401-
257 produjeron rendimiento promedios > 2,000 kg/ha en la SI y rendimiento promedios >
1,200 kg/ha en la ST que representd un comportamiento similar al testigo PR0O518-10

(Cuadro 24). Las plantas de las lineas sobresalientes mostraron un buen vigor durante el
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periodo de crecimiento vegetativo. Sin embargo, no observamos una relacién entre
lecturas de nodulacién y pudricion de raiz con el rendimiento de las lineas (Cuadro 24).
Dorcinvil et al. (2010) identificé que la lineaPR0518-10, fue eficiente en la adquisicién y
utilizacién de N.

Los rendimientos de las lineas F5 de la poblaciéon PR0518-10///Verano//PR0O003-
124/Raven no fueron tan buenos como las lineas de la poblacién PR0518-10 / PR0401-
257 (Cuadro 26). Sin embargo, tres lineas produjeron rendimientos promedios > 1,700
kg/ha en la SI'y > 1,000 kg/ha en la ST. La nodulacién de las lineas de esta poblacién no
fue buena posiblemente a una baja poblacién de rhizobium en el suelo. Acufia y Ramirez,
1986 establecen que investigaciones realizadas con fungicidas como en el caso del
Captan afectan negativamente las poblaciones de bacterias fijadoras de nitrégeno. Por lo

que la desinfeccion que se realiz6 a los ensayos con Captan pudieron haber influido en la

pobre nodulacién de las plantas. Sin embargo, esta poblacién tuvo menos daio causado

por pudricién de raiz (Cuadro 26).

Cuadro 23. Tabla de andlisis de varianza de la poblacién PR0518-10 / PR0401-257
sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de 2009.

Fuente de Rendimiento de Lectura de Lectura de
variacion Rendimiento de semilla nodulacién pudricién de
semilla Subestacion TARS tras raiz TARS
Isabela
gl Cuadrado g.l. | Cuadrado g.l. | Cuadrad g.l. | Cuadra
Medio medio 0 do
medio medio
Bloque 2 1649504 | 1 66686 | 1 1.44 | 1 0.72
Linea 99 614874 | 99 505276 | 99 0.28 | 99 0.80
Error 198 384859 | 99 92512 | 99 0.27 | 99 0.75

Significativo a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.

38




Cuadro 24. Rendimientos, lecturas de nodulacién y por ciento de plantas con pudricion
de lineas F3 de la poblacion PR0518-10 / PR0401-257 sembrada en Isabela, Puerto Rico

en junio de 2009.

Rendimiento Rendimiento Por ciento

promedio de promedio de Lectura promedio de

semilla (kg/ha) | semilla (kg/ha) y| promedio de plantas con
en la (rango) en la | nodulacién en la | pudricién de raiz
Subestacion de | Estacion Federal | Estacion Federal en la Estacion
Isabela de la de Isabela, de Isabela, Federal de Isabela,
Linea EEA TARS TARS' TARS®

PR0951-97 2956 1617 (2) 9.0 37.5
PR0951-77 2773 1284 (15) 9.0 25.0
PR0951-85 2695 1417 (10) 8.5 12.5
PR0951-84 2645 700 (46) 9.0 12.5
PR0951-87 2628 1450 (8) 9.0 50.0
PR0951-45 2456 750 (40) 8.5 25.0
PR0951-73 2384 1217 (19) 9.0 25.0
PR0951-27 2350 225 (71) 8.5 25.0
PR0951-83 2256 1384 (11) 9.0 25.0
PR0951-70 2217 1167 (22) 9.0 0.0
PR0951-34 2206 567 (51) 8.5 0.0
PR0951-81 2195 1350 (13) 9.0 25.0
PR0951-89 2150 742 (42) 9.0 0.0
PR0951-82 2117 1367 (12) 9.0 62.5
PR0951-4 2112 67 (79) 9.0 12.5
PR0951-74 2056 1234 (18) 8.5 12.5
PR0951-98 2034 1634 (1) 8.5 37.5
PR0951-11 2028 92 (78) 9.0 25.0
PR0951-16 2023 267 (68) 9.0 0.0
PR0951-72 2022 1200 (20) 9.0 25.0
PR0951-33 2006 550 (52) 8.5 25.0
PR0951-8 1995 133 (76) 9.0 25.0
PR0951-14 1967 233 (70) 8.0 25.0
PR0951-86 1967 1434 (9) 8.5 25.0
PR0951-2 1962 33 (82) 8.0 25.0
PR0951-38 1945 633 (48) 8.5 12.5
PR0951-10 1878 167 (74) 8.5 25.0
PR0951-49 1878 817 (35) 8.5 25.0
PR0951-17 1867 283 (67) 8.0 37.5
PR0951-12 1850 0 (85) 9.0 0.0
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PR0951-26 1839 433 (61) 9.0 25.0
PR0951-25 1834 209 (73) 9.0 12.5
PR0951-43 1834 0 (88) 9.0 0.0
PR0951-88 1833 734 (43) 9.0 12.5
PR0951-62 1828 1034 (28) 9.0 12.5
PR0951-71 1811 1184 (21) 8.0 75.0
PR0951-3 1806 50 (80) 9.0 50.0
PR0951-67 1784 1117 (24) 8.0 25.0
PR0951-95 1767 1584 (4) 9.0 50.0
PR0951-66 1756 1100 (25) 9.0 12.5
PR0951-56 1739 934 (32) 8.5 25.0
PR0951-52 1734 434 (60) 9.0 12.5
PR0951-76 1734 1267 (16) 8.0 50.0
PR0951-7 1706 117 (77) 8.5 25.0
PR0951-51 1684 850 (34) 9.0 50.0
PR0951-30 1672 500 (55) 8.5 25.0
PRO951-65 1672 1084 (26) 8.5 37.5
PR0951-41 1661 683 (47) 9.0 12.5
PR0951-42 1656 700 (45) 8.5 37.5
PR0951-94 1639 1567 (5) 9.0 12.5
PR0951-92 1617 1534 (6) 8.0 37.5
PR0951-29 1589 483 (56) 8.0 25.0
PR0951-90 1584 750 (41) 9.0 25.0
PR0951-93 1584 775 (38) 9.0 0.0
PR0951-36 1567 600 (49) 9.0 12.5
PRO951-75 1556 1250 (17) 9.0 37.5
PR0951-54 1550 900 (33) 9.0 25.0
PR0951-32 1534 533 (53) 9.0 37.5
PR0951-9 1523 150 (75) 8.5 25.0
PR0951-31 1511 517 (54) 8.5 37.5
PR0951-35 1500 292 (66) 8.5 12.5
PR0951-78 1500 1300 (14) 9.0 25.0
PR0951-61 1478 1017 (29) 9.0 12.5
PRO951-15 1445 250 (69) 9.0 0.0
PR0951-37 1439 309 (65) 9.0 12.5
PR0951-48 1389 800 (36) 9.0 25.0
PR0951-1 1373 17 (83) 8.5 25.0
PR0951-6 1373 50 (81) 7.5 25.0
PR0951-46 1359 767 (39) 8.5 12.5

40




PR0951-57 1350 950 (31) 9.0 12.5
PR0951-91 1350 1517 (7) 9.0 50.0
PR0951-28 1345 467 (57) 9.0 25.0
PR0951-44 1342 733 (44) 8.0 12.5
PR0951-5 1295 0 (84) 8.0 25.0
PR0951-55 1223 459 (58) 9.0 25.0
PR0951-50 1211 0 (89) 9.0 25.0
PR0951-22 1206 0(87) 8.5 12.5
PR0951-63 1184 0 (90) 8.5 12.5
PR0951-13 1173 217 (72) 9.0 12.5
PR0951-64 1167 1067 (27) 9.0 12.5
PR0951-47 1156 783 (37) 9.0 12.5
PR0951-58 1112 967 (30) 8.5 62.5
PR0951-24 1095 400 (62) 8.5 0.0
PR0951-21 1089 350 (64) 9.0 0.0
PRO951-18 1061 0 (86) 9.0 0.0
PR0951-69 1061 575 (50) 9.0 37.5
PR0951-68 1044 1134 (23) 9.0 62.5
PR0951-53 1028 442 (59) 9.0 25.0
PR0951-96 928 1600 (3) 8.0 12.5
PR0951-23 773 383 (63) 9.0 12.5
PR0518-10 1900 919 8.8 20.0
PR0401-257 1471 800 8.7 17.5
Media 1703 725 8.7 22.5
DMS (0.05) 963 1208 NS NS
CV(%) 35.0 41.9 6.0 95.2

! Escala de nodulacién del CIAT 1-9 donde 1 = > 80 nédulos planta™, 3 = 41-80 nédulos planta’, 5 = 21-
40 nédulos planta”, 7 = 10-20 nédulos planta™ and 9 = < 10 nédulos planta™

* Se evaluaron un total de cuatro plantas de habichuela de cada unidad experimental.

Cuadro 25. Tabla de analisis de varianza de la poblacién PR0518-10///Verano//PR0O003-
124/Raven sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de 2009.

Fuente de Rendimiento de Rendimiento de Lectura de Lectura de
variacion semilla semilla nodulacién pudricién de
Subestacion TARS tras raiz TARS
Isabela
gl. | Cuadrado | gl. | Cuadrado | gl. | Cuadrad | g.l. | Cuadrad
medio medio 0 0
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Medio medio
Bloque 2 2684221 1 102600 1 2.64 1 0.00
Linea 127 548309 | 127 213934 | 127 0.33 | 127 0.80
Error 254 217728 | 127 124299 | 127 0.38 | 127 0.83

Significativo a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.

Cuadro 26. Rendimientos, lecturas de nodulacién y por ciento de plantas con pudricién
de lineas F3 de la poblacion PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven sembrada en
Isabela, Puerto Rico en junio de 2009.

Por ciento
Rendimiento Lectura promedio de
de semilla Rendimiento de promedio de plantas con
(kg/ha) en semilla (kg/ha) y | nodulacién en | pudricion de raiz
Subestacion de rango en la la Estacién en la Estacion
Isabelade la | Estacion Federal Federal de Federal de
Lineas EEA de Isabela, TARS |Isabela, TARS! Isabela, TARS?
PR0956-34 2223 1159 (12) 8.5 37.5
PR0956-18 2156 409 (89) 7.5 37.5
PR0956-32 2111 642 (65) 8.5 25
PR0956-68 2106 1092 (13) 8.0 50
PR0956-95 2006 951 (23) 9.0 37.5
PR0956-87 1906 617 (69) 8.5 50
PR0956-90 1906 951 (22) 9.0 50
PR0956-35 1861 967 (20) 8.0 37.5
PR0956-37 1828 350 (98) 8.0 37.5
PR0956-86 1817 842 (37) 9.0 37.5
PR0956-62 1795 842 (36) 8.5 50
PR0956-64 1778 867 (32) 8.0 37.5
PR0956-7 1739 951 (21) 8.5 37.5
PR0956-30 1734 1217 (7) 8.5 62.5
PR0956-84 1733 734 (52) 8.0 50
PR0956-3 1728 717 (54) 9.0 75
PR0956-126 1728 734 (53) 9.0 50
PR0956-10 1723 384 (94) 8.5 50
PR0956-9 1683 876 (30) 8.5 25
PR0956-46 1678 608 (70) 9.0 25
PR0956-69 1650 750 (49) 9.0 37.5
PR0956-6 1634 550 (75) 9.0 50
PR0956-27 1628 759 (48) 9.0 25
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PR0956-24 1612 842 (35) 8.0 25
PR0956-49 1567 1217 (8) 8.5 37.5
PR0956-50 1561 667 (60) 8.5 25
PR0956-47 1528 834 (39) 9.0 12.5
PR0956-82 1528 634 (67) 9.0 50
PR0956-85 1528 825 (41) 8.5 37.5
PR0956-61 1523 867 (31) 8.5 50
PR0956-29 1506 1567 (1) 8.5 50
PR0956-78 1467 1292 (4) 8.5 25
PR0956-23 1461 650 (64) 8.5 62.5
PR0956-51 1445 584 (73) 9.0 25
PR0956-91 1439 1284 (5) 9.0 37.5
PR0956-92 1423 284 (104) 9.0 37.5
PR0956-25 1422 984 (19) 8.0 37.5
PR0956-93 1411 1067 (15) 8.5 50
PR0956-67 1389 809 (44) 8.0 25
PR0956-53 1384 534 (77) 9.0 37.5
PR0956-94 1384 1226 (6) 9.0 75
PR0956-72 1383 776 (46) 8.5 25
PR0956-2 1356 759 (47) 9.0 50
PR0956-48 1356 625 (68) 9.0 25
PR0956-31 1350 834 (38) 8.5 37.5
PR0956-58 1345 509 (80) 8.5 25
PR0956-12 1334 659 (61) 8.0 12.5
PR0956-123 1328 742 (51) 9.0 50
PR0956-11 1311 500 (81) 8.5 0
PR0956-5 1309 1009 (17) 8.5 37.5
PR0956-73 1306 884 (29) 9.0 37.5
PR0956-44 1300 342 (100) 8.5 37.5
PR0956-74 1295 1192 (11) 9.0 50
PR0956-33 1289 1192 (10) 7.5 50
PR0956-81 1284 492 (82) 9.0 50
PR0956-16 1273 692 (58) 8.0 50
PR0956-22 1256 142 (109) 9.0 12.5
PR0956-124 1256 467 (84) 9.0 37.5
PR0956-52 1250 834 (40) 9.0 50
PR0956-122 1239 1000 (18) 9.0 12.5
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PR0956-8 1234 925 (25) 8.5 50
PR0956-101 1217 400 (92) 8.5 12.5
PR0956-36 1209 850 (34) 9.0 37.5

PR0956-1 1206 450 (86) 8.0 37.5
PR0956-55 1206 383 (95) 8.5 25

PR0956-89 1195 267 (106) 9.0 12.5
PR0956-17 1184 692 (59) 8.5 62.5
PR0956-125 1178 84 (111) 8.5 25

PR0956-28 1167 909 (26) 9.0 25

PR0956-14 1151 334 (102) 8.5 25

PR0956-4 1139 709 (56) 8.5 50

PR0956-43 1139 375 (97) 9.0 25

PR0956-88 1128 517 (79) 7.0 25
PR0956-105 1117 1350 (3) 9.0 25

PR0956-96 1106 534 (78) 9.0 25

PR0956-56 1095 350 (99) 9.0 37.5
PR0956-75 1078 300 (103) 8.5 50

PR0956-13 1045 400 (91) 8.0 37.5
PR0956-15 1045 867 (33) 8.5 37.5
PR0956-83 1039 717 (55) 9.0 25
PR0956-118 1011 942 (24) 9.0 62.5
PR0956-26 1000 809 (42) 8.5 37.5
PR0956-106 1000 1217 (9) 9.0 37.5
PR0956-77 989 1526 (2) 8.5 50

PR0956-54 984 809 (43) 8.0 25
PR0956-103 984 642 (66) 9.0 37.5
PR0956-117 978 417 (88) 9.0 25

PR0956-57 973 458 (85) 8.5 87.5
PR0956-21 950 592 (71) 9.0 25
PR0956-111 945 742 (50) 9.0 25

PR0956-71 939 1059 (16) 9.0 12.5
PR0956-42 911 375 (96) 9.0 25
PR0956-113 878 659 (62) 8.5 50

PR0956-63 850 658 (63) 9.0 37.5
PR0956-104 845 0(116) 8.5 25
PR0956-116 844 346 (101) 8.0 12.5
PR0956-65 839 392 (93) 9.0 37.5
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PR0956-41 822 584 (72) 9.0 25
PR0956-121 795 1076 (14) 9.0 50
PR0956-128 794 909 (27) 8.5 62.5

PR0956-97 767 576 (74) 8.5 50
PR0956-127 750 550 (76) 8.5 37.5

PR0956-45 739 59 (113) 8.5 0
PR0956-107 689 792 (45) 8.5 37.5

PR0956-76 622 225 (107) 9.0 25

PR0956-70 595 0(114) 9.0 25
PR0956-110 594 700 (57) 8.5 25

PR0956-66 556 425 (87) 9.0 50
PR0956-112 528 408 (90) 9.0 25

PR0956-98 525 0(115) 8.0 12.5
PR0956-108 505 167 (108) 9.0 0
PR0956-102 489 901 (28) 8.5 50
PR0956-109 483 275 (105) 9.0 12.5
PR0956-115 344 109 (110) 8.5 25
PR0956-114 272 467 (83) 8.5 75

PR0956-38 194 67 (112) 8.5 12.5

PR0O518-10 1662 915 8.6 42.5

Verano 1137 506 8.8 50

Media 1254 685 8.6 1.5
DMS(0.05) 727 1400 NS NS

CV(%) 37.7 51.5 7.2 62.9

! Escala de nodulacién del CIAT 1-9 donde 1 = > 80 nédulos planta, 3 = 41-80 nédulos planta”, 5 = 21-
40 nédulos planta”, 7 = 10-20 nédulos planta™ and 9 = < 10 nédulos planta™
* Se evaluaron un total de cuatro plantas de habichuela de cada unidad experimental.

En general, hubo de las lineas F3 gran variabilidad en el rendimiento entre las
poblaciones evaluadas (Cuadros14-26). Solo las dos poblaciones PR0518-10 / PR0401-
257 y PR0O518-10///VERANO//PR0003-124/RAVEN mostraron, mejor tolerancia a baja
fertilidad y pudricion de raiz, alto rendimiento, buena adaptacion, caracteristicas
agrondmicas y grano comercial. Lineas que se comportan bien en una siembra durante el

verano en Puerto Rico normalmente tienen tolerancia al calor y, por lo menos, niveles
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moderados de resistencia a bacteriosis comun. La seleccién simultdnea para varias
caracteristicas y la utilizacién de dos localidades sirvieron para identificar las poblaciones
mads prometedoras. Las lineas de las poblaciones PR0518-10 / PR0401-257 y PR0518-
10///Verano//PR0003-124/Raven produjeron rendimientos comparables con los testigos
como PR0518-10 y Verano. Los rendimientos de los ensayos llevados a cabo en la ST
fueron menores que en la SI debido a que no se aplicé fertilizacién al suelo. Ademas, no
se le aplico fertilizante desde hace varios afios en el predio donde se sembro. Pero los
rendimientos fueron aceptables y comparables a los reportados por Cordero-Garcia (1979)
que obtuvieron rendimientos de 1,711 y 1,737 kg ha™' sin aplicar ninguna cantidad de N
en el suelo.

Hubo correlacién fenotipica significativa (p<0.05) y positiva (r = 0.17) entre las
medias de rendimiento en la ST y los valores de pudricion de raiz de las lineas de la
poblacién PR0O518-10 / PR0401-257. No se encontré correlaciones fenotipicas entre las
medias de rendimiento en la ST y los valores de nodulacion y pudricién de raiz para la
poblacién PR0O518-10 / PR0401-257

El segundo grupo de experimentos fue sembrado en Febrero 2010. De la
poblacién derivada de PRO518-10 / PR0401-257 (0951) fueron seleccionadas las 27
lineas con mejor rendimiento y en la poblacién derivada de PRO518-10 / PR0401-257
(0956) se seleccionaron las 30 lineas con los mejores rendimientos (Cuadro 8-9). Se
afiadieron a estos dos nuevos ensayos lineas testigos que varian en tolerancia a baja

fertilidad del suelo.
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Se encontraron diferencias significativas entre las lineas de las dos poblaciones
para las lecturas de nodulacién. En los (cuadros 27 y 29) se muestran los andlisis de
varianza de estas poblaciones. IBC301-204 y PR1038-4 en el ensayo de la poblacién
PRO518-10/ PR0401-257 y PR1039-3 en el ensayo de la poblacion PR0518-
10///Verano//PR0003-124/Raven produjeron los mayores nimeros de nédulos. (Cuadros
28 y 30). El testigo IBC301-204 fue la linea con mejor nodulacion a pesar que en el
ensayo las plantas de esta linea no presentaron un buen vigor. Al contrario, la linea
PR1038-4 tuvo el segundo mejor valor de nodulacién y un valor de vigor de 1.67
(Cuadro 28).

De manera general se observé poca variabilidad entre las lineas de las lecturas de
nodulacion (Cuadro 28 y 30). No se encontraron diferencias significativas entre las lineas
para las evaluaciones de pudricion de raiz de la poblaciéon PR0518-10/PR0401-257. Sin
embargo, hubo diferencias significativos en lecturas de pudricion de raiz para la
poblaciéon PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven. Las lineas PR1039-14 y PR1039-
17 tuvieron los niveles més bajos de severidad de pudricién de raiz (Cuadro 28 y 30).

Se encontrd para la poblacion PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven
correlaciones significativas entre los promedios de nodulacién y los promedios de
pudricién de raiz (r = 0.23) y vigor de las plantas (r = - 0.15). Los rendimientos de las
lineas de las poblaciones PR0518-10 / PR0401-257 y PR0518-10///Verano//PR0003-
124/Raven sembradas en febrero de 2010 fueron buenos pero menor que los rendimientos
obtenidos en los ensayos sembradas en junio de 2009. Se encontraron dentro de las dos

poblaciones diferencias significativas entre las lineas para rendimiento. Varias lineas
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produjeron rendimientos > 1,000 kg ha sin aplicacién de N. Esto compara con los
resultados de Ferndndez-Toledo (1996) que logré identificar lineas de habichuela en la SI
con rendimientos mayores de 1,000 kg ha™ sin la aplicacién de fertilizacién nitrogenada.
A medida que se siembra en un mismo predio sin la aplicacién de N al suelo los
rendimientos tienden a decaer. Se encontraron lineas de las poblaciones PR0518-10 /
PR0401-257 y PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven que tuvieron rendimientos
comparables con las lineas testigos. Once lineas de la poblaciéon PR0518-10 / PR0401-
257 y diez lineas de la poblaciéon PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven produjeron

rendimientos > 1,000 kg ha™ (Cuadros 28 y 30)

Cuadro 27 Tabla de andlisis de varianza de la poblacién PR0518-10 / PR0401-257
sembrada en Isabela, Puerto Rico en febrero de 2010.

Fuente de | Rendimiento de Lectura de Lectura de vigor
variacion semilla nodulacién Lectura de
Subestacion pudricidn de raiz
Isabela
gl. | Cuadrado | gl. | Cuadrado | gl. | Cuadrad | g.l. | Cuadrado
medio medio 0 medio
medio
Bloque 5 511569 | 5 4.44 5 479 5 1.16
Linea 34 837848 | 34 246 | 34 15.14 | 34 0.89
Error 170 91151 | 170 0.66 | 170 1.44 | 170 0.70

Significativo a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.
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Cuadro 28. Rendimientos, lecturas de nodulacion, vigor y pudricién de lineas F, de la
poblacién PR0O518-10 / PR0401-257 sembrada en Isabela, Puerto Rico en febrero de 2010.

Lectura Lectura

Rendimiento | promedio de Lectura promedio de
de semilla | nodulacién en | promedio de | pudricién de raiz
(kg/ha) en la vigor en la en la
Subestacion | Subestacion | Subestacion | Subestacion de
No. | de Isabelade | de Isabelade | de Isabela de Isabela de la
Linea 0951 la EEA la EEA' la EEA® EEA’
PR1038-26 98 1428 7.7 1.0 4.2
PR1038-2 4 1399 8.5 1.3 4.0
PR1038-1 2 1236 8.0 1.0 4.2
PR1038-25 89 1214 8.5 1.3 3.8
PR1038-22 84 1150 8.7 1.7 33
PR1038-20 82 1131 8.7 1.0 3.8
PR1038-13 45 1108 7.5 1.7 4.3
PR1038-19 81 1085 7.5 1.3 4.5
PR1038-5 11 1077 8.3 2.0 4.8
PR1038-14 70 1057 8.8 2.0 4.3
PR1038-21 83 1041 8.2 1.7 3.8
PR1038-16 73 879 8.5 2.0 3.8
PR1038-17 74 876 8.0 2.0 3.7
PR1038-18 77 866 8.0 1.0 4.3
PR1038-10 33 852 8.0 3.0 4.3
PR1038-6 12 826 8.7 3.0 4.7
PR1038-3 8 813 7.5 2.7 4.3
PR1038-4 10 803 6.8 1.7 4.7
PR1038-12 38 766 7.2 3.0 4.5
PR1038-27 152 689 7.3 2.7 4.7
PR1038-23 86 671 7.8 3.7 4.2
PR1038-15 71 666 7.8 2.7 4.5
PR1038-7 14 599 8.5 3.7 4.3
PR1038-11 34 590 7.8 3.7 4.5
PR1038-8 17 532 7.3 4.0 4.3
PR1038-9 26 453 8.2 4.3 4.0
PR1038-24 87 367 7.8 5.3 4.5
PR0518-10 1972 8.7 1.0 4.5
PR0443-151 1275 8.8 1.0 4.2
MDSX14797-6-1 979 8.0 2.3 4.8
SX14825-7-1 567 7.7 2.0 5
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IBC302-29 500 7.2 5.0 4.8
PR0401-257 356 8.0 5.3 4.5
IBC 301-204 273 5.8 7.0 3.7
Verano 176 7.3 6.0 4.7
Media 865 7.9 2.7 4.3
DMS(0.05) 689 1.9 2.7 NS
CV(%) 34.9 10.2 44.7 194

! Escala de nodulacién del CIAT 1-9 donde 1 = > 80 nédulos planta™, 3 = 41-80 nédulos planta™, 5 = 21-
40 nédulos planta”, 7 = 10-20 nédulos planta™ and 9 = < 10 nédulos planta™

% Evaluacién de vigor usando la escala del CIAT 1-9: 1 =Excelente, 3 =Bueno, 5 =Intermedio, 7 =Pobre y
9 =Muy pobre

3 Evaluacion de pudricién de raiz usando la escala del CIAT 1-9: 1 =Sin sintomas, 3 =Decoloracién ligera,

5 =25% tejido con lesiones, 7 =50% tejido con lesiones y 9 =75% tejido con lesiones.

Cuadro 29. Tabla de andlisis de varianza de la poblacién PR0518-10///Verano//PR0O003-
124/Raven sembrada en Isabela, Puerto Rico en febrero de 2010.

Fuente de | Rendimiento de Lectura de Lectura de vigor Lectura de
variacion semilla nodulacién pudricién de raiz
Subestacion TARS
Isabela
gl. | Cuadrado | gl. | Cuadrado | gl. | Cuadrad | g.l. | Cuadrado
medio medio 0 medio
medio

Bloque 5 542947 | 5 1.82 5 2235 5 0.48
Linea 38 759381 | 38 1.68 | 38 6.03 | 38 0.49
Error 190 113224 | 190 0.85] 190 4.89 | 190 0.36

Significativo a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.

Cuadro 30. Rendimientos, lecturas de nodulacién, vigor y pudricién de lineas F, de la
poblacién PR0O518-10///Verano//PR0003-124/Raven sembrada en Isabela, Puerto Rico en

febrero de 2010.
Lectura
Rendimiento Lectura Lectura promedio de
de semilla promedio de | promedio de | pudricién de
(kg/ha) en | nodulacién en | vigor en la raiz en la
Subestacion | la Subestacién | Subestacién | Subestacion
No. |de Isabela de | de Isabela de la | de Isabela de | de Isabela de
Linea 0956 la EEA EEA' la EEA’ la EEA’
PR1039-24 178-N 1571 8.5 4.3 4.3
PR1039-22 126 1305 8.5 1.3 4.7
PR1039-13 68 1165 8.7 3.0 4.2
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PR1039-27 199-N 1125 8.5 33 4.5
PR1039-25 181-N 1103 8.0 4.7 4.2
PR1039-20 90-N 1036 8.8 3.3 4.7
PR1039-23 160 1023 8.8 2.0 4.2
PR1039-8 47 979 8.7 4.0 4.5
PR1039-28 282 965 8.2 2.3 4.5
PR1039-19 87-N 909 8.5 3.3 4.7
PR1039-12 62 868 8.5 4.7 4.5
PR1039-17 85 863 9.0 3.0 4.0
PR1039-11 61-N 853 8.8 5.7 4.5
PR1039-2 9 807 8.2 3.7 4.2
PR1039-21 95 803 9.0 43 4.7
PR1039-16 84 797 9.0 3.3 4.2
PR1039-30 308-N 789 8.7 3.3 4.5
PR1039-7 46 781 8.5 4.0 43
PR1039-4 27 764 8.7 4.0 4.2
PR1039-29 308-B 764 8.7 2.7 4.5
PR1039-10 50 721 9.0 33 4.5
PR1039-5 34 699 8.5 3.7 4.5
PR1039-14 69 660 7.0 3.7 3.3
PR1039-26 199-B 631 8.5 3.0 4.3
PR1039-18 86 477 8.2 3.0 4.7
PR1039-3 18 461 6.8 6.7 4.3
PR1039-15 82 377 8.8 3.3 4.2
PR1039-9 89 355 8.7 43 4.5
PR1039-1 6 345 7.3 43 4.5
PR1039-6 37 246 8.3 3.7 4.2
PR0443-151 1599 8.7 3.7 4.5
PR0O518-10 1586 8.7 3.7 4.5
MDSX14797-6-1 970 7.8 3.7 4.3
SX14825-7-1 561 7.7 3.3 4.8
IBC302-29 559 7.8 5.0 5.0
PR0401-257 455 8.0 33 4.5
Verano 360 7.8 2.3 4.7
Amadeus 77 334 8.3 2.7 4.8
IBC301-204 220 7.8 5.3 4.7

Media 792 8.4 3.7 4.4




DMS(0.05) 771 2.1 5.1 1.4

CV(%) 42.29 11.0 60.6 13.5

! Escala de nodulacién del CIAT 1-9 donde 1 = > 80 nédulos planta’l, 3 = 41-80 ndédulos planta’l, 5=21-
40 nédulos planta”, 7 = 10-20 nédulos planta™” and 9 = < 10 nédulos planta™

% Evaluacién de vigor usando la escala del CIAT 1-9: 1 =Excelente, 3 =Bueno, 5 =Intermedio, 7 =Pobre y
9 =Muy pobre

? Evaluacién de pudricién de raiz usando la escala del CIAT 1-9: 1 =Sin sintomas, 3 =Decoloracién ligera,
5 =25% tejido con lesiones, 7 =50% tejido con lesiones y 9 =75% tejido con lesiones.

Se encontrd correlaciones fenotipicas significativas entre rendimiento y las
lecturas de vigor (r = - 0.68), nodulacién (r = - 0.18) y pudricién de raiz (r = 0.32) para la
poblacién PR0O518-10 / PR0401-257. Se encontro para la poblacion PR0O518-
10///Verano//PR0003-124/Raven unas correlaciones fenotipicas significativas entre el
rendimiento de las lineas y las lecturas de nodulacién (r = 0.23) y vigor (r= - 0.19).

Las lineas de de las poblaciones PR0O518-10 / PR0401-257 y PR0O518-
10///Verano//PR0003-124/Raven con los mejores rendimientos fueron evaluadas para
resistencia a BCMV y/o BCMNV y BGYMYV. Varias plantas de lineas de las poblaciones
PRO518-10/ PR0401-257 y PRO518-10///Verano//PR0O003-124/Raven evaluadas en el
invernadero tuvieron una reaccion hipersensitiva a la inoculacién con NL3 por lo que
estas lineas poseen el gen / (Cuadro 35-36). Figura (1) muestra la reaccion hipersensitiva

de las lineas que indica la presencia del gen /.
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Figura 1. Reaccion hipersensitiva de algunas de las lineas a la inoculacién con NL3.

Evaluaciones de las lineas de las poblaciones PR0518-10 / PR0O401-257 y
PRO0O518-10///Verano//PR0003-124/Raven mas prometedoras con el marcador SR-2 para
resistencia al BGYMYV identificé solo una linea de la poblacion PR0O518-10 / PR0401-
257, PR1038-25, posee el gen de resistencia bgm-1 al BGYMV. Se encontraron seis
lineas de la poblacion PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven con el gen de resistencia
al BGYMYV (Cuadro 35-36). Las figuras (2-3) muestran la localizacién de las bandas en
el gel de las lineas resistentes y susceptibles. Se utilizé a la variedad ‘Verano’ como

testigo positivo de la presencia del gen bgm-1 para la seleccion de las lineas.
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Figura 2. Evaluacion de las lineas de habichuela de la poblacion 1038(0951) y 1039(0956)
en gel para el marcador SR-2',

w
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y _--.-...---Q-.-......b. St LT L L L g Y .
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"'El tamafio de las bandas de la escalera cerca de las bandas de SR2 es 500. Las bandas del SCAR para bgm-1 se

encuentran a 530 pares de bases (pb) y expresa resistencia, mientras que para Bgm-1 se encuentran a 570 pares de
bases (pb) y expresa susceptibilidad.

Figura 3. Continuacion de las lineas de habichuela de la poblaciéon 1039(0956) para
evaluacion en el gel del marcador SR-2.
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Las evaluaciones en el invernadero y con los marcadores moleculares
identificaron cuatro lineas que combinan el gen I de resistencia a BCMV y gen bgm-1 de
resistencia a BGYMYV (Cuadros 35-36). Las lineas PR1038-25, PR1039-87, PR1039-126
y PR1039-181 combinan buenos rendimientos, tolerancia a baja fertilidad y resistencia a
estas dos enfermedades. Seleccion con el marcador SR-2 fue efectiva para el seleccionar
lineas con el gen bgm-1.

Once lineas de la poblaciéon PR0518-10 / PR0401-257, y diez lineas de la
poblacién PRO518-10///Verano//PR0003-124/Raven fueron sembradas en ensayos de
campo en junio de 2010 (Cuadros 8-11). Se escogieron de la poblacién PR0518-10 /
PR0401-257 lineas que tuvieron rendimientos mayores a 1,000 kg ha™ en los ensayos
sembrados en febrero de 2010. Se sembr¢ tres lineas de la poblacion PR0518-
10///Verano//PR0O003-124/Raven con rendimientos menores a los 1,000 kg ha™ para no
ejercer tanta presion de seleccion en esta poblacién (Cuadro 11).

Las condiciones climéaticas durante el verano de 2010 no fueron favorables para el
desarrollo del cultivo. Durante los meses de junio, julio y agosto de 2010 hubo un total de
57 cm de precipitacion. No se encontraron diferencias significativas entre las lecturas de
nodulacién de las lineas de la poblacion PR0518-10 / PR0401-257, pero hubo diferencias
en nodulacion entre las lineas de la poblaciéon PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven.
Solo el testigo ‘Amadeus 77 tuvo un valor de nodulacién intermedio (6.5). No hubo
diferencias significativas entre las lineas de la poblacién PR0518-10///Verano//PR0O003-
124/Raven para las lecturas de pudricion de raiz (Cuadros 31-34). La mayoria de las

lineas tuvieron lecturas > 4. Todas las lineas de la poblacion PR0518-10 / PR0401-257
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tuvieron lecturas de vigor < 3.8 (Cuadro 32). Las lineas con las peores lecturas de vigor
fueron los testigos Amadeus 77 e IBC 301-204. No hubo correlaciones fenotipicas
significativas entre las variables nodulacién, pudricién de raiz y vigor para las lineas de la
poblacién PR0O518-10 / PR0401-257, pero si se encontré una correlacion fenotipica
significativa y positiva (0.36) entre las lecturas de nodulacién y de pudricion de raiz de
las lineas de la poblaciéon PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven.

Tres lineas de la poblacién PR0518-10 / PR0401-257 tuvieron rendimientos > 700 kg ha™
(Cuadro 32). Solo una linea de la poblacién PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven
tuvo un rendimiento > 700 kg ha™. (Cuadro 34).

Se encontraron correlaciones fenotipicas significativas y negativas entre el
rendimiento de las lineas de la poblacién PR0518-10 / PR0401-257 y las lecturas de vigor
(r=-0.71) y pudricién de raiz (r = -0.26). También se encontrd una correlacién
fenotipica significativa y negativa (r = -0.57) entre el rendimiento y el vigor de las lineas
de la poblaciéon PRO0518-10///Verano//PR0003-124/Raven.

Cuadro 31 Tabla de analisis de varianza de la poblacién PR0518-10 / PR0401-257
sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de 2009.

Fuente de Lectura de Lectura de vigor Lectura de
variacion Rendimiento de nodulacion pudricion de raiz
semilla
gl. | Cuadrado | gl. | Cuadrado | gl. | Cuadrad | g.l. | Cuadrado
medio medio 0 medio
medio

Bloque 5 161996 | 5 0.18 5 185 5 2.08
Linea 18 389697 | 18 0.31] 18 394 | 18 0.48
Error 90 61117 | 90 0.39] 90 0.34| 90 0.74

Significativo a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.
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Cuadro 32. Rendimientos, lecturas de nodulacion, vigor y pudricién de raiz de lineas Fy
de la poblacion PR0518-10 / PR0401-257 sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de

2010.
Lectura
Rendimiento Lectura Lectura promedio de
de semilla promedio de promedio de pudricién de
(kg/ha) en nodulacién en vigor en la raiz en la
Subestacion de | la Subestacion | Subestacion de | Subestacion de
No. Isabela de la |de Isabelade la| Isabela de la Isabela de la
Lineas 0951 EEA EEA' EEA’ EEA’
PR1044-3 11 888 8.8 3.0 4.3
PR1044-2 4 733 8.7 33 4.5
PR1044-1 2 705 8.5 3.2 4.2
PR1044-11 98 697 8.8 3.3 4.7
PR1044-7 82 653 8.8 3.2 4.5
PR1044-10 89 596 8.7 3.3 4.3
PR1044-5 70 588 8.2 3.2 4.3
PR1044-6 81 538 8.7 3.7 3.7
PR1044-9 84 492 8.3 33 4.0
PR1044-8 83 448 8.7 3.5 4.7
PR1044-4 45 435 8.7 3.8 4.5
PRO518-10 588 8.5 3.0 4.2
PR0443-151 481 8.5 3.3 4.5
MDSX-14797-6-1 388 9.0 3.8 4.2
SX-14825-7-1 175 8.8 4.5 4.8
IBC-302-29 164 8.8 4.8 4.3
PR0401-257 142 9.0 4.7 4.0
IBC-301-204 0 8.3 5.7 4.7
VERANO 0 8.7 5.3 4.3
Media 458 8.7 3.8 4.4
DMS(0.05) 519 NS 1.2 NS
CV (%) 53.9 7.2 15.4 19.8

! Escala de nodulacién del CIAT 1-9 donde 1 = > 80 nédulos planta, 3 = 41-80 nédulos planta”, 5 = 21-
40 nédulos planta”, 7 = 10-20 nédulos planta™ and 9 = < 10 nédulos planta™
2 Evaluacién de vigor usando la escala del CIAT 1-9: 1 =Excelente, 3 =Bueno, 5 =Intermedio, 7 =Pobre y

9 =Muy pobre

3 Evaluacién de pudricién de raiz usando la escala del CIAT 1-9: 1 =Sin sintomas, 3 =Decoloracién ligera,
5 =25% tejido con lesiones, 7 =50% tejido con lesiones y 9 =75% tejido con lesiones.
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Cuadro 33 Tabla de andlisis de varianza de la poblaciéon PR0518-10///Verano//PR0003-
124/Raven sembrada en Isabela, Puerto Rico en junio de 2010.

Fuente de Lectura de Lectura de vigor Lectura de
variacion Rendimiento de nodulacién pudricién de raiz
semilla
gl. | Cuadrado | gl. | Cuadrado | gl. | Cuadrad | g.l. | Cuadrado
medio medio 0 medio
medio

Bloque 5 271335 | 5 1.03 5 204 5 1.57
Linea 18 315536 | 18 1.86 | 18 4.08 | 18 1.04
Error 90 46947 | 90 1.16 | 90 0.51| 90 0.83

Significativo a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.

Cuadro 34. Rendimientos, lecturas de nodulacién, vigor y pudricién de raiz de lineas Fy
de la poblacién PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven sembrada en Isabela, Puerto

Rico en junio de 2010.
Lectura
Rendimiento Lectura Lectura promedio de

de semilla promedio de promedio de | pudricion de raiz

(kg/ha) en nodulacién en vigor en la en la

Subestacion | la Subestaciéon | Subestacion de | Subestacion de

No. | deIsabela de | de Isabeladela | Isabeladela Isabela de la
Lineas 0956 la EEA EEA' EEA’ EEA’

PR1045-9 199N 626 8.7 3.5 4.7
PR1045-3 87N 615 8.2 3.0 4.5
PR1045-4 90N 569 8.7 2.7 4.5
PR1045-8 181N 569 8.2 3.5 43
PR1045-7 178N 544 7.8 3.2 4.0
PR1045-2 68 533 8.5 33 4.2
PR1045-6 160 476 8.5 3.2 4.0
PR1045-5 126 467 8.3 32 4.2
PR1045-1 47 331 8.7 3.7 3.2
PR1045-10 282 246 8.8 2.7 3.5
PR0443-151 905 8.7 2.3 4.0
PRO518-10 683 8.8 3.8 4.5
MDSX-14797-6-1 577 8.2 3.5 4.0
PR0401-257 481 8.8 4.0 4.5
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IBC-302-29 323 8.7 4.5 4.2
SX-14825-7-1 279 8.0 3.2 4.7
AMADEUS 77 101 6.5 5.5 3.7
IBC-301-204 38 8.5 4.8 4.7
VERANO 33 9.0 4.8 4.5
Media 442 8.4 3.6 4.2
DMS(0.05) 454 2.3 1.5 NS
CV(%) 49.0 12.9 19.8 21.8

! Escala de nodulacién del CIAT 1-9 donde 1 = > 80 nédulos planta’l, 3 = 41-80 ndédulos planta’l, 5=21
40 nédulos planta, 7 = 10-20 nédulos planta™ and 9 = < 10 nédulos planta™

2 Evaluacién de vigor usando la escala del CIAT 1-9: 1 =Excelente, 3 =Bueno, 5 =Intermedio, 7 =Pobre y
9 =Muy pobre

3 Evaluacién de pudricién de raiz usando la escala del CIAT 1-9: 1 =Sin sintomas, 3 =Decoloracién ligera,
5 =25% tejido con lesiones, 7 =50% tejido con lesiones y 9 =75% tejido con lesiones.

Conclusiones

La estrategia utilizada para desarrollar lineas de habichuela que combina
resistencia al BCMV y BGYMV y mayor tolerancia a los suelos bajos en N fue un éxito.
Iniciamos el proceso de evaluacion con 12 poblaciones para tener una base genética
amplia. Un total de 590 lineas F; fueron evaluadas en los ensayos sembradas en junio de
2009. Diez de las poblaciones no mostraron adaptacion a las condiciones himedas y
calidas del verano. Por lo tanto, nos enfocamos en la evaluacion de las lineas de las dos
poblaciones que tuvieron el mejor comportamiento en los ensayos sembrados en junio de
2009. Unas pocas lineas fueron identificadas que produjeron buenos rendimientos en los
ensayos en campos con bajos niveles de N en el suelo. Debido a la baja heredabilidad de
tolerancia al estrés abidtico nos enfocamos primero en la seleccion de lineas adaptado a
los suelos con bajos niveles de N en el suelo. Entre las lineas que mostraron mejor
adaptacion a este factor edafico, logramos identificar lineas que tienen los genes de

resistencia al BCMV y BGYMV.
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Linea PR1038-26 de la poblaciéon PR0518-10 / PR0401-257 produjo entre los més
altos rendimientos en los cuatro ensayos de campo (Cuadro 35). Sus rendimientos son
comparables con el testigo PR0O518-10. Esta linea tiene un grano negro que seria
comercialmente aceptable en Haiti y ciertos paises en Centroamérica. PR1038-26 todavia
esta segregando para resistencia al BCMV y BGYMV. Por lo tanto, pretendemos realizar
selecciones de plantas individuales (Fs.¢) dentro de la linea y confirmar la reaccion de las
lineas hermanas al los virus utilizando inoculaciones en el invernadero para BCMV vy el
marcador SCAR SR-2 para BGYMV. La semilla de las lineas con resistencia seran
multiplicadas y su comportamiento serd validado en ensayos replicados en Puerto Rico,
Haiti y Honduras.

La linea PR1038-25 de la poblacién PR0518-10 / PR0401-257 produjo buen
rendimiento en 3 de los 4 ensayos (Cuadro 36). El rendimiento de esta linea fue bajo en el
ensayo sembrado en la Subestacion de TARS en junio de 2009 aunque la linea no mostré
sintomas de pudricion de raiz en este ensayo. Esta linea también es de grano negro y esta
segregando para resistencia a los virus BCMV y BGYMYV. Pretendemos utilizar la misma
estrategia para purificar y validar el comportamiento de las lineas hermanas
seleccionadas de PR1038-25.

Debido a su pedigri, encontramos un mayor nimero de las lineas de la poblacién
PR0518-10///Verano//PR0003-124/Raven con resistencia al BCMV y BGYMV. Dos
lineas de grano negro, PR1039-22 y PR1039-25, y una linea de grano blanco, PR1039-13,

produjeron rendimientos comparables con el testigo PR0518-10 (Cuadro 36).
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Pretendemos utilizar la misma estrategia para purificar y validar el comportamiento de las
lineas hermanas seleccionadas de PR1039-22, PR1039-26 y PR1039-13.

Las lineas con mejor adaptacion a los suelos con bajos niveles de N tienden a
mostrar mas vigor durante la etapa de crecimiento vegetativo. Las lineas de las
poblaciones PR0518-10/ PR0401-257 y PR0O518-10///Verano//PR0003-124/Raven
mostraron niveles moderados de resistencia a las pudriciones de las raices. Las lecturas
promedios de pudricién de la raiz de las lineas sobresalientes en los ensayos sembradas
en febrero y junio de 2010 fueron < 5. Las lineas de las poblaciones PR0518-10/
PR0401-257 y PR0O518-10///Verano//PR0003-124/Raven mostraron mds resistencia a
bacteriosis comun y mayor tolerancia al calor que las otras 10 poblaciones. Los pedigries
de las dos poblaciones tienen los progenitores PR0401-257 y Verano que poseen altos
niveles de resistencia a bacteriosis comun y tolerancia al calor.

Las evaluaciones con el marcador SCAR SR-2 para bgm-1 fueron sencillas, éste
marcador es bastante especifico por lo que es una buena herramienta para seleccionar
indirectamente lineas que pudieran tener resistencia a BGYMYV. Para seleccion de
resistencia a BCMYV las evaluaciones que mejor resultado mostraron fueron las
inoculaciones mecanicas con NL3 del BCMNYV ya que evaluaciones que se realizaron
con el marcador SW-13 para gen I no fueron efectivas. Este es un marcador muy
sensible por lo que su manejo puede ser complicado.

No encontramos lineas con buena nodulacién aunque las lineas sobresalientes
produjeron rendimientos > 1,000 kg/ha en campos que no recibieron aplicaciones de

fertilizacion nitrogenada ni inoculacién de Rhizobium. La aplicacién del fungicida
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Captan pudo tener un efecto en las poblaciones de Rhizobium en el suelo y por
consecuente afectar la nodulacién de las plantas con el rhizobium del suelo ya que segin
informado por Acufa y Ramirez, 1986 estudios realizados demostraron que la aplicacion
de este plaguicida a la semilla de leguminosas puede reducir las poblaciones de bacterias
fijadoras de nitrégeno en el suelo. A pesar de falta de una buena nodulacién de las
plantas estas pudieron producir rendimientos aceptables. Un rendimiento de 1,000 kg/ha

seria una mejora para muchos productores de frijol en Haiti y América Central.
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Cuadro 35. Resumen del comportamiento de las lineas seleccionadas de la poblacion derivada del cruzamiento
PRO518-10 / PR0401-257.

Rendimiento de semilla (kg/ha)

Tipo de F; UPR F3 TARS F4 Fs Reaccion al Evaluacion

Linea semilla Junio 2009 junio 2009 febrero 2010 | junio 2010 NL3 con SR-2
PR1038-22 Negro 2645 700 (46) 1150 (5) 492 (9) Susceptible Susceptible
PR1038-13 Negro 2456 750 (40) 1108 (7) 435 (11) 4/4 TN Susceptible
PR1038-14 Negro 2217 1167 (22) 1057 (10) 588 (7) 1/3 TN Susceptible
PR1038-19 Negro 2195 1350 (13) 1085 (8) 538 (8) 3/5TN Susceptible
PR1038-25 Negro 2150 742 (42) 1214 (4) 596 (6) 3/6 TN bgm
PR1038-20 negro 2117 1367 (12) 1131 (6) 653 (5) 4/4 TN Susceptible
PR1038-2 negro 2112 67 (79) 1399 (2) 733 (2) 1/5 TN Susceptible
PR1038-26 negro 2034 1634 (1) 1428 (1) 697 (4) 2/3 TN Seg. bgm
PR1038-5 negro 2028 92 (78) 1077 (9) 888 (1) Susceptible Susceptible
PR1038-1 negro 1962 33 (82) 1236 (3) 705 (3) Susceptible Susceptible
PR0518-10 Negro 1900 919 1972 588
PR0O401-257 Rosada 1471 800 356 142
Media 1703 725 792 458
DMS (0.05) 963 1208 771 519
CV (%) 35 41.9 42.3 53.9
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Cuadro 36. Resumen del comportamiento de las lineas seleccionadas de la poblacién derivada del cruzamiento PR0O518-

10///Verano//PR0003-124/Raven.

Rendimiento de semilla (kg/ha)

Tipo de F; UPR F3 TARS F4 Fs Reaccion al Evaluacion
Linea semilla Junio 2009 junio 2009 febrero 2010 | junio 2010 NL3 con SR-2

PR1039-8 Blanco 1528 834 979 331 Susceptible Susceptible
PR1039-13 Blanco 2106 1092 1165 533 2/2 TN bgm
PR1039-19 Negro 1906 617 909 615 2/5TN3/5M bgm
PR1039-20 Negro 1906 951 1036 569 5/5 TN Susceptible
PR1039-22 Negro 1728 717 1305 467 3/3 TN bgm
PR1039-23 Blanco 1612 842 1023 476 Susceptible bgm
PR1039-24 Negro 1861 967 1571 544 Susceptible bgm
PR1039-25 Negro 1739 951 1103 569 3/4TN 1/4 M bgm
PR1039-27 Negro 1778 867 1125 626 Susceptible Susceptible
PR1039-28 Blanco 1723 384 965 246 No germiné | Susceptible
PRO518-10 Negro 1662 915 1586 683
Verano Blanca 1137 506 360 33
Media 1254 685 792 442
DMS (0.05) 727 NS 771 452
CV (%) 354 41.9 42.3 49.0
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Recomendaciones
Se recomienda realizar evaluaciones mds exhaustivas de las lineas seleccionadas
en otros ambientes y localidades para garantizar que estas poseen las
caracteristicas de interés.
Evaluaciones en campos bajo poca o ninguna presion de patégenos del suelos se
pueden realizar para ver el verdadero potencial de estas lineas.
Las lineas seleccionadas pudieran tener tolerancia a altas temperaturas por lo que
se podrian realizar ensayos posteriores para confirmar esta tolerancia.
Las lineas seleccionadas mostraron tener potencial de resistencia a bacteriosis y
pudricién de raiz por lo que se recomienda desarrollar un programa de selecciéon
para estas lineas y confirmar la resistencia con diferentes pruebas.
Para evaluacién de la nodulacién deben implementarse diferentes escalas y
evaluaciones que midan no solamente el aspecto de cantidad de nédulos sino
también la calidad de la nodulacion.
Alguno fungicidas para la proteccion de la semilla pueden tener efectos negativos
en la poblaciones de bacterias fijadoras de nitrégeno por lo que se recomienda

utilizar fungicidas que no afecten el desarrollo de estas poblaciones naturales.

65



Referencias

Abawi, G.S. Root rots. Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). Cali, CO.
1989. p. 105-157.

Acuiia, O. 1996. Manejo y tecnologia de la fijacién biolégica de nitrégeno en
Leguminosas de importancia agricola. X Congreso Nacional Agronémico/
IT Congreso de Suelos. p. 89-94.

Acuia, O., Cordero, A. 1989. Efecto de las diferentes dosis de molibdeno, fosforo y
Calcio sobre la nodulacion y crecimiento del frijol en un ultisol de Puriscal.
Agronomia Costarricense 13(2): 193-196.

Acuia, O. Ramirez, C. 1986. Efecto de fungicidas sobre la multiplicacién y
Sobrevivencia de Rhizobium japonicum en soya (Glycine max). Ceiba 27(1)
129-137.

Alameda, M., Beaver, J. y Osorno. J. M. 2004. Uso de marcador molecular SR-2 para
seleccionar lineas de habichuela (Phaseolus vulgaris L.) para la resistencia al virus
del mosaico dorado amarillo. Memorias Reunion Cientifica Anual SOPCA.
Arroyo, PR.

Alvarado, P.G. 2009. Optimizacion del protocolo para el marcador molecular SR-2 del
gen bgm-1 de resistencia al virus del mosaico dorado amarillo del frijol. B.S. Tesis
Zamorano, Honduras.

Araya, M. 2003. Coevolucién de interacciones hospedante-patégeno en frijol comun.
Fitopatol. Bras. 28:221-228.

Araya, R., Acosta, J.A. 2000. Adaptacién del frijol a suelos de baja fertilidad bajo presion
de enfermedades foliares en Costa Rica. Agronomia Mesoamericana 11:31-36.

Beaver, J. & Osorno, J.M. 2009. Achievements and limitations of contemporary common
bean breeding using conventional and molecular approaches. Field Crops
Research 168:145-175.

Beaver, J. 2009. Guia préctica para la produccién de habichuela.
Beaver J., Zapata, M. Alameda, M., Porch, T., Rosas, J.C., Godoy-Lutz, G., &
Prophete, E. 2006. Mejoramiento Genético del frijol en el Caribe. Cartel presentado

en el II Congreso Internacional del Frijol Zacatecas. 5-9 agosto 2009.
http://biblioteca.idict.villaclara.cu/UserFiles/File/C1%20Frijol/11.PDF

66



Bliss, F.A. 1993a. Breeding common bean for improved biological nitrogen fixation.
Plant and Soil. 152:71-79.

CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical). 1987. Standard system for the
evaluation of bean germplasm. Van Schoonhoven, A. and Pastro-Corrales, M.A.
(compilers). Cali, Colombia. 54 p.

Cordero-Garcia, M. 1979. Efecto de la inoculacién con Rhizobium phaseoli y la
fertilizacion nitrogenada en el comportamiento de la habichuela seca,
Phaseolus vulgaris. M..S. Thesis. Univ. of Puerto Rico, Mayagiiez, Puerto
Rico. 58p.

Dardon, D.E. 1993. La mosca blanca en Guatemala p. 38-41. In: L. Hilje and
O.Arboleda. Las moscas blancas (Homoptera: Aleyrodidae) en América Central y el
Caribe. CATIE. Turrialba, Costa Rica.

Departamento de Agricultura. 2010. Distribucién de ingreso bruto agricola de productos.
http://www.gobierno.pr/NR/rdonlyres/4A81 AD1D-4A66-46C9-95SAD
6A3C56F2EF48/0/DistribucionIngresoBrutoAgricolaProductos.pdf

Diez-Navajas A.M., Ruiz de Galarreta J.I., Legorburu F.J. 2003. Técnicas de deteccién
de los virus del mosaico comtn (BCMV) y necrético (BCMNV) de la judia.
IIT Seminario de judia de la Peninsula Ibérica. Lorenzana (Lugo). Actas de la
asociacion espafiola de leguminosas 2:125-130.

Dorcinvil, R., Sotomayor, D. & Beaver J.S. 2010. Agronomic performance of common
bean (Phaseolus vulgaris L.) lines in an Oxisol. Field Crop Research118:264-272.

Drijfhout, E., M.J. Silbernagel & D.W. Burke. 1978. Differentiation of strains of bean
common mosaic virus . Neth. J. P1. Path. 84 (1978) 13-26

Echemendia, A.L., Ramos, P.L., Villareal, N., Martinez, A.K., Gonzélez, G. y Morales ,
F.J. 2010. Caracterizacién del virus del mosaico amarillo dorado del frijol en Cuba.
Fitosanidad v.14 n.1 Ciudad de la Habana

Echemendia, A.L.; Ramos, P.L.; Peral, R.; Porras, A.C. & Gonzalez, G.A. 2007-
Seleccién de genotipos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) resistentes al virus

del mosaico dorado amarillo del frijol (BGYMYV) por hibridacién de dcidos
nucleicos. Fitosanidad 11(4):1-72.

Fernandez-Toledo, F.E. 1996. Evaluacion de treinta genotipos de habichuela
comun (Phaseolus vulgaris L.) con tolerancia a calor para potencial de

67



fijacion de nitrégeno. M.S. Thesis. Univ. of Puerto Rico, Mayagiiez Campus,
Puerto Rico. 84p.

Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura. 2008. Guia de identificacion
y manejo integrado de las enfermedades del frijol en América Central / IICA/
Proyecto Red SICTA, COSUDE. Managua: IICA, 2008. 32 p. 24 x 9.5 cm

Kelly, J., Afanado, L., Haley, S., & Miklas, P. 1994. Uso de marcadores moleculares en
el mejoramiento del frijol. Agronomia Mesoamericana 5: 1-7.

Kelly JD, Hosfield GL, Varner GV, Uebersax MA, Haley SD, Taylor J. 1994
Registration of ‘Raven’ black bean. Crop Sci 34:1406-1407.

Michigan State University. 2010. 0.1M Phosphate Buffer (PB). Lab Recipes and
Protocols. Anatomy recipes.
https://www.msu.edu/~eisthen/lab/methods/anatomy/recipes/PB.html

Miklas, P.N., Kelly, J.D., Beebe, S.D., and Blair, M.W. 2006. Common bean
breeding for resistance against biotic and abiotic stresses: From classical
to MAS breeding. Euphytica 147:105-131.

Miklas P.N., Lambert, S., Mink, G., Silbernagel, M. 1998. Many beans with bc-3
resistance to BCMNYV are susceptible to BCMV. Annu. Rep. Bean Improv. Coop.
41:33-34.

Montiel- Gonzalez, L.; Gonzélez-Flores, F.; Sanchez-Garcia, B. M.; Guzman-Rivera, S.;
Gamez-Vazquez, F. P.; Acosta-Gallegos, J. A.; Rodriguez-Guerra, R.; Simpson, W.
J.; Cabral-Enciso, M. y Mendoza-Elos, M. 2005. Especies de Fusarium
presentes en raices de frijol (Phaseolus vulgaris L.) con dafios de pudriciones, en
cinco estados del centro de México. Rev. Mex. Fitopatol. 23:1-10.

Morales, F. J. 2000. EI mosaico dorado y otras enfermedades del frijol comun causadas
por geminivirus transmitidos por mosca blanca en la América Latina. CIAT, Cali,
Colombia, 169 p.

Morales, F.J. 1994. Comparative responses of selected (Phaseolus vulgaris)
germplasm inoculated artifically and naturally with bean golden mosaic virus.
p.146-147. In. Bean golden mosaic 1994 Research Advances. Centro Internacional de
Agricultura Tropical. Cali, Colombia.

Morales, F.J. 1987. Bean golden mosaic virus: Germplasm evaluation

methodology. CIAT Bean Program Newsletter. Vol. 9 No. 1. Centro Internacional
de Agricultura Tropical. Cali, Colombia.

68



Muller, S., Pereira, P.A., & Martin, P. 1993. Effect of differents levels of mineral
nitrogen on nodulation and N2 fixation of two cultivars of common beans
(Phaseolus vulgaris L.). Plant and Soil. 152:139-143.

Peiia, Z. & Trujillo, G. 2007. Identificacion de virus que se transmiten a través de
semillas de caraota (Phaseolus vulgaris L.) y frijol (Vigna unguiculata (L.) Walpers)
en areas productoras de Venezuela. Revista de la Facultad de Agronomia-Luz
24:1-21.

Polston, J.E.; Anderson, P.K. 1999. Surgimiento y distribucién de geminivirus
transmitidos por moscas blancas en tomate en el Hemisferio Occidental. Manejo de
Plagas. Pag. 53: 24-42.

Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente, (PNUMA), 2003.
GEO America Latina y el Caribe: Perspectivas del medio ambiente 2003.
PNUMA Oficina Regional para America Latina y el Caribe, México, D.F., México.
281 pp. ISBN: 9280722956, 9789280722956.

Qiagen. 2006. DNeasy Plant Handbook. DNeasy Plant 96 Plant Kit Protocol.
Julio 2006, 54 pp.

Rahman, M.A.; Hoque, A.K.M.S., Rahman, M.N., Talukdar, M.B. & Islam, M.S. 2007.
Effect of nitrogen and phosphorus on the growth and yield french bean (Phaseolus
Vulgaris L.). J. Soil. Nature. 1(2): 30-34

Rosas, JC; Gallardo, O; Jiménez, J. 2003. Mejoramiento del Frijol Comiin Mediante
Enfoques Participativos en Honduras. Agronomia Mesoamericana 14(1): 1-9

Sénchez, B.M., Gonzdlez, F., Pons, J.L., Acosta, J.A., Cabral, M., Fraire, S. Simpson, J. y
Rodriguez, R. Fusarium Lateritium: Nuevo patégeno de la raiz del frijol en México.
Agricultura Técnica en México. Vol. 32 Num. 3. 2006 p. 251-257.

Singh, S.P. Teran, H., Muiioz, C.G., Osorno, J.M., Takegami, J.C., Thung, M.D.T. 2003.
Low soil fertility tolerance in landraces and improved common bean genotypes.

Crop Sci. 43:110-119.

Singh , S. P ., Gepts, P., and Debouck, D. G. 1991. Races of common bean (Phaseolus
vulgaris, Fabaceae). Econ. Bot. 45: 379- 196.

Sotomayor, D. 2010. Niveles criticos de nutrientes en el suelo. Notas de clase del Curso
de fertilidad de suelos. Univ. de Puerto Rico, Recinto de Mayaguez. 1p.

69



Sundstrom, F., Morse, R., Neal, J. 1982. Nodulation and nitrogen fixation of Phaseolus
vulgaris L. grown minesoil as affected by soil compactation and plant analysis.
13(3): 231-242.

Trinidad, A., Aguilar, D. 1999. Fertilizacién foliar un respaldo importante en el
rendimiento de los cultivos. Terra volumen 17, nimero 3.

Urrea, C.A., P.N., Miklas, Beaver, J.S. & Riley, R.H. 1996. A codominant randomly
amplified polymorphic DNA (RAPD) marker useful for indirect selection of bean
golden mosaic virus resistance in common bean. J. Am. Soc. Hortic.

Sci. 12:1035-1039.

Urquiaga, S., Jantalia, C.P., Luzio, W., Alves, B. J. R, Boddey, R. M. 2005. El horizonte
del suelo. Revista de la Ciencia y el Suelo Nutricién Vegetal. 5(2):46-60

Vargas, A.G. 2008. Seleccion de genotipos de frijol comun tolerantes a bajo contenido de
Nitrégeno en el suelo. B.S. Tesis. Zamorano, Honduras.

Velez, J., M.J. Bassett, J.S. Beaver and A. Molina. 1998. Inheritance of resistance to bean
golden mosaic virus in common bean. J. Am. Soc. Hortic. Sci. 123:628—-631.

Vencatasamy, D., Peerally, M. 1981. Effects of certain environmental factor son
nodulation and nitrogen fixation in Phaseolus vulgaris L. Revue Agricole et Scriere
de I Ile Maurice 60(2): 61-70.

Voysest O., 2000. Mejoramiento genético del frijol (Phaseolus vulgaris L). Legado de
variedades de América Latina 1930 - 1999. CIAT. Cali. Colombia. 195 p.

Yoshii, K., Galvez, G. E., y Lyon, H.1979. Evaluacién de germoplasma de (Phaseolus

vulgaris L.) por tolerancia al mosaico dorado del frijol. XXV Reunién Anual de
PCCMCA, Tegucigalpa, Honduras. L 25: 1- 8.

70



Apéndice

Apéndice 1. Efecto que causa la pudricion de raiz en raices de habichuela.
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Apéndice 3. Raiz de lineas de habichuela sin presencia de nédulos.
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