Estudio de la reaccion al Virus del Mosaico Necrotico Comuin del
Frijol (BCNMYV) y la habilidad de fijacion biologica del nitrogeno
(FBN) en frijol tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray) e introgresion
de la FBN al frijol coman (Phaseolus vulgaris L.).

por
Ana Gabriela Vargas Palacios
Tesis sometida en cumplimiento parcial de los requisitos para el grado de
MAESTRO EN CIENCIAS
en
AGRONOMIA

UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO
RECINTO UNIVERSITARIO DE MAYAGUEZ

2016

Aprobada por:
Consuelo Estévez de Jensen, Ph. D. Fecha
Miembro, Comité Graduado
Timothy Porch, Ph. D. Fecha
Co-Presidente, Comité Graduado
James Beaver, Ph. D. Fecha
Co-Presidente, Comité Graduado
Elvin Roman Paoli, Ph. D. Fecha
Director del Departamento
Aixa Rivera, M. Sc. Fecha

Representante de Estudios Graduados



ABSTRACT

The tepary bean is a crop that has great potential for expansion in hot and dry regions of Latin
America, the Caribbean and Africa, regions that are most vulnerable to the effects of climate
change. The tepary bean also has the potential to improve the heat and drought tolerance of
common beans (Phaseolus vulgaris L.). A tepary diversity panel (TDP) of 315 tepary accessions
from CIAT, USDA and USDA-ARS-TARS and 2 interspecific populations (INB and SK), derived
from a Mesoamerican and Andean respectively, common bean recurrent parents, were evaluated
for their ability to nodulate with Rhizobium and Bradyrhizobium strains. Strains were evaluated
from collections from USDA, CIAT and Zamorano, and from cultures isolated from 3 locations in
Puerto Rico. Experiments were conducted under greenhouse conditions, with seed planted in
benches filled with sand for the assessment of biological nitrogen fixation. A Randomized
Complete Block Design was used with a total of 3 blocks and 4 plants per block in each
experiment. Results were analyzed by ANOV A and means were compared using the LSD (P<0.05)
test. Tepary accessions G40142 and G40161 were superior in their ability to nodulate when
inoculated with strain USDA 3254. Interspecific lines with transgressive segregation, according to
the established nodulation parameters evaluated, were found. Interspecific lines INB 817 and A-
5-6 had superior nodulation values. Phylogenetic analyzes were conducted based on nodC, atpD
and recA genes, using the Neighbour-Joining method. Additional evaluations were conducted by
inoculating the tepary diversity panel with the NL3 strain of bean common mosaic necrosis virus
(BCMNYV) and visually scoring the symptoms. An ELISA test was also used to detect the virus in
inoculated plants. The BCMNYV screening was conducted under greenhouse conditions during the
warm season when high temperatures are prevalent. Tepary bean genotypes G40085, G40099,
G40171, and G40178 showed no symptoms in response to inoculation with the strain BCMNV

NL3 D, indicating their resistance to the strain evaluated.
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RESUMEN

El frijol tépari es un cultivo de importancia por su potencial expansion en regiones de climas
calidos y secos de América Latina, El Caribe y Africa que son vulnerables a los efectos del cambio
climatico. El frijol tépari también tiene el potencial de mejorar la tolerancia al calor y la sequia en
el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) a través de cruces interespecificos. Un panel de diversidad
(TDP) de este cultivo de 315 accesiones provenientes de CIAT, USDA y el programa de
mejoramiento de USDA-ARS-TARS y dos poblaciones interespecificas (INB y SK) con padres
recurrentes de frijol comin andino y mesoamericano respectivamente, fueron evaluados por su
habilidad de nodulacion en simbiosis con cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium provenientes de
las colecciones de USDA, CIAT, Zamorano y aislados correspondientes a 3 localidades en Puerto
Rico. Experimentos fueron conducidos en condiciones de invernadero, utilizando bancos con arena
para las evaluaciones de la fijacion bioldgica del nitrogeno, utilizando un disefio de bloques
completamente randomizados, con totales de 3 bloques y 4 plantas por bloque en cada
experimento. Los datos fueron analizados con un ANOVA vy la prueba de la DMS. Los genotipos
de tépari G40142 y G40161 fueron superiores por su habilidad de nodulaciéon cuando fueron
inoculados con la cepa USDA 3254. Las lineas interespecificas INB 817 y A-5-6 fueron superiores
a sus padres por los parametros de nodulacion evaluados. Analisis filogenéticos fueron conducidos
basados en los genes nodC, recA y atpD. Evaluaciones con inoculaciones de la cepa del Virus de
Mosaico Necrotico Comun del Frijol (BCMNV) NL 3 D también fueron conducidas con el panel
de diversidad, para evaluar la respuesta fenotipica de tépari a esta cepa, complementado con
pruebas de ELISA para detectar la presencia del virus. Los genotipos fueron evaluados para
reaccion al NL 3 D bajo condiciones de invernadero durante la €época con temperaturas mas
elevadas del afio. Los genotipos de tépari G40085, G40079, G40171, G40178 no mostraron
sintomas como respuesta a la inoculacion con la cepa NL 3 D de BCMNV, mostrando resistencia

a la cepa evaluada.

il



AGRADECIMIENTOS

Durante mis estudios de maestria, ha sido determinante tener la oportunidad de compartir con
personas que han aportado a mi vida en lo profesional pero también en lo personal, y gracias a
las cuales esta experiencia ha sido sumamente enriquecedora.

Sea oportuno el agradecimiento al proyecto Legume Innovation Lab - USAID por el
financiamiento de mis estudios.

A mis profesores asesores: Dr. James Beaver, Dr. Timothy Porch, Dra. Consuelo Estévez de
Jensen. Me siento sumamente privilegiada de haber sido su estudiante y poder formarme con
ustedes. Gracias por depositar en mi su confianza y por su inmensurable ayuda, en lo profesional
y lo personal. Gracias por cada oportunidad, cada consejo, cada momento de guia.

A la Dra. Linda Beaver, por todas sus ensefianzas, orientacion y confianza.
Al Dr. John Hart, por sus multiples ideas y consejos e invaluable colaboracion en mis proyectos.
Al Dr. Feiko Ferwerda por su presta ayuda.

Al equipo de frijol: Abraham Montes, Abiezer Gonzalez, Stephanie Cosme y Yulia Truchkina,
por su oportuna y grata colaboracion en la realizacion de cada una de las etapas.

Al Dr. Ricardo Goenaga, por su valiosa colaboracion durante mi estadia en TARS.
Al personal de USDA-ARS-TARS, por todo su apoyo mediante las facilidades y calida acogida.
Al Dr. Juan Carlos Rosas por ser siempre un consejero y brindarme su apoyo.

A mis compaifieros y amigos estudiantes de fitomejoramiento, porque de cada uno aprendi y sé
que vamos a encontrarnos en el resto del camino.

A mi familia, por ensefiarme el amor por la tierra y cultivar en mi la pasion por la agricultura, de
forma muy especial a mi mama Ivis () y mis tios Ernesto y Maria, por jugar roles tan claves en
mi vida. A mi mama, por darme amor incondicional y educacion, creer en mi y ser siempre mi
gran amiga.

A los pequenos agricultores de mi region, porque su diaria labor representa el legado de nuestras
generaciones.

v



LISTA DE CONTENIDO

ABSTRACT ..uuiiuiiiiiiiiiiieiiiitiiiietietttiatiateesetsatsssssssssssssssssssssnssssnssnss i
RESUMEN. . .tittiiiiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiietitiitiatiettetettatiecesstssssscesssssssasnse il
AGRADECIMIENTOS...cttiiiiitiitiiiiiieiitiitietietietittstieciecceasssssecnsssssssnces v
LISTA DE CONTENIDO.....ccuiiuiiiiiiiuiiniieiiiiniiatiesiestsassesessnssnssssessnssnsssses \%
LISTA DE TABLAS . .cititiiiiiiiiiiiiietieittitiettetttateaseesstsassssssnsssssssnssns vi
LISTA DE FIGURAS. ...ctiitiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiititittitietietitiattasiscncenssssnscnns vii
LISTA DE APENDICES......uuutttiiiiiiiiiiiiirtteeeeenneiireeeeeeeeesesnnnsneesnnsnnees viii
I-INTRODUCCION.....coiiiiiiiiiiiiteeeeneeeeiieetteeeeeeeeeesnneeteeeeeesesenmnneeeeeenns 1
II-FOBJETIVOS....uiuiiiiiiiiiieiiiiiiiniietietitsnttessessssssasesssssnssnssssssnssnssssnss 4
II-REVISION DE LITERATURA.......ccueiiittteeereineeerrtneeerenneeeerssnneeerssnnnns 5
II1.1-Fijacion Bioldgica de Nitrogeno (FBN).......o.oviiiiiiiiiii i,
II1.2-Aspectos Moleculares de [a FBN..........cooiiiiiiii e,
II1.3-FBN en frijol comn (Phaseolus vulgaris L.)............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ..
II1.4-Frijol tépari (Phaseolus acutifolius A.Gray)..........ccooveiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiannnn
IL5-FBN en frijol t€Pari........oiuiiniiii e
II1.6-Nodulacion en hibridos interespecifiCos.........o.vvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieanns
II1.7-Aspectos de la generacion de hibridos interespecificos............cooviiiiiiiian...

111.8-Virus del Mosaico Comun del Frijol (BCMV) en frijol tépari y aspectos generales
de la resistencia en frijol COmUn.............ooiiiiiiiii i

IV-MATERIALES Y METODOS......cuuttiiiiiiiiiirreeeeeeeneeiineeeeeeeeseseennnens 17
IV.1-Seleccion de cepas de Bradyrhizobium.................ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiian,
IV.2-Seleccion de genotipos de frijol tépari.........coviviiiiiiiiiiiiiiii e,
IV.3-Evaluacion de poblaciones interespecificas por su nodulacion con cepas de
BradyrhizoDium. .............c.oon i
IV.4-Evaluacion de aislados de Puerto Rico en frijol tépari..............c.ooooiiiiiiiiii
IV.5-Evaluacién de lineas superiores de frijol tépari e interespecificas en condiciones

4 S0 3001 oo
IV.6-Secuenciacion de genes nodC, atpD, recA de cepas de Rhizobium y
BradyrRizobitm. .............oooiiii i
IV.7-Desarrollo de poblacién interespecifica para la introgresion de la Fijacion
Biologica de Nitrogeno en frijol comun...........oooviuiiiiiiiiiii e,
IV.8-Resistencia a BCMV y BCMNV en frijol tépari...........ccooevviiiiiiiiiiniiann,

V-RESULTADOS Y DISCUSION.......cccvuuueeerrunneeerrenneeeensnneeesrssneeesssnnaeeenes 39
V.1-Seleccion de cepas de Bradyrhizobiumi... ... ... ..o v e eeion e et e e e e
V.2-Seleccion de genotipos de frijol te€pari.........c.oovviieiiiiiiiii i



V.3-Evaluacion de poblaciones interespecificas por su nodulacion con cepas de
Bradyrhizobium.... ... ... .......

V.4-Evaluacion de aislados de Puerto Rico en frijol tépari............ccovvviiiiiiiiiiin.n.
V.5-Evaluacion de lineas superiores de frijol tépari e interespecificas en condiciones de
02 10101 P
V.6-Secuenciacion de genes nodC, atpD, recA de cepas de Rhizobium y
BradyrRizobium. ..............c.oo i
V.7-Desarrollo de poblacion interespecifica para la introgresion de la Fijacion
Biologica de Nitrogeno en frijol ComuUn...........ooviiuiiiiiiiiiii i,
V.8-Resistencia a BCMV y BCMNYV en frijol tépari...........cccoviiiiiiiiiiiiiiiann,
VI-REFERENCIAS. ..c.tiitiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiaiietiieitateesatsnssssssssssasssssssnssnssns

VIT-APENDICES. .. vu ettt teeeeeeeeeeneenseesnsensnsensnsensessnsnssnsessnssnsnssnsnssnsensnsenses



Tablas
Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

LISTA DE TABLAS

Caracteristicas de los genotipos inoculados con diferentes cepas de
Bradyrhizobium. Mayagiiez, Puerto Rico, 2014.

Tabla 2. Genotipos de la coleccion de CIAT, peso de 100 semillas (g),
pais de origen y region, evaluados para identificar genotipos
superiores, por sus valores de nodulacion inoculados con las cepas
USDA 110 + USDA 3254 de Bradyrhizobium en Mayagiliez, Puerto
Rico, 2014.

Genotipos cultivados del panel de diversidad de tépari (TDP), pais y
region, evaluados para identificar genotipos superiores por sus
caracteristicas de nodulacion con la cepa USDA 3254 en Mayagiiez,
Puerto Rico, 2014.

Género, especie, y fuente de las cepas de Rhizobium 'y
Bradyrhizobium utilizadas en los experimentos en Mayagiiez, Puerto
Rico, 2014.

Iniciadores y programas de PCR utilizados en la secuenciacion de
cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium.

Numero de nodulos y peso fresco de nddulos de 20 genotipos de
tépari evaluados en la seleccion de cepas de Bradyrhizobium y peso
de 100 semillas (g) en Mayagiiez, Puerto Rico, 2014.

Numero de nodulos y peso (g) de lineas de tépari de la coleccion de
CIAT y del programa de mejoramiento de USDA-ARS-TARS
inoculadas las cepas USDA 110 + USDA 3254 de Bradyrhizobium
evaluado 21 dias después de la inoculaciéon en Mayagiiez, Puerto
Rico. 2014.

Numero de nddulos, peso fresco y peso promedio de un ndédulo (mg)
de lineas cultivadas del panel de diversidad de tépari (TDP)
inoculadas con la cepa de Bradyrhizobium elkanii USDA 3254
evaluado 21 dias después de la inoculacion en Mayagiiez, Puerto
Rico. 2014.

Numero de nédulos y peso (mg) de lineas hibridas interespecificas
INB inoculadas con las cepas USDA 110 + USDA 3254 de
Bradyrhizobium evaluadas 21 dias después de la inoculacion en
Mayagiiez, Puerto Rico. 2014.

vi

Péaginas
18

20

34

41

42

48

54



Tabla 10.

Tabla 11.

Tabla 12.

Tabla 13

Tabla 14.

Numero de ndédulos y peso (g) de hibridos interespecificos de la U. de
Saskatchewan (SK) inoculados con las cepas USDA 110 y USDA
3254 de Bradyrhizobium evaluados 21 dias después de la inoculacion
en Mayagiiez, Puerto Rico. 2014.

Numero de nédulos, peso de nédulos (mg), didmetro de nédulos (mg)
y distancia del primer nodulo, de rizobios aislados en Puerto Rico
estudiados con 10 genotipos de frijol tépari en Mayagiiez, Puerto
Rico, 2014.

Valor agrondémico, ubicacion, color y nimero de nodulos de lineas
interespecificas INB y SK, y lineas de tépari inoculadas con la cepa
USDA 3254. Sub-estacion Experimental Agricola en Isabela, Puerto
Rico. 2014.

Genotipo, estado bioldgico, lugar de recoleccion, respuesta fenotipica
a la cepa de bean common mosaic necrosis virus (BCMNV) NL 3 D
en las hojas primaria y trifoliada, y resultados de la prueba ELISA en
genotipos del panel de diversidad de tépari (TDP) y lineas de
mejoramiento del programa de USDA-ARS-TARS en Mayagiiez,
Puerto Rico, 2013-2015.

Genotipo, estado bioldgico, lugar de recoleccion, respuesta fenotipica
a la cepa de bean common mosaic necrosis virus (BCMNV) NL 3 D
en las hojas primaria y trifoliada, y resultados de la prueba ELISA en
9 genotipos del panel de diversidad de tépari en Mayagiiez, Puerto
Rico, 2013-2015.

58

61

63

72

81



Figuras

Figura 1.

Figura 2.

Figure 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

LISTA DE FIGURAS

Arbol filogenético utilizando el método “neighbour-joining”
(bootstrap, 1000 réplicas) basado en secuencias alineadas de 17 cepas
de Rhizobium y Bradyrhizobium del gen nodC de 807 pb.

Arbol filogenético utilizando el método “neighbour-joining”
(bootstrap, 1000 réplicas) basado en secuencias alineadas de 17 cepas
de Rhizobium y Bradyrhizobium del gen recA de 500 pb.

Arbol filogenético utilizando el método “neighbour-joining”
(bootstrap, 1000 réplicas) basado en secuencias alineadas de 17 cepas
de Rhizobium y Bradyrhizobium del gen atpD de 500 pb.

Rescate in vitro de embriones de hibridos interespecificos. 4.1=
vainas con embriones sin crecimiento, 4.2= vainas in vitro 12 dias
después de transferencia, 4.3= semillas germinadas a los 8 dias a
partir de vainas transferidas, 4.4= vainas con embriones con
crecimiento limitado, 4.5 semillas germinadas a partir de embriones
transferidos directamente al medio, 4.6= aclimatacion de plantas en
maceteros con medio estéril.

Desarrollo de hibrido interespecifico. 5.1= transferencia de embridon
a medio de crecimiento estéril, crecimiento del hibrido F1 con sus
respectivos parentales (izquierda P. vulgaris, centro= hibrido
interespecifico, derecha= P. acutifolius), 5.3= 6 semillas producidas
producto de la retrocruza con polen de frijol tépari.

Tipo de crecimiento de plantas retrocruzadas hacia parental tépari.
6.1=hojas primarias correspondientes a la morfologia de tépari, 6.2=
hojas primarias correspondientes a la morfologia de frijol comun,
6.3= plantas con crecimiento anormal.

Tipo de crecimiento de vainas y semillas interespecificas
retrocruzadas hacia el parental tépari. 7.1= semillas redondas color
negro brillante y vainas con 6-7 semillas, 7.2= semillas color negro
opaco y negro brillante, redondas y planas con desarrollo limitado,
7.3= semillas color negro opaco y rojo con desarrollo no deseado.

Reaccion fenotipica de genotipos de cultivados y silvestres de tépari,
a la inoculacion con la cepa NL 3 D de BCMNV. 8.a.1 y 8.b.1=
necrosis en hojas primarias, 8.a.2 y 8.b.2= no sintomas en hojas
primarias, 8.a.3 y 8.b.3=mosaico, 8.a.4= enrollamiento de hoja, 8.a.5

vii

Paginas
65

67

68

69

70

71

71

85



y 8.b.5= lesiones necroéticas en hojas trifoliadas, 8.a.6 y 8.b.6= no
sintomas en hojas trifoliadas.



Apéndices

Apéndice 1.

Apéndice 2.

Apéndice 3.

Apéndice 4.

Apéndice 5.

Apéndice 6.

Apéndice 7.

LISTA DE APENDICES

Caracteristicas morfologicas de aislados de Rhizobium 'y
Bradyrhizobium cultivados en medios YMA, YMA+CR,
YMA+BB.

Resultados del andlisis de suelo en el campo, Sub estacion
experimental Agricola, Universidad de Puerto Rico, Isabela, 2014.

Genotipos del panel de diversidad de tépari incluidos en las
evaluaciones de BCMNV. Mayagiiez, Puerto Rico, 2013-2015.

Resultado de los marcadores SW13, SAP6, SU91, PvelF4E?, SR2,
SW12 de 68 lineas interespecificas INB.

Crecimiento de cultivos aislados a partir de nodulos de poblaciones
interespecificas, en medio YMA+Azul de Bromotimol, utilizando

como control las diferentes cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium.

Gel de electroforésis con productos amplificados del gen nodC de
cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium.

Gel de electroforésis con productos amplificados del gen recA de
cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium

viii

Paginas
94

95

95

101

103

104

104



I-INTRODUCCION
El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es nativo de las regiones Andina y Mesoamericana de las
Américas y representa la leguminosa de grano alimenticia mas importante para el consumo
humano. La mitad de la produccion mundial es en América Latina, en donde este cultivo representa

la fuente principal de proteina (Voysest, 2000).

Los rendimientos de frijol en América Latina y Africa son inferiores al potencial del mismo debido
a diversos factores limitantes bidticos y abidticos, que incluyen enfermedades, plagas, sequia y
baja fertilidad de los suelos (Rosas, 2003). En la mayoria de los casos, factores bidticos y abioticos
convergen de forma conjunta, incrementando los riesgos y consecuentemente las pérdidas en

rendimiento y/o calidad de la semilla.

El frijol tépari (Phaseolus acutifolius A. Gray) es una especie nativa del suroeste de los Estados
Unidos, noroeste de México y Mesoamérica, que representa un cultivo potencial en zonas aridas
y calidas del mundo por su tolerancia a la sequia y las altas temperaturas. Germoplasma de frijol
tépari con tolerancia a estreses multiples, incluyendo altas temperaturas, sequia, resistencia a
bacteriosis (causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) y braquidos (Accanthoscelides

obtectus Say) ha sido seleccionado (Porch et al., 2013).

El uso de genotipos silvestres y especies relacionadas, como progenitores en los programas de
mejoramiento, ha sido una estrategia para adaptar el frijol comun a las condiciones del cambio
climatico (Porch et al., 2013) especialmente en las regiones donde las condiciones de altas

temperaturas y poca lluviosidad son predominantes. El frijol tépari, juega un papel importante en



éstas zonas agricolas, como cultivo y como donador de caracteristicas de interés para el frijol

comun.

Précticas que incrementen la eficiencia del uso de recursos naturales deben ser implementadas,
especialmente en las zonas donde la disponibilidad de recursos es sub-Optima y las condiciones
ambientales no son favorables. La simbiosis rhizobio-leguminosa es el proceso natural mas
importante para la obtencion de nitrogeno en esta familia de plantas, contribuyendo con el 60-80%
de la fijacion de nitrégeno (Wang et al., 2005), en este proceso la bacteria se beneficia obteniendo

una fuente de carbono y un ambiente favorable para sus funciones biologicas.

La fijaciéon de nitrégeno en el frijol comin puede incrementar cuando se utilizan cepas de
Rhizobium efectivas como inoculantes en condiciones de suelos con baja fertilidad (Hungria, et
al.,2003). La fijacion bioldgica en el frijol tépari ocurre en simbiosis con cepas de Bradyrhizobium

spp. (Mapp, 2008; Mohrmann, 2011).

La evaluacién de un germoplasma representativo de la diversidad genética de este cultivo con
diferentes cepas de Bradyrhizobium permitira establecer la importancia de especificidad y la
preferencia del frijol tépari con las diferentes especies de Bradyrhizobium, tales como: B. elkanii,
B. japonicum y B. diazoefficiens. Esta informacion representa una base para el mejoramiento de la
fijacion biologica del nitrogeno en el frijol tépari y su uso como donante en hibridos
interespecificos con frijol comun. La habilidad de frijol tépari para nodular bajo condiciones
ambientales poco favorables, como altas temperaturas del suelo y estrés de sequia, puede reducir

los efectos negativos debido a los cambios climaticos.

La transferencia de mayor tolerancia al estrés abidtico de frijol tépari al frijol comin también es

importante para abordar los problemas causados por cambios climaticos. La produccion de frijol



tépari en condiciones adversas y la reduccion de la dependencia a fertilizantes nitrogenados, a
través de la contribucion de técnicas eficientes en el uso de la fijacion bioldgica del nitrogeno,

puede contribuir a una produccion mas sostenible.

Uno de los aspectos mas criticos que limita la expansion del cultivo del frijol tépari es su
susceptibilidad al Virus del Mosaico Comun del Frijol (BCMV-por sus siglas en inglés), Virus
Necrotico del Mosaico Comun del Frijol (BCNMV) y Virus del Mosaico Dorado Amarillo del
Frijol (BGYMV). BCMV y BCMNV son potyvirus transmitidos por afidos que pueden causar
pérdidas significativas en el rendimiento (Géalvez y Morales, 1989). El BGYMYV transmitido por
mosca blanca, es un geminivirus que igualmente ha causado pérdidas en el frijol comun, en
América Central y el Caribe (Blair ef al., 1995). La generacion de lineas de mejoramiento con
genes de resistencia multiple, que confieren resistencia a un amplio espectro de virus, ha sido una
prioridad para las programas de mejoramiento en Centroamérica y el Caribe (Beaver et al., 2014;

Prophete et al., 2013; Rosas et al., 2004; Beaver et al., 2003, Kelly et al., 1995).



II-OBJETIVOS

Identificar cepas de Bradyrhizobium y genotipos de tépari que posean habilidad superior
de FBN.

Conducir un andlisis filogenético de las cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium a través del
andlisis de secuencias de los genes nodC, recA y atpD.

Estudiar la fijacion biologica del nitrogeno de lineas interespecificas y lineas del panel de
diversidad de tépari (TDP) e identificar lineas que nodulan eficientemente con
Bradyrhizobium.

Desarrollar una poblacion interespecifica (Phaseolus vulgaris * Phaseolus acutifolius)
usando progenitores de las dos especies que tengan alta capacidad de FBN.

Evaluar lineas del panel de diversidad de tépari (TDP) por su respuesta a BCMNV.



III-REVISION DE LITERATURA

I11.1-Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN)

El nitrégeno es abundante en la naturaleza, pero no puede ser utilizado por las plantas en su forma
elemental. Las plantas obtienen el nitrogeno (N) disponible del suelo principalmente en forma de
nitratos o amonio. Existen dos procesos dentro del ciclo de nitrogeno, que ocurren en la fijacion
biologica del nitrogeno. El primero consiste en bacterias de vida libre en el suelo, que son capaces
de reducir el nitrogeno a amonio y establecen relaciones con plantas leguminosas y otras no
leguminosas y que por su capacidad se les denomina organismos diazétrofos. El otro es la fijacion
en simbiosis, que consiste en la habilidad de las bacterias llamadas colectivamente como rhizobios,
de reducir el nitrogeno atmosférico a amonio, con la capacidad de inducir en la raiz (o tallo) de las
leguminosas, la formacion de estructuras especializadas llamadas nédulos, en donde el nitrégeno
gaseoso (N2) es reducido a amonio, por una enzima altamente conservada, la nitrogenasa. Por su
parte la planta provee carbono y un ambiente favorable para el proceso de fijacion (Wang et al.,

2005).

La reduccion de los efectos del cambio climdtico, es una meta importante para la sociedad
moderna. La necesidad de incrementar la produccion de alimentos conlleva un aumento en la
demanda por nitrogeno, el costo de produccion y potencialmente la contaminacion de las aguas.
Por lo tanto, la optimizacion del proceso de la FBN es esencial para reducir la dependencia de

fertilizantes nitrogenados en el cultivo de leguminosas (Olivares et al., 2013).

En los sistemas agricolas, las asociaciones simbioticas entre leguminosas y rhizobios, representa
una fuente importante de nitrogeno. Aunque algunos cientificos sugieren que no se cuenta con

suficiente informacion para hacer estimados confiables del N> fijado por leguminosas (Smil, 1999)



o que es producido por efectos ambientales y no dado por la planta (Giller, 2002), es posible
calcular con un grado de precision razonable, promedios en términos del porcentaje de nitrogeno
derivado de la atmosfera (Ndfa), fijado por los cultivos de leguminosas mas importantes (Herridge
et al., 2008). Los valores de Ndfa en el frijol comin para el afio 2005 fueron aproximadamente
40%, mientras que para la soya [ Glycine max L. (Merr.)] fue 68% (FAOSTAT, 2005). En términos
generales, el mejoramiento y seleccion de leguminosas inoculadas con cepas previamente

seleccionadas en suelos con poco N disponible ha producido los mejores resultados (Giller, 2002).

Un caso que resalta el impacto positivo de la FBN en la agricultura, es la produccion de soya en
Brasil, donde el uso de fijacion de N es actualmente uno de los componentes mas importantes en
el sistema de produccion del cultivo. La mayoria de los agricultores utilizan practicas de
inoculacion, constituido por cepas seleccionadas de Bradyrhizobium y técnicas de aplicacion, en
donde los rangos de N fijado son aproximadamente 300 Kg N ha'!, lo que representa mas del 90%

del nitrégeno total requerido por el cultivo.

Estos resultados superiores en la FBN de soya en Brasil en comparacion con otros paises
(E.E.U.U., Argentina, Australia y China), son debido a la seleccion de lineas inoculadas con las
mejores cepas seleccionadas disponibles (Hungria et al., 2006), la optimizaciéon de la
compatibilidad de los inoculantes con las condiciones agroambientales, como la acidez de los
suelos (Hungria y Vargas, 2000), en colaboracion con fitomejoradores, microbidlogos, agronomos
y la educacion de los agricultores de los beneficios de la inoculacion, en conjunto con legislaciones

que controlan el uso y la calidad de los inoculantes comerciales (Hungria et al., 2005).



II1.2-Aspectos Moleculares de la FBN

En el proceso de infeccion rhizobio-leguminosa, muchos tejidos de las raices estan envueltos,
donde el primer signo es dado por la planta a través de metabolitos secundarios facilmente
reconocibles (flavonoides, isoflavonoides, betainas), incluyendo los tejidos de la epidermis, el
cortex y periciclo. En respuesta, los rhizobios sintetizan otra sefal especifica hacia la planta
hospedera, los factores Nod (Dénari¢ et al., 1996). Es un proceso especifico donde la raiz secreta
sefales especificas para atrapar los rhizobios. En el género Rhizobium los genes nod, noe y nol
estan envueltos en la sintesis de factores Nod. Estos genes, con la excepcion de nodD, no pueden
expresarse si no reciben la sefial especifica de la planta (Spaink, 2000). Ambos la cantidad y la
calidad de los factores Nod son importantes en determinar la especificidad del hospedero (Perret
et al., 2000). Sin embargo, rhizobios que tienen diferentes genes nod y produciendo diferentes
factores Nod pueden nodular efectivamente la misma especie de plantas, tal como es el caso con
Rizobium etli y Rhizobium tropici, los cuales son ambos simbiontes del frijol comiun (Poupot et

al., 1995).

Una vez los cambios han sido inducidos por los factores Nod, comienza la deformacion o
ramificacion de los pelos de la raiz donde un nuevo crecimiento isotrdpico causa en el pelo de la
raiz un enrollamiento (Felle et al., 1999). Solamente algunos pelos radicales de la gran cantidad
que logran completar su crecimiento, forman esa curvatura en la presencia de los factores Nod, en
los que el contenido sea suficiente para redirigir el crecimiento del pelo (Esseling et al., 2003).
Haciendo una curvatura de 360, la bacteria queda atrapada, pero la funcién de enrollamiento
todavia no se comprende por completo. Los rizobios inducen la degradacion de la célula y la
membrana plasmatica de la célula de la planta invagina, la bacteria entra a la célula de la planta y

la infeccion se ha iniciado (Geurts et al., 2005).



Los flavonoides estan envueltos en muchas funciones tales como servir como antioxidantes,
pigmentacion, defensa en contra de los patégenos y envio de sefales durante la simbiosis. La
manipulacion de sus rutas de sintesis ha sido sugerida como un mecanismo para mejorar la
interaccion, asi como la alteracion de los productos de los flavonoides por parte de
microorganismos en el suelo. La superposicion de las funciones en las rutas de sintesis de los
flavonoides para sintetizar sus productos, de acuerdo a las condiciones del ambiente, también ha
sido sugerida como uno de los mecanismos de adaptacion de las plantas en el ambiente (Hassan y

Mathesius, 2012).

Los géneros de bacterias noduladoras de leguminosas estan filogenéticamente separados entre si
de acuerdo con sus secuencias de 16S rDNA, donde algunas cepas estan entremezcladas (Young
y Haukka, 1996). Plasmidos con genes nod son llamados simbiodticos o pSym y pueden ser un
tercio del tamafio del cromosoma, mientras que tienden a ser mas pequeios en cepas de Rhizobium,
alrededor de 200-600kb (Gonzdlez et al., 1996). Su transferencia lateral, seguida por
reordenamientos genéticos, estan envueltos en la evolucion de funciones simbioticas que explican
las inconsistencias encontradas en los arboles filogenéticos correspondientes a genes nod

(Wernegreen y Riley, 1999).

No se ha encontrado una congruencia completa en los arboles filogenéticos basados en genes nod
y los basados en los genes 16S rRNA, pero los basados en genes nod han mostrado una mejor
correlacion con el rango de hospederos de la planta (Haukka et al., 1998). De acuerdo con los
genes nodC y nifH, se han encontrado relaciones mas estrechas dentro de los simbiontes de
Phaseolus vulgaris y reestructuraciones genéticas han ocurrido dentro del género Rhizobium.

Considerando la similaridad de los conglomerados (82-99.5%), un ancestro comuin podria ser



sugerido y una buena correspondencia entre el rango de hospederos y asociaciones basadas en

nodC han sido encontradas (Laguerre ef al., 2001).

La transferencia lateral de genes relacionados a la simbiosis dentro de lo rhizobios, que obedece a
la adaptacion de los hospederos, explica algunas de las incongruencias filogenéticas (Roger et al.,
2011). El estudio de los genes nodZ y nolL, muestra que éstos han sido transferidos del género
Bradyrhizobium a otros géneros. Se sugiere que fueron adquiridos después de los genes nod ABC,
los cuales pueden haber favorecido la nodulacion eficiente en hospederos asociados con

Bradyrhizobium como la soya (Ormefio-Orrillo, et al., 2013).

Algunos genes conservados han sido estudiados con el fin de entender el impacto en la
transferencia de genes y la interpretacion de filogenias de genes individuales. El gen recA,
envuelto en la recombinaciéon de ADN usado en anélsis filogenéticos, es consistente con SSU
(Young, 1998) y con los genes atpD, codificadores de la subunidad beta de la mebrana ATP

sintetasa, que es esencial para la produccion de energia (Kaneko et al., 2000).

Filogenias basadas en genes atpD y recA, confirmaron la clasificacion basada en SSU, cuando se
estudiaron 25 tipos de cepas de 5 géneros de rhizobios, incluyendo Bradyrizobium y Rhizobium,
sugiriendo que las comparaciones de secuencias de genes conservados, proveen un método robusto

para analisis filogenético (Gaunt ef al., 2001).

Un total de 169 cepas de Bradyrhizobium de la coleccion de SEMIA en Brasil, aisladas de
diferentes leguminosas, fueron estudiadas con secuencias basadas en analsis multilocus del gen 16
rRNA, la region ITS y los genes glnll, recA y dnaK. Un anélisis de secuencias multilocus (MLSA)
de los 4 genes conservados, tuvo resultados similares a los obtenidos cuando se analizé 16S rRNA

e ITS y mostraron la variabilidad mas alta cuando se amplificé el gen atpD; sugiriendo la utilidad



del uso de este método para proveer informacion filogenética y en el estudio de nuevas especies

(Menna et al., 2009).

Un grupo de cepas de Rhizobium, aisladas de la variedad de frijol comun ‘Jose Beta’, fueron
estudiadas en Republica Dominicana, donde se estudio la similaridad de las secuencias basado en
los genes recA, atpD y nodC. A través de la comparacion de estas secuencias, se demostrd que
Rhizobium phaseoli sv. phaseoli y Rhizobium etli sv. phaseoli son originarias de América y
subsequentemente se intodujeron a la isla Espafola. A través del analisis de las secuencias nodC,
el origen americano fue también demostrado cuando se determind que este alelo se encontrd mas

tarde en los aislados de Europa (Diaz-Alcantara et al., 2013).

I11.3-Fijacion Biologica de Nitrogeno en Frijol Comun

El frijol comun nodula con un grupo de especies de Rhizobium de rapido crecimiento que nodulan
diferentes leguminosas en las diferentes regiones templadas y tropicales. Cepas seleccionadas de
Rhizobium etli (Segovia et al., 1993), han sido extensamente reportadas por sus habilidades de
nodulacion, ocupancia de nddulos y capacidad de competir con otras cepas. Alrededor del 60% de
820 accesiones de frijol comun, evaluadas en Honduras, inoculadas con la cepa KM 6001,
mostraron una ocupancia del 80-100% en la presencia de cepas nativas del suelo (Rosas et al.,

1998).

Rhizobium tropici (Martinez-Romero et al., 1991) incluye también un grupo importante de cepas
estudiadas en diferentes sistemas de cultivo y bajo diferentes condiciones de estreses abioticos. La
cepa CIAT 899, también codificada como CIAT 899, UMR 1899, ha mostrado tolerancia a suelos
acidos (pH 4.0) y altas temperaturas (Graham et al., 1994). Los beneficios de inocular el frijol

comun con esta especie, han sido demostrados también en experimentos establecidos bajo
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condiciones de baja fertilidad del suelo en la presencia de altas concentraciones de rhizobios
nativos. Después de 5 inoculaciones en el mismo sitio con la cepa CIAT 899 y PRF 81 (R. tropici-
previamente seleccionada en la localidad en Brasil), se encontré que la ocupancia de estas cepas

incremento en los nodulos de 28% a 56% (Hungria ef al., 2003).

La competencia de ambas especies y su persistencia ha sido también evaluada con la cepa CIAT
899 y la cepa W16.3SB (Rhizobium etli), usando el cultivar de frijol comin ‘Carioca’ en
observaciones durante 3 afios consecutivos. La poblacion de rhizobios en el suelo, incremento6 de
30 a 10* g después de 2 afios sin inoculaciones repetidas, en donde casi un 100% de la ocupancia
en el primer afio, fue por cepas inoculadas con mayor persistencia de la cepa CIAT 899 (Vlassak

et al., 1996).

Se encontré una marcada afinidad de los genotipos de frijol comin, de nodular con las cepas
correspondientes a sus respectivos centros de origen, sugiriendo una coevolucion entre Rhizobium
y el frijol comun (Aguilar ef al., 2004). En adicion, otras especies han sido reclasificadas como
nuevos grupos filogenéticos, como Rhizobium grahamii (Althabegoiti et al., 2014), la cual ha

mostrado ser una cepa poco competidora con las cepas superiores de R. etli y R. tropici.

I11.4-Frijol tépari (Phaseolus acutfolius A. Gray)

El uso eficiente de agua es una prioridad para alimentar una poblacion humana en constante
crecimiento, donde actualmente el 80% del agua dulce utilizada por el ser humano es utilizada en
la agricultura. Una de las herramientas mas importantes es el desarrollo de cultivos con mejor

adaptacion a altas temperaturas y sequia (Jury y Vaux, 2007).

El frijol tépari tiene un alto potencial como cultivo en zonas aridas en los paises del tropico durante

la época seca con altas temperaturas. El frijol comtn ha mostrado una reduccion drastica o ausencia
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de produccion de semilla en este tipo de ambiente (Miklas et al., 1994). Veinticinco lineas de frijol
tépari (de la coleccion de Phaseolus acutifolius de USDA) fueron evaluadas bajo condiciones de
altas temperaturas en condiciones controladas en invernadero (NY, E.E. U.U.) mostrando la

capacidad de producir un nimero considerable de vainas (Rainey y Griffiths, 2005).

La tolerancia al calor del frijol tépari y frijol comun, fueron evaluados en ausencia de estrés de
agua en camaras de crecimiento. La germinacion de semillas fue reducida alrededor del 11% a
32 C, comparado con germinacion a 25 C para ambas especies y el crecimiento radicular inicial,
no fue afectado en P. acutifolius, pero si afectd la aparicion de primeras estructuras basales en las

raices en frijol comun (Lin y Markhart, 1990).

El frijol tépari tiene raices profundas para evitar la deshidratacion, un sistema foliar dosel que
consiste de hojas pequefias para reducir el uso de agua y un ajuste estomatal para reducir el estrés
de sequia (Beebe et al., 2013). Experimentos conducidos en invernadero bajo condiciones de estrés
de sequia, utilizando cilindros con suelo, mostraron la velocidad con la cual pueden acceder a
reservas de agua limitada rapidamente (Butare et al., 2011). Otras investigaciones indican que su
desempefio superior bajo condiciones de sequia y altas temperaturas, puede ser atribuido a la
habilidad de movilizar fotosintatos de las hojas y tallos a la semilla (Rao et al., 2013).
Germoplasma mejorado de frijol tépari ha sido desarrollado (Porch et al., 2013) con tolerancia a
multiples estreses abidticos como sequia y altas temperaturas, resistencia a bacteriosis comun

(causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) y braquidos (Accanthoscelides obtectus

Say).
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II1.5-Fijacion Bioldgica de Nitréogeno en Frijol Tépari

El frijol tépari tiene una alta especificidad de nodular con cepas de Bradyrhizobium para una
nodulacion efectiva (Somasegaran y Hoben, 1991). Cuatro genotipos fueron evaluados con 10
aislados de Bradyrhizobium y 6 de Rhizobium. Las cepas de Bradyrhizobium aisladas de
Psophocarpus tetragonolobus, Calopogonium mucunoides, Canavalia ensiformis y Phaseolus
lunatus, nodularon efectivamente con tépari. Los aislados de Bradyrhizobium de Vigna
unguiculata, Acacia mearnsii, Crotalaria sp., Pachyrrhizus erosus, Macrotyloma sp. y Arachis
hypogaea, y de Rhizobium de Leucaena leucocephala y Phaseolus vulgaris, no tuvieron una
nodulacion efectiva; los aislados de Glycine max, Vigna radiata, Medicago sativa no presentaron

ninguna nodulacion en tépari.

Bradyrhizobium, es un género de bacteria con crecimiento lento, incluye las especies B. elkanii
(Kuykendall et al., 1993), B. japonicum (Jordan, 1982), y el recientemente reclasificado grupo de
B. japonicum (USDA 110) como B. diazoefficiens (Delamuta et al., 2013). Estudios con 3 lineas
de tépari se condujeron para evaluar 15 aislados de Bradyrhizobium, resultando como superiores
las cepas UMR 3007, UMR 3043, USDA 3254, de acuerdo con el niumero de nddulos, tamafio de

nddulos y lecturas de clorofila (Mohrmann, 2011).

II1.6-Nodulacion en hibridos interespecificos

La generacion de hibridos interespecificos (P. vulgaris % P. acutifolius) es una herramienta en el
mejoramiento para la introgresion de las caracteristicas del frijol tépari, como el uso mas eficiente
de agua y mejor FBN al frijol comtn. La especificidad de Rhizobium con lineas interespecificas
fue relacionada con el padre recurrente y la generacion. Las generaciones tempranas nodularon de

acuerdo con el tipo correspondiente a su padre recurrente, las generaciones avanzadas nodularon
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con ambas especies (Rhizobium y Bradyrhizobium), con 90% de ocupancia por la cepa CIAT 899,
probablemente porque en todos los hibridos, se utilizd Phaseolus vulgaris como el parental

materno y el ultimo cruce fue hecho con frijol comun (Estévez de Jensen, 1991).

Las interacciones simbidticas de las lineas derivadas de cruzamientos entre P. acutifolius % P.
vulgaris, en simbiosis con Bradyrhizobium y Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli, fueron
estudiadas bajo condiciones de invernadero (Somasegaran y Hoben, 1991). Peso seco del follaje,
peso seco de nodulos, actividad total de nitrogenasa (CoHa4 por planta por hora) y nitrégeno total
en el follaje fueron medidos en este estudio. Cinco de los 7 hibridos evaluados nodularon y fijaron
N eficientemente con Bradyrhizobium y las otras dos lineas con Rhizobium. El indculo usado de
Rhizobium fue una mezcla de las cepas TAL 182, TAL 1383 (CIAT 632), TAL 1797 (CIAT 899)
y el de Bradyrhizobium fue una mezcla de las cepas TAL 336 (USDA 3255), TAL 644 (CIAT

257), TAL 648 (UMKL 57).

IT1.7-Aspectos de la generacion de hibridos interespecificos

La hibridacion entre tépari y frijol comun tiene un éxito alrededor del 5% (Mejia-Jiménez et al.,
1994) porque la mayoria de las progenies que se obtienen son estériles, teniendo dificultad para
formar las semillas y abortando en los siguientes 20-25 dias despues de la polinizacion. Técnicas
para la recuperacion de embriones con cultivo in vitro, han aumentado el porcentaje de embriones
viables (Ferwerda et al., 2003). Las plantas que sobreviven a menudo presentan anormalidades
como retraso en el crecimiento y marchitez, obteniéndose en algunos casos flores al cabo de los
60 dias después de la germinacion (Parker y Michaels, 1986). Lo hibridos pueden producir flores,

sin embargo la fertilidad del polen es baja, alrededor del 8% (Rabakoarihanta et al., 1982).
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La retrocruzas de la generacion Fi hacia el parental de frijol tépari incrementa la fertilidad (como
hembra o como macho). Genotipos especificos como ‘ICA Pijao’, contribuyen a incrementar el

porcentaje de éxito cuando se utilizan para este tipo de hibridacion (Kusolwa y Myers, 1991).

Debido a la baja produccion de polen en los hibridos, se recomienda utilizar el hibrido Fi como el
parental femenino en la retrocruza. Tratamientos con colchicina han sido utilizados, produciendo
semilla alotetraploides para reemplazar las técnicas de cultivo in vitro e incrementar la fertilidad

(Somasegaran y Hoben, 1991).

Otras técnicas de producir hibridos interespecificos sin rescate de embriones han sido evaluados,
utilizando como parentales de frijol comin ‘ICA Pijao’, ‘Sierra’ y ‘Regalfin’ y las lineas de tépari
PI 321637-s y PI 321638-s. Solamente 10-20% de la semilla F; producida fue viable. En este
estudio, el periodo de floracion de las plantas F; fue aproximadamente 60 dias, y semillas viables

fueron producidas retrocruzando a citoplasma de tépari (Ferwerda et al, 2003).

Se realizaron estudios para evaluar la compatibilidad entre ambas especies, utilizando 9 lineas de
Phaseolus vulgaris como el parental femenino y 7 lineas de Phaseolus acutifolius como parentales
masculinos, cultivindose un total de aproximadamente 1400 embriones, de los cuales
aproximadamente 200 llegaron a ser plantas adultas. Se observé que el desarrollo de las plantas
depende de la presencia de los genes dominantes DL; (presente en los tipos de semilla pequefia) y
DL, (presente en los tipos de semilla mediano-grande) portado por el padre P.vulgaris que genera
una incompatibilidad interespecifica, sin importar cual sea el padre de P. acutifolius. Los cultivares
‘ICA Pijjao’ y ‘Sacramento Light Red Kidney’ no mostraron la presencia de dicho alelo (Parker y

Michaels, 1986).
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I11.8-Virus del Mosaico Comun del Frijol (BCMV) en el frijol tépari

En el frijol comun, las primeras formas de resistencia dominante al BCMV se reportaron en el
cultivar ‘Corbett Refugee’ (Pierce, 1935), demostrandose después que dicho gen, en la presencia
de ciertas cepas del virus provocaba una reaccion de necrosis vascular (Grogan y Walker, 1948).
Dicho sintoma fue confirmado (Drijthout, 1978) mostrando que el gen / es el responsable de la
reaccion necroética cuando es infectado con las cepas NL 2 y NL 6 de BCMV vy todas las cepas de
BCMNV, NL 3, NL 5 y NL 8. Adicionalmente, se encontr6 que todas las cepas de BCMNYV pueden
causar necrosis por debajo de los 26°C, contrario a las cepas de BCMV que necesitan esta
temperatura para la expresion de dicho sintoma. El mecanismo de resistencia a las cepas necroticas
es una respuesta hipersensitiva, en donde el gen / previene los sintomas de mosaico. La inmunidad
completa a las diferentes cepas de BCMV y BCMNYV fue encontrada en la linea IVT 7214, que

poseia el gene recesivo bc-3.

El BCMV, es transmitido por semilla en el frijol tépari. Cuatro accesiones de este cultivo: PI
200749, PI 310800, PI 310802, PI 321637, fueron reportadas por transmitir el virus con indices
entre 7 a 22%. Las 15 accesiones evaluadas fueron susceptibles a la infeccion con las 3 cepas de
virus, dos de ellas provenientes del estado de Nueva York, E.E. U.U.: NY67-85 y NY 68-95; y
una cepa proveniente de México. Se encontrd que el virus es acarreado en el embrion de la semilla,

pero no en la testa (Provvidenti y Cobb, 1975).
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IV-MATERIALES Y METODOS

IV.1-Seleccion de cepas de Bradyrhizobium

Las evaluaciones de seleccion de cepas de Bradyrhizobium fueron conducidas en invernadero en
la Estacion de Investigacion de Agricultura Tropical (USDA-ARS-TARS en Mayagiiez, PR)
localizada 18°12"28.5"N y 6°08'18.2"0. Las cepas de Bradyrhizobium USDA 110 (B.
diazoefficiens), USDA 94 (B. elkanii), USDA 3254 (B. elkanii), USDA 3 (B. japonicum), USDA
76 (B. elkanii), USDA 73 (B. japonicum), USDA 122 (B. japonicum), USDA 123 (B. japonicum),
EAPBAN (Bradyrhizobium spp.) y EAP 1001 (Bradyrhizobium spp.) fueron utilizadas para
inocular 20 genotipos de tépari (Tabla 1), seleccionados de la coleccidon internacional del Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) y 5 controles: TARS-Tep 22 y 4 genotipos of caupi

(Vigna unguiculata ) seleccionados basados en su rendimiento en el campo (David et al., 2010).

Las semillas fueron mecanicamente escarificadas y desinfectadas con cloro al 5% (v/v) y
sembradas en bancos con arena previamente esterilizada con cloro al 20% (v/v). Las plantas fueron
inoculadas de forma individual en la base del tallo con inoculante liquido de cada cepa, utilizando
1 ml/planta a una concentracién de 10° células de rhizobios/ml a los 4 dias después de siembra.
Para la preparacion del inoculo, se utilizaron cultivos puros de cada una de las cepas, crecidas
durante 72 horas en placas petri con medio Agar Levadura Mannitol (YMA-SIGMA-Aldrich Co.,

St. Louis, MO, E.E. U.U.) conteniendo 10 g of mannitol, 0.5 g K;HPO4, 0.2 g
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Tabla 1. Caracteristicas de los genotipos inoculados con diferentes cepas de Bradyrhizobium en
Mayagiiez, Puerto Rico, 2014.

Peso 100

Genotipo Especie Pais Color de semilla semillas

(2
G40010% P.acutifolius El Salvador Blanco 14.5
G40022A P.acutifolius E.E. U.U. Rosado 16.2
G40035 P.acutifolius México Negro 10.5
G40036 P.acutifolius Meéxico Negro 12
G40078 P.acutifolius EE. UU. Crema/negro/otro 1.9
G40087 P.acutifolius México Crema/negro/otro 4.2
G40107 P.acutifolius Meéxico Crema/negro/otro 5.2
G40122 P.acutifolius Zambia Blanco 17.8
G40128 P.acutifolius México Blanco 13.7
G40177D P.acutifolius E.E. U.U. Crema/amarillo 9
G40177E3 P.acutifolius E.E. U.U. Crema/negro/otro 4.8
G40179 P.acutifolius E.E. U.U. Crema/negro/otro 2.8
G40198 P.acutifolius E.E. U.U. Crema/negro/otro 4.3
G40207 P.acutifolius E.E. U.U. Crema/negro/otro 1.7
G40222 P.acutifolius EE. UU. Crema/negro/otro 2.5
G40232 P.acutifolius Meéxico Crema/café 15.9
G40235 P.acutifolius Crema/negro/otro 3.2
G40258 P.acutifolius Meéxico Crema/negro/otro 2.8
G40295 P.acutifolius Meéxico Crema/negro/otro 4.1
G40301 P.acutifolius Zimbawbe Blanco 10.9
Controles
TARS-Tep
22 P.acutifolius Blanco 11.5
524B Vigna unguiculata EE. UU. Crema 18
Apagbaala Vigna unguiculata Africa oeste Blanco 11
IFE Brown Vigna unguiculata Africa oeste Café 11
Mouride Vigna unguiculata Africa oeste Café 14

% Accesiones de germoplasma de la coleccion de frijol tépari de CIAT.

MgS04.7H20, 0.1 g NaCl, 0.5 g extracto de levadura, 10 g de agar y 1 litro de agua a pH 6.8,

autoclavado a 121°C y 15 psi (Somasegaran y Hoben, 1994).

Las colonias fueron transferidas individualmente a Caldo Levadura Manitol (YMB- SIGMA-

Aldrich Co., St. Louis, MO, E.E. U.U.), con los mismo constituyentes del YMA (sin agar) y
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cultivado en agitacion constante durante 72 horas a 160 rpm en un agitador (Innova 2000-New
Brunswish Scientific, Edison, NJ, E.E. U.U.) a temperatura ambiente. Previo a la inoculacion, se
contaron las colonias con un hemacitometro (1/4000 mm?, Hausser Scientific, Horsham, PA, E.E.
U.U.) para asegurar el indculo minimo requerido para tener infeccion (10° células/ml) y la misma
concentracion de cada cepa. Solucion nutritiva libre de nitrogeno (Broughton y Dilworth, 1970;
Somasegaran and Hoben, 1994) fue aplicada desde el dia de la inoculacion hasta el dia de la toma
de datos (4 semanas después de siembra). Numero de nodulos, peso fresco y seco (mg) de cada
unidad experimental fueron evaluados. Para los pesos, se corto la parte vegetativa de cada planta
en la base del tallo, las raices se removieron cuidadosamente de la arena con una pala manual y se
lavaron con agua. Los nddulos fueron separados de las raices con pinzas, se contaron y se
almacenaron en tubos de 2 ml para ser pesados en una balanza de precision (Mettler Toledo,
AB104-S/FACT). El experimento se arregld en un disefio de bloques completamente al azar
(RCBD) con un total de 3 bloques y 3 plantas en cada unidad experimental, para cada cepa. Los
datos fueron analizados usando un ANOVA vy la prueba de la Diferencia Minima Significativa
(DMS-P<0.05) usando el programa estadistico Infostat®. Para cada una de las cepas se practico
dos andlisis, incluyendo y excluyendo los controles de las otras especies, con el objetivo de
observar el desempeno de las cepas con las diferentes especies y el desempefio de las cepas

especificamente con el frijol tépari.
IV.2-Seleccion de genotipos de frijol tépari

Se evaluaron 182 genotipos de frjiol tépari (Phaseolus acutifolios A.Gray) de la coleccion de
germoplasma de Phaseolus spp. de CIAT (Tabla 2), y 25 genotipos de tépari del programa de
mejoramiento de USDA-ARS-TARS. De los 182 genotipos de la coleccion de germoplasma de

CIAT, 110 fueron accesiones cultivadas, 6 semi-domesticados y 66 silvestres, categorias que se
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definieron por el peso y caracteristicas morfologicas de la semilla. Las plantas fueron inoculadas

con una mezcla de 2 cepas superiores, seleccionadas en el estudio previo por tener los valores mas

altos en niimero de nodulos y peso. La misma metodologia para la preparacion de indculo del

experimento anterior y los mismos parametros de evaluacion, fueron utilizados.

Tabla 2. Genotipos de la coleccion de CIAT, peso de 100 semillas (g), pais de origen y region,
evaluados para identificar genotipos superiores, por sus valores de nodulacion inoculados con
las cepas USDA 110 + USDA 3254 de Bradyrhizobium en Mayagiliez, Puerto Rico, 2014.

Peso Peso

I e
(2) (2

G40001 16.1 Meéxico Veracruz G40176 16.4 E.E. U.U. Arizona
G40006B 15.2 México Chiapas G40177A 8.6 E.E. U.U. Arizona
G40008 16.8 Marruecos - G40177A1 10.5 E.E. U.U. Arizona
G40009 16 El Salvador Santa Ana G40177A2 9.8 E.E. U.U. Arizona
G40010 14.5 El Salvador San Miguel G40177B1 10.1 E.E. U.U. Arizona
G40012 14.2 Nicaragua Chinandega G40177C 8 E.E. U.U. Arizona
G40013A 143 Nicaragua Rivas G40177D 9 E.E. U.U. Arizona
G40013D 14.8 Nicaragua Rivas G40177E 8.2 E.E. U.U. Arizona
G40018 14.7 Meéxico Chiapas G40177E1 6 E.E. U.U. Arizona
G40020 13.9 Meéxico Sonora G40177E2 12.5 E.E. U.U. Arizona
G40021 13.8 Meéxico Jalisco G40177E3 4.8 E.E. U.U. Arizona
G40022 15.3 E.E. U.U. Arizona G40177F 9 E.E. U.U. Arizona
G40022A 16.2 E.E. U.U. Arizona G40177G 10.7 E.E. U.U. Arizona
G40023 15.8 E.E. U.U. Arizona G40179 2.8 E.E. U.U. Arizona
G40025 18.4 E.E. U.U. Arizona G40181 2.9 E.E. U.U. Arizona
G40028 14.8 E.E. U.U. - G40189 3.3 México Michoacan
G40029 16.7 E.E. U.U. - G40191 2.8 E.E. U.U. N. México
G40030 18.2 E.E. U.U. Arizona G40192 6.2 México Sonora
G40032 15.2 Guatemala Zacapa G40194 6.4 México -
G40034 14.9 México Nayarit G40196 4.3 E.E. U.U. Texas
G40035 10.5 Meéxico Oaxaca G40198 43 E.E. U.U. Texas
G40036 12 Meéxico Oaxaca G40199 4.4 México Zacatecas
G40037 16.8 E.E. U.U. Arizona G40200 14.5 Costa Rica Guanacaste
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G40037A
G40038
G40039
G40040
G40041
G40042
G40043
G40057
G40058
G40060
G40061
G40066A
G40067
G40068
G40073
G40074
G40076
G40078
G40081
G40082
G40083
G40087
G40089
G40095
G40096
G40100
G40103
G40105
G40106
G40107
G40108
G40110
G40111
G40112

17.5
14.2
13.7
17.4
15.5
20.6
15.4
16.9
12.7
13.8
13.3
15.9
17.6
18
42
6
2.9
1.9
23
3.8
43
42
4.4
3.6
3.7
48
4
3.8
6.3
42
3.2
15
16.3
16.1

E.E. U.U.
Meéxico
Meéxico

E.E. U.U.
Surafrica

E.E. U.U.

Nicaragua

El Salvador
El Salvador
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
México
México
E.E. U.U.
E.E. U.U.
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
Meéxico
Meéxico
Meéxico
Meéxico

Meéxico

Arizona
Sonora
Chiapas
Arizona
Nebraska
San Miguel
Sonsonate
Arizona
Arizona
Arizona
Sonora
Sonora
N. México
Texas
Durango
Chihuahua
Durango
Durango
Durango
Durango
Durango
Durango
Sinaloa
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Durango
Campeche
Campeche

Durango
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G40201
G40202
G40204
G40206
G40207
G40212
G40213
G40213A
G40221
G40222
G40224
G40227
G40228
G40231
G40232
G40233
G40234
G40235
G40236
G40237
G40237A
G40238
G40245
G40248
G40258
G40258A
G40261
G40262
G40269
G40270
G40271
G40272
G40273
G40274

13.9
2.9

4.4
1.7
23
1.9
24
2.2
2.5
1.7

23
1.7
15.9
2.2
21.6
3.2
2.1
17.1

16.2
2.6
2.2
2.8
2.8
1.9

15.5
15.9
19
15.5
2.2
54

Costa Rica
México
E.E. U.U.
México
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
México
E.E. U.U.
E.E. U.U.
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México

México

Guanacaste
Durango
Arizona
Durango
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Chiapas
Arizona
Wyoming
Durango
Coahuila
Coahuila
Coahuila
Michoacan

Chihuahua

Chiapas
Chiapas
Chiapas
Sonora
Chihuahua
B. Calif. Sur



G40113 24 E.E. U.U. Arizona G40275 15 México Sonora

G40115 7.4 Meéxico Sonora G40276 14.4 México Sonora
G40116 7.4 Meéxico Sonora G40277 15.2 México Sonora
G40117 23 E.E. U.U. - G40279 15.2 México Sonora
G40119 14.2 Meéxico Oaxaca G40282 18.2 E.E. U.U. Arizona
G40120 15.8 Meéxico Sinaloa G40283 16.2 E.E. U.U. Arizona
G40122 17.8 Zambia Prov. Este G40284 27.2 E.E. U.U. Arizona
G40125 16.3 Meéxico Sinaloa G40285 2.7 México Veracruz
G40127 13.9 Meéxico Sinaloa G40289 3 México Sonora
G40128 13.7 Meéxico Sinaloa G40290 3.7 México Sinaloa
G40129 13.4 México Sinaloa G40294 4.6 México Sinaloa
G40130 12.6 México Sinaloa G40295 4.1 México Sinaloa
G40138 13 México Sinaloa G40296 6 México Sinaloa
G40140 13.7 Meéxico Sinaloa G40297 5.2 México Sinaloa
G40141 13.5 Meéxico Sinaloa G40298 4 México Guerrero
G40142 16.8 Meéxico Sonora G40299 12.6 Guatemala Guatemala
G40142A 15.2 Meéxico Sonora G40300 13.2 El Salvador Santa Ana
G40143 13.4 México Sonora G40301 10.9 Zimbabue Manicaland
G40144 13.2 México Sonora G40302 9.2 Zimbabue Mashonaland
G40144A 15.2 Meéxico Sonora G40303 13.9 Nicaragua Rivas
G40144B 16.3 Meéxico Sonora G40304 17.2 E.E. U.U.

G40144C 13.7 Meéxico Sonora 42578 Tep 6°

G40145 13.8 Meéxico Sonora 4263 Tep 23

G40146 14.4 Meéxico Sonora 4279 Tep 23

G40147 14.6 Meéxico Sonora 4288 Tep 6

G40148 16.4 Meéxico Sonora 9800-1 14.2 Tep 23 x 10IS-2423
G40149 13.4 Meéxico Sonora 9800-2 11.5 Tep 23 x 10IS-2423
G40150 13.6 Meéxico Sonora 9801-1 16.9 Tep 23 x 10IS-2423
G40151 143 Meéxico Sonora 9801-2 17.4 Tep 23 x 10IS-2423
G40152 15.1 México Sonora 9803-1 16.4 Tep 4 (T-1-s) x PR1217-17
G40153 16.6 México Sonora 9805-1 17.3 Tep 6 x PR1217-20
G40154 14.9 México Sonora 9805-2 16.9 Tep 6 x PR1217-20
G40156 17 México Sonora 9806-1 16.7 Tep 6 x PR1217-20
G40157 15.5 Meéxico Sonora 9807-1 14.2 Tep 22 x VAX 6
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G40158A 16.8 Meéxico Sonora 9807-2 17.9 Tep 22 x VAX 6

G40160 16.4 Meéxico Sonora 9808-1 13.6 Tep 23 x 10IS-2423
G40162 15.8 Meéxico Sonora 9808-2 17.4 Tep 23 x 10IS-2423
G40163 14.1 México Sonora 9809-1 11.1 Tep 23 x 101S-2423
G40164 14.7 México Sonora 9809-2 12.2 Tep 23 x 101S-2423
G40165 14.5 Meéxico Sonora 9811-1 10.3 Tep 6 x PR1217-16
G40166 143 Meéxico Sonora 9810-1 17.1 Tep 22 x 10IS-2423
G40173 15 Meéxico Sonora 9811-2 16.9 Tep 6 x PR1217-16
G40173A 19.3 Meéxico Sonora 9812-1 17.3 Tep 6 x PR1217-16
G40173C 16.1 Meéxico Sonora 9812-2 17.2 Tep 23 x PR1217-17
G40174 15.6 México Sonora 9813-1 16.8 Tep 23 x PR1217-17
G40175 18.6 E.E. U.U. Arizona 9813-2 17.1 Tep 23 x PR1217-17

B lineas 12SH del programa de mejoramiento del USDA-ARS-TARS, © Pedigree de las lineas; - informacién
desconocida.

Un segundo experimento, realizado en las mismas instalaciones en USDA—-ARS-TARS, en bancos
con arena, con los genotipos cultivados del Panel de Diversidad de Tépari (TDP), fue conducido
(Tabla 3), incluyendo genotipos de la coleccion internacional de CIAT y USDA, inoculados con
la cepa USDA 3254. Los mismos procedimientos fueron utilizados para preparacion de indculo,
control de calidad e inoculacion descritos anteriormente, con la cepa que tuvo los valores mas altos
para los parametros evaluados en la seleccion de cepas. En este experimento se incluyeron 151
lineas cultivadas, 7 lineas silvestres, 3 lineas mejoradas del programa de USDA-ARS-TARS y la
variedad ‘Verano’. Se analizaron las raices de las plantas a los 21 dias después de la inoculacion
extrayendo la raiz con una pala manual y se tomaron los datos de nédulos de 0 a 3 cm (area de la
corona) y de 3 a 10 cm (resto de la raiz), en ambas secciones se conto la cantidad de nddulos y el
peso fresco y seco de los nodulos (mg). Ambos experimentos fueron sembrados arreglados en un

diseiio de bloques completamente al azar (RCBD), con 3 bloques y 4 plantas de cada genotipo en
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cada bloque. Los datos fueron analizados usando un ANOVA vy la prueba de la Diferencia Minima

Significativa (DMS-P<0.05) usando el programa estadistico Infostat®.

Tabla 3. Genotipos cultivados del panel de diversidad de tépari (TDP), pais y region, evaluados
para identificar genotipos superiores por sus caracteristicas de nodulacion con la cepa USDA 3254
en Mayagiiez, Puerto Rico, 2014.

Genotipo Pais Region Genotipo Pais Region
G40001 México Veracruz G40172 E.E. U.U. Arizona
G40006B México Chiapas G40173 México Sonora
G40008 Marruecos - G40173A México Sonora
G40009 El Salvador ~ Santa Ana G40173B M¢éxico Sonora
G40010 El Salvador  San Miguel G40173C M¢éxico Sonora
G40012 Nicaragua  Chinandega G40174 M¢éxico Sonora
G40013A Nicaragua Rivas G40175 E.E. U.U. Arizona
G40013D Nicaragua Rivas G40176 E.E. U.U. Arizona
G40018 México Chiapas G40177A E.E. U.U. Arizona
G40019 México Oaxaca G40177A1 E.E. U.U. Arizona
G40020 México Sonora G40177A2 E.E. U.U. Arizona
G40021 México Jalisco G40177B1 E.E. U.U. Arizona
G40022 E.E. U.U. Arizona G40177C E.E. U.U. Arizona
G40022A E.E. U.U. Arizona G40177D E.E. U.U. Arizona
G40023 E.E. U.U. Arizona G40177E E.E. U.U. Arizona
G40025 E.E. U.U. Arizona G40177E2 E.E. U.U. Arizona
G40028 E.E. U.U. - G40177E3 E.E. U.U. Arizona
G40029 E.E. U.U. - G40177F E.E. U.U. Arizona
G40030 E.E. U.U. Arizona G40177G E.E. U.U. Arizona
G40032 Guatemala Zacapa G40200 Costa Rica  Guanacaste
G40034 México Nayarit G40201 Costa Rica  Guanacaste
G40035 Meéxico Oaxaca G40206 Meéxico Durango
G40036 México Oaxaca G40228 E.E. U.U. Arizona
G40037 E.E. U.U. Arizona G40229 E.E. U.U. Arizona
G40037A E.E. U.U. Arizona G40230 E.E. U.U. Arizona
G40038 México Sonora (G40232 Meéxico Chiapas
G40039 México Chiapas (G40234 E.E. U.U. Wyoming
G40040 E.E. U.U. Arizona G40237 México Coahuila
G40041 Surafrica - G40237A México Coahuila
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G40042
G40043
G40057
G40058
G40059
G40060
G40061
G40062
G40066A
G40067
G40068
G40110
G40111
G40112
G40119
G40120
G40122
G40125
G40127
G40128
G40129
G40130
G40138
G40140
G40141
G40142
G40142A
G40143
G40144
G40144A
G40144B
G40144C
G40145
G40146
G40147
G40148

E.E. U.U.

Nicaragua

El Salvador
El Salvador
El Salvador
Nicaragua
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
México
México
México
México
México
Zambia
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México

México

Nebraska

San Miguel
Santa Ana

Sonsonate
Arizona
Arizona
Arizona

Campeche

Campeche
Durango
Oaxaca

Sinaloa

Provincia E.

Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora

Sonora
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G40238
G40261
G40263
G40269
G40270
G40271
G40272
G40273
G40275
G40276
G40277
G40279
G40282
G40283
G40284
G40299
G40300
G40301
G40302
G40303
G40304
P1 440785
P1440792
P1440793
P1440798
P1 440800
P1 440801
P1440802
P1 440805
P1 440806
P1 458873
P1 458874
P1462026
PI 476858
P1477033
P1 477035

México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
Guatemala
El Salvador
Zimbabue
Zimbabue
Nicaragua
E.E. U.U.
México
México
México
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
México
E.E. U.U.
E.E. U.U.

Coahuila
Veracruz
Sonora
Chiapas
Chiapas
Chiapas
Sonora
Chihuahua
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Arizona
Arizona
Arizona
Guatemala
Santa Ana

Manicaland

Mashonaland

Rivas
Sonora
Sonora
Sonora

Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Maryland
Puerto Rico
Arizona
Sonora
Arizona

Arizona



G40149 México Sonora P1477036 E.E. U.U. Arizona
G40150 México Sonora P1477038 E.E. U.U. Arizona
G40151 México Sonora P1440795 México Sonora
G40152 México Sonora P1 527335 E.E. U.U. Arizona
G40153 México Sonora P1 535224 E.E. U.U. Puerto Rico
G40154 México Sonora P1 535227 E.E. U.U. Puerto Rico
G40156 México Sonora P1535233 E.E. U.U. Puerto Rico
G40157 México Sonora P1 549447 México -

G40158A México Sonora P1638833 México -
G40159 México Sonora P1653254 E.E. U.U. N. México
G40160 México Sonora P1 638925 E.E.U.U.  Washington
G40161 México Sonora P1 638926 E.E.U.U.  Washington
G40162 México Sonora W6 32480 E.E. U.U. Nebraska
G40163 México Sonora W6 32481 E.E. U.U. Nebraska
G40164 México Sonora W6 32483 E.E. U.U. Nebraska
G40165 México Sonora W6 32485 E.E. U.U. Nebraska
G40166 México Sonora

IV.3-Evaluacion de poblaciones interespecificas por su nodulacion con cepas de

Bradyrhizobium

Lineas avanzadas de dos fuentes de poblaciones interespecificas: INB (68 lineas con los padres
recurrentes mesoamericanos desarrolladas en CIAT) y lineas de la Universidad de Saskatchewan
(60 lineas con el padre recurente andino, NY5-161), y sus respectivos padres, fueron evaluados
con una mezcla de las cepas USDA 110 y USDA 3254 de Bradyrhizobium. Para esto, se sembro
las lineas en los bancos con arena y con las técnicas de inoculacion descritas para los experimentos

anteriores.

Se aport6 a las plantas solucidon nutritiva libre de nitrégeno (Broughton y Dilworth, 1970;

Somasegaran y Hoben, 1994) y se controlo las plagas y enfermedades de la forma requerida. A la
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floracion (aproximadamente 30 dias después de siembra), se extrajo las raices de las plantas para
la evaluacion de la nodulacion, por su cantidad (nimero de nodulos), peso (mg) y tamano. Los
datos fueron analizados mediante un ANOVA vy la prueba de DMS (P < 0.05) con el programa

Infostat®.

Se selecciond aleatoriamente nodulos para analizar la correspondencia entre la cepa establecida
con la cepa inoculada, a través de las secuencias del gen recA. Adicionalmente, se tomo6 un noédulo
de cada planta infectada, se desinfecté y colocé en medio YMA + Azul de Bromotimol a una
concentracion de 0.0025 (v/v) para observar la velocidad del crecimiento y la correspondencia con
los géneros Rhizobium/Bradyrhizobium por los cambios de coloracion en el medio, tomando en
cuenta que las bacterias de Rhizobium acidifican el medio y lo tornan amarillo y las cepas de

Bradyrhizobium lo alcalinizan tornandolo azul.

Para estas lineas se evalud la presencia de los marcadores SCAR, SR2 (gen recesivo bgm 1), SW12
(QTL mayor de resistencia al BYGMYV), SW13 (gen I- BCMV), PvelF4E? (bc-3, BCMV), SAP6
(QTL-CBB), SU91 (QTL-CBB). Para dichas evaluaciones se desinfectd 4 semillas de cada linea
por 30 segundos con etanol 70% (v/v), hipoclorito de sodio 5% (v/v) y 3 lavados con agua
destilada. Se secaron y pusieron a germinar en recipientes plasticos con papel himedo cubiertos
con papel aluminio durante 72 horas. De cada linea se cortd tejido de la hoja primaria de
aproximadamente 2 mm? usando una pinza de punta fina y desinfectdndola entre cada muestra con
etanol 70% (v/v). Se siguio un protocolo de extraccion rapida de ADN, colocando el tejido en
platos, donde se agregd 40 ul de 0.25M NaOH a cada muestra. Se cubrié con una ldmina de silicon
estéril y se coloco en un plato térmico (Digital Head Block, Benchmark, Edison, NJ, E.E. U.U.)

precalentado previamente a 95°C durante 2 minutos. Se removid la lamina de silicon y se agregd
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60 pul de 0.5M Tris-HCI (pH 8.0) a cada muestra. Se colocaron nuevamente en el plato térmico

durante 2 minutos y después en hielo para su uso en PCR.

Para cada una de las reacciones de PCR se utilizé una mezcla maestra estandar con 13.5 pl de H>O
grado HPLC, 5 pul 5x Gotaq® Flexi Buffer, 2.5 ul 25mM MgCly, 0.5 pl 2 mM dNTP’s, 0.5 ul
iniciador F, 0.5 pl iniciador R, 0.5 pl GoTaq® ADN polimeresa y 2 pul ADN. Para el marcador SR2
se utilizé un protocolo de PCR de 34 ciclos (10s a 94°C, 40s a 60°C, 120s a 72 °C), 5 min 72°C,
para el marcador SW12 se uso6 30 ciclos (30s a 94°C, 30s a 70°C, 60s a 72 °C), 5 min 72°C, para
el marcador SW13 fueron, 34 ciclos (10s a 94°C, 40s a 67°C, 120s a 72 °C), 5 min 72°C. Para el
marcador SU91 se utilizd, 34 ciclos (10s a 94°C, 40s a 58°C, 120s a 72 °C), 5 min 72°C, para el
marcador SAP6 se uso 34 ciclos (10s a 94°C, 40s a 55°C, 120s a 72 °C), 5 min 72°C y para el
marcador PvelF4E? fueron 40 ciclos (20s a 94°C, 20s a 59°C, 20s a 72 °C). Para la restriccion
enzimatica de este marcador se utilizd 7 pl de H>O grado HPLC, 4 nul de producto de PCR, 1 pl
10x Thermo Scientific Tango Buffer®, 0.5 ul enzima Rsal Thermo Scientific®, y se colocé a 37 °C
durante 3 horas. Todas las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (Techne TC-412,
Keison, Londres, Inglaterra). La amplificacion de las bandas fue visualizada en geles de agarosa
al 1% (p/v) + tinte SYBR Safe DNA (0.05% p/v) (Invitrogen by /ife Technologies, Carlsbad, CA,

E.E. U.U.).
IV.4-Evaluacion de nodulacion de aislados de Puerto Rico en frijol tépari

Para obtener aislados de Puerto Rico, se recolecto suelo de la Subestacion Experimental Agricola
de Corozal (18°19'58.87" N, 66°18'36.2" O), La subestacion Experimental Agricola Juana Diaz
(18°01'11.18" N, 66°28'46.77" O) y la subestacion Experimental Agricola Isabela (18°27'47.68"

N, 67°03'04.40" O). Sub-muestras de suelo de las 3 localidades se colocaron en maceteros y se
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sembr6 una mezcla de semillas de diferentes genotipos de tépari. No se aplicd ningln tipo de
fertilizante, se mantuvo el suelo himedo segun lo requirid y a la floracidn, se extrajo las raices de

las plantas y se lavaron cuidadosamente para observar la posible formacion de nddulos.

Los nddulos formados se desinfectaron en el laboratorio con etanol 70% (v/v) durante 30 segundos,
hipoclorito de sodio 5% (v/v) durante 2 minutos y 3 lavados con agua doblemente destilada, se
maceraron y sembraron en medio YMA. Se purificaron las colonias crecidas con el método de
estriado y Rojo Congo a una concentracion de 0.005 (v/v) durante los siguientes 14 dias, hasta

obtener cultivos puros (Somasegaran y Hoben, 1994).

En conjunto con los demas aislados (Tabla 4), se evaluaron los aislados de Puerto Rico por sus
caracteristicas morfolédgicas, creciendo colonias de cultivos puros en medio YMA, YMA + CR
(Rojo Congo), YMA + BB (Azul de Bromotimol) (Apéndice 1). De cada aislado se cultivo platos
con los diferentes tipos de medio, con el método de estriado y cuando se observo el crecimiento
de colonias individuales se midid la forma (cénica, plana, abovedada), color (blanco, blanco opaco,
traslucido, aparicion de estructuras rojas con la edad), textura y apariencia (densidad, gomosidad,
firmeza y brillo), didmetro promedio de la colonia (mm), reaccion a CR en la oscuridad

(absorbancia, no absorbancia, coloracion rosada), reaccion a BB (acidez o alcalinidad).

Para evaluar el desempeiio de estas cepas con el frijol tépari, se establecié un ensayo en la
Subestacion Experimental Agricola de Juana Diaz en un sistema de bancos con arena. Para esto,
se seleccionaron los genotipos G40001, G40022A, G40029, G40041, G40060, G40066A,
G40111, G40173 y la linea del programa de mejoramiento de USDA-ARS-TARS 12SH-9806-1.
Se selecciond una cepa de cada localidad y se utilizd como control la cepa USDA 3254. Se

escarificaron mecanicamente todas las semillas y se sembraron directamente en la arena, las cuales
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se inocularon a los 7 dias después de la siembra en la base del tallo con inoculante liquido de cada
cepa, crecidos en medio liquido YMA en agitacion constante durante 72 horas y estandarizado a
una concentracion uniforme de 10° células/ ml. Cada cepa se distribuyo en 4 bancos diferentes para

evitar contaminacion entre las 4 cepas.

Las raices de las plantas se extrajeron con una pala manual a los 21 dias después de la inoculacion
y se lavaron para el analisis de los nodulos. Se evalu6 el nimero de nddulos, el peso fresco (mg),
el (diametro mm) y la distancia entre la corona y el primer nddulos formado (cm). De cada genotipo
se analizaron 4 plantas con cada una de las cepas. Los datos fueron analizados mediante un

ANOVA vy la prueba de DMS (P < 0.05) con el programa Infostat®.

IV.5-Evaluacion de lineas superiores de tépari e interespecificas en condiciones de campo.

Las lineas de tépari que resultaron superiores en las evaluaciones, en conjunto con las lineas
superiores de ambas poblaciones interespecificas, fueron evaluadas en un experimento en el campo
en la Subestacion Experimental Agricola de Isabela. El experimento se establecié en una parcela
con un pH de 5.1 y un contenido de materia organica del 2.38% (Apéndice 2). De las lineas
evaluadas de CIAT y las dos poblaciones interespecificas INB y SK, con cepas de Bradyrhizobium,
se tomaron lineas con los valores superiores e inferiores en el nimero de nédulos y peso de nodulos
(mg). De las lineas INB se evaluaron las lineas INB 809, INB 817, INB 826, INB 829, INB 835,
INB 846, INB 848, INB 873 y algunos de los parentales: ‘ICA Pijao’ y G40001. De la poblacion
SK se evaluaron las lineas A-5-6, A-5-10, B-11-8, D-6-12, E-10-3, y los parentales de tépari: SK
tepary gray, SK tepary gold. Las lineas contrastantes de la coleccion de CIAT incluyeron G40025,
G40028, G40037A, G40144, G40165 y G40177E; y los cultivares de frijol comun con habilidad

de FBN conocida: ‘Verano’, TARS-LFR1 e IBC 301-204.
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La siembra se realizé en noviembre de 2014 de forma manual, colocando la semilla previamente
inoculada en el fondo del surco y tapando de inmediato. La inoculacion se hizo con inoculante
solido a base de turba (American Peat Technology, LLC, MN, E.E. U.U.). Para la inoculacion se
colocaron las semillas en platos petri individuales con el inoculante de la cepa USDA 3254 y
USDA 110, los cuales fueron crecidos individualmente en medio YMB (con la misma metodologia
de los experimentos anteriores) y cuando alcanzaron 10° células/ ml, se mezclaron en partes iguales
con turba previamente esterilizada, a razon de 1 litro de indculo para cada kilogramo de turba. Las
semillas se inocularon adicionando 3 gramos de inoculante a la semilla previamente humedecida
con agua estéril. Las semillas inoculadas se mantuvieron en refrigeracion a 6 C durante la noche
hasta el momento de la siembra, para evitar una disminucion del rizobio. Inmediatamente después
de la siembra se realiz6 un riego para garantizar la humedad del suelo y mantener la viabilidad del
indculo. No se realizoé fertilizacion quimica al suelo para evitar el aporte de nitrogeno que pudiera

impedir la nodulacion.

A los 12 dias después de siembra, se realizd una segunda inoculacion con inoculante liquido
constituido por las mismas dos cepas, multiplicadas en YMB y diluido con agua estéril a la
concentracién de 107 células/ml, previniendo la posible disminucién de células debido a
condiciones desfavorables para el rhizobio. Se aplic6 el inoculante liquido en el area alrededor de
la base del tallo de las plantas aproximadamente 2 ml de indculo/planta, en las horas frescas de la

tarde, para garantizar un ambiente adecuado para la infeccion.

A los 40 dias después de la siembra, se evaluaron las caracteristicas de nodulacion, tomando en
cuenta el nimero de nddulos, la ubicacion de los mismos y el color. Se cont6 el nimero total de
nddulos, se utilizé una escala de 1-3 para la ubicacion, siendo 3= en la corona, 2= lateral y menos

cerca de la corona, 1= en las raices mas lejanas a la corona. Para el color se utiliz6 igualmente una

31



escala de 1-3, siendo 3=nodulos rosados, 2=nddulos predominantemente rosados pero con algunos
verdes o amarillos, 1=n6dulos verdes o amarillos. Se tom6 una valoracion agronomica general del
aspecto de la planta en una escala de 1-5, siendo 5= plantas verdes y vigorosas, 3= plantas verdes
pero relativamente pequefias, 1= plantas clorodticas, pequeias y sin vigor. La valoracion

agrondémica se tomo considerando el vigor y crecimiento tipico de ambas especies.

El experimento consistio en un total de 3 bloques con inoculacion. En cada bloque se orden6 un
surco de 1 m de cada genotipo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA vy la prueba de DMS

(P < 0.05) con el programa Infostat®.
IV.6-Secuenciacion de genes nodC, recA 'y atpD

Cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium (Tabla 4) utilizadas para la evaluacion de germoplasma,
incluyendo cepas provenientes de la coleccion de USDA, CIAT, Programa de Investigaciones de
Frijol (PIF) Honduras y aislados de Puerto Rico, fueron crecidos en tubos estériles conteniendo 5

ml de YMB, durante 72 horas y con agitacion constante.

El ADN de las cepas fue purificado con el kit para purificacion de microbios UltraClean® (MO
BIO Laboratories, Inc.). Se cuantificd con un fluorémetro (Quantus, Promega, San Luis Obispo,
CA, E.E. U.U.) y la calidad fue verificada con un gel de agarosa al 1% (p/v) + tinte SYBR Safe

DNA (0.05% p/v) (Invitrogen by life Technologies, Carlsbad, CA, E.E. U.U.).

Un total de 17 iniciadores fueron utilizados en 13 combinaciones diferentes usando diferentes
perfiles en PCR (Tabla 5). Para la mezcla maestra de las diferentes reacciones de PCR se utilizo
13.5 pl de H2O grado HPLC, 5 pl 5% Gotaq® Flexi Buffer, 2.5 ul 25mM MgCl,, 0.5 pl 2 mM

dNTP’s, 0.5 ul iniciador F, 0.5 pl iniciador R, 0.5 ul GoTaq® ADN polimeresa y 2 pl ADN a una
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concentracion estandarizada de 30 pg/pl. Todas las reacciones de PCR se realizaron en un

termociclador (C1000 Touch, BIO-RAD, CA, E.E. U.U.).

Tabla 4. Género, especie, y fuente de las cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium utilizadas en los
experimentos en Mayagiiez, Puerto Rico, 2014.

Cepa Género Especie Otros codigos Referencia o fuente
USDA 1105 Bradyrhizobium  diazoefficiens TAL 102, SEMIA 5032 Delamuta et al. 2013
USDA 94 Bradyrhizobium  elkanii JCM 10832 Van Berkum et al. 2012
USDA 3254 Bradyrhizobium elkanii Van Berkum et al. 2012
USDA 76 Bradyrhizobium  elkanii JCM 20931, IAM 13629 Delamuta et al. 2013
USDA 73 Bradyrhizobium  japonicum Van Berkum ef al. 2012
USDA 122 Bradyrhizobium  japonicum IITA2126, BCRC 13533 Van Berkum et al. 2012
USDA 123 Bradyrhizobium  japonicum NIFTAL 376, BCRC 13529 Van Berkum et al. 2012
USDA 3 Bradyrhizobium  japonicum Van Berkum ef al. 2012
EAPBAN Bradyrhizobium  spp. PIF

EAP 1001 Bradyrhizobium  spp. PIF

CIAT 632 Rhizobium etli TAL 1383 CIAT

CIAT 899 Rhizobium tropici USDA 9030, UMR 1899, TAL 1797  Ormefio-Orillo et al. 2012
CR 477 Rhizobium tropici PIF

UPR 2010 Bradyrhizobium  spp. C. Estevez de Jensen
Corozal Bradyrhizobium  spp. A.G. Vargas, 2014
Juana Diaz Bradyrhizobium  spp. A.G. Vargas, 2014
Isabela Bradyrhizobium  spp. A.G. Vargas, 2014

$USDA= cepas del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA-Agricultural Research Service National
Rhizobium Resource Collection), PIF= Programa de Investigaciones en Frijol de Zamorano, CIAT= Centro Internacional de
Agricultura Tropical

Los productos fueron purificados directamente del producto de PCR, en los casos donde una banda

individual fue visualizada usando el kit para purificacion de PCR (Qiagen, Valencia, CA, E.E.

U.U.). Cuando se obtuvo productos con bandas multiples, la banda deseada fue cortada del gel de

agarosa con una cuchilla estéril, purificandose con el kit comercial MiniElute Gel Extraction Kit®

(Qiagen, Valencia, CA, E.E. U.U.). Los productos purificados fueron estandarizados a una

concentracion de 30 ng/pl, y fueron enviados para ser secuenciados (SeqWright Genomic Services,

Houston, TX, E.E. U.U.). Las secuencias fueron alineadas con el programa Sequencher® y el

andlisis filogenético fue completado con el método “Neighbour-Joining tree” con 1000

remuestreos usando MEGA 6®.
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Tabla 5. Iniciadores y programas de PCR utilizados en la secuenciacion de cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium.

Iniciadores 5'-3' secuencia de nucleotido Perfil térmico de PCR Referencia

nodCF AYGTHGTYGAYGACGGTTC 3 min 95 °C, 35 x (1min 94 °C, 1 min 55 °C, 2 min 72 °C), 3 min 72 °C Laguerre et al. 2001
nodCFu AYGTHGTYGAYGACGGITC 3 min 95 °C, 35 x (1min 94 °C, 1 min 55 °C, 2 min 72 °C), 3 min 72 °C Laguerre et al. 2001
nodCF2 AYGTHGTYGAYGACGGCTC 3 min 95 °C, 35 x (1min 94 °C, 1 min 55 °C, 2 min 72 °C), 3 min 72 °C Laguerre et al. 2001
nodCF4 AYGTHGTYGAYGACGGATC 3 min 95 °C, 35 x (1min 94 °C, 1 min 55 °C, 2 min 72 °C), 3 min 72 °C Laguerre et al. 2001
nodCFn AGGTGGTYGAYGACGGTTC 3 min 95 °C, 35 x (1min 94 °C, 1 min 55 °C, 2 min 72 °C), 3 min 72 °C Laguerre et al. 2001
nodClI CGYGACAGCCANTCKCTATTG 3 min 95 °C, 35 x (1min 94 °C, 1 min 55 °C, 2 min 72 °C), 3 min 72 °C Laguerre et al. 2001
recA-fwl CGKCTSGTCGAGGAYAAATCGGTGGA 5min 95 °C, 30 x (45594 °C, 1 min 50 °C, 1.5 min 74 °C), 3 min 72 °C Gaunt et al. 2001
recA-fw2 ATCGAGCGGTCGTTCGGCAAGGG 5min 95 °C, 30 x (45594 °C, 1 min 50 °C, 1.5 min 74 °C), 3 min 72 °C Gaunt et al. 2001
recA-rvl TTGCGCAGCGCCTGGCTCAT 5min 95 °C, 30 x (45594 °C, 1 min 50 °C, 1.5 min 74 °C), 3 min 72 °C Gaunt et al. 2001
recA-rv2 CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT 5min 95 °C, 30 x (45594 °C, 1 min 50 °C, 1.5 min 74 °C), 3 min 72 °C Gaunt et al. 2001
TSrecAf CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG 2 min 95 °C, 35 x (45595 °C,30s 58 °C, 1.5 min 72 °C), 7 min 72 °C Stepkowski et al. 2005
TSrecAr CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG 2 min 95 °C, 35 x (45595 °C,30s 58 °C, 1.5 min 72 °C), 7 min 72 °C Stepkowski et al. 2005
TSatpDf TCTGGTCCGYGGCCAGGAAG 2 min 95 °C, 35 x (45595 °C,30s 58 °C, 1.5 min 72 °C), 7 min 72 °C Stepkowski et al. 2005
TSATPDr CGACACTTCCGARCCSGCCTG 2 min 95 °C, 35 x (45595 °C,30s 58 °C, 1.5 min 72 °C), 7 min 72 °C Stepkowski et al. 2005
atpD-fw1 SCTGGGSCGYATCMTGAACGT 5 min 95 °C, 30 x (45594 °C, 1 min 50 °C, 1.5 min 74 °C), 3 min 72 °C Gaunt et al. 2001
atpD-fw2 ATCGGCGAGCCGGTCGACGA Smin 95 °C, 30 x (45594 °C, 1 min 50 °C, 1.5 min 74 °C), 3 min 72 °C Gaunt et al. 2001
atpD-rvl GCCGACACTTCCGAACCNGCCTG Smin 95 °C, 30 x (45594 °C, 1 min 50 °C, 1.5 min 74 °C), 3 min 72 °C Gaunt et al. 2001
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IV.7-Desarrollo de una poblacion interespecifica para la introgresion de mayor eficiencia de
FBN en el frijol comin

Aproximadamente 10 genotipos de tépari fueron seleccionados basado en los resultados de los
experimentos preliminares por tener una capacidad superior de FBN (basado en nimero y peso de
nddulos). Estos genotipos fueron dispuestos en un bloque de cruzamiento con 6 genotipos
parentales de Phaseolus vulgaris: ' ICA Pijao ', ' Verano ', ' Seda Criollo ', IBC 301-204 y TARS-
LFR1. Las semillas fueron sembradas en maceteros conteniendo medio para plantas (Sunshine
Mix #1, Sun Gro Horticulture, AB, Canad4). Ambos parentales (P. acutifolius y P. vulgaris) fueron
sembrados simultaneamente para evaluar las caracteristicas de las hojas, tamafio de las bracteas y
habito de crecimiento. Los embriones de la semilla F; fueron rescatados 2-3 semanas después de
la polinizacion a través de cultivo in vitro (Ferwerda ef al., 2003) en un medio conteniendo 10 mM
KCl, 1.5 mM K>S0s, 20 g sucrosa, 100 mg myo- inositol, 10 mg tiamina, 1 mg acido nicotinico,
1 mg piridoxina - HCI, 3 mg glicina, 40 mM glutamina, 20 mM asparagina, 1 g de caseina y 100
ml de agua de coco por litro. El medio fue autoclavado a 121°C and 15 psi en frascos Magenta®.
El agua de coco fue agregada después de la esterilizacion, filtrada en frascos al vacio (Corning,
Corning, NY, E.E. U.U.). Los embriones fueron esterilizados con etanol 95% (v/v) durante 30
segundos, hipoclorito de sodio 5% (v/v) por 10 minutos y lavados con agua doblemente destilada
3 veces. Una vez los embriones estuvieron estériles, fueron colocados en papel filtro estéril para
secarse, durante 30 minutos y sembrados, todo bajo camara de flujo laminar. Los embriones
plantados in vitro fueron incubados durante 1-3 semanas a 26 °C con 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad, dependiendo del crecimiento de las estructuras primarias. Los embriones bien
desarrollados fueron aclimatados en maceteros de 3 con medio estéril, dentro del laboratorio con
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Se intent6 retrocruzar las plantas F; hacia ambas especies
y se utilizo algunas de las flores de las plantas Fi como el parental materno, siendo que se observo

poco polen en las flores formadas.
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IV.8-Resistencia a BCMV y BCMNV

Las 315 accesiones del panel de diversidad de tépari (TDP) que incluyen lineas de la coleccion de
CIAT, coleccion de USDA vy lineas mejoradas del programa USDA-ARS-TARS (Apéndice 3),
fueron evaluadas por su reaccion a BCMNYV, en un invernadero en el Recinto de la Universidad
de Puerto Rico, Mayagiiez y las facilidades de USDA-ARS-TARS. Las semillas fueron
escarificadas mecanicamente y sembradas en maceteros individuales de 2 con medio (Sunshine
Mix #1, Sun Gro Horticulture, AB, Canadd). Una semana después de emerger, la superficie del
haz de las hojas primarias fue inoculada. El indculo de la cepa NL 3 D fue preparado usando hojas
infectadas de la linea susceptible PR 0443-151, en un buffer de 0.05M de fosfato, conteniendo 117
ml de 0.2 M monobésico (13.9 g fosfato de sodio monobésico + 500 ml de agua) + 183 ml 0.2 M
dibasico (53.65 g fosfato de sodio dibasico heptahidratado + 1 L agua), pH 7 (aprox. 1:10 w/v)
(Morales, 1989), usando palillos con algoddn para distribuir el indculo y carborundo para facilitar
la penetracion e infeccion del virus. Se utiliz6 como control el cultivar ‘Verano’, que tiene el gen
I y muestra necrosis cuando es inoculado, a manera de poder observar el éxito en la infeccion. Las
accesiones con una repuesta necrotica en las hojas primarias, fueron evaluadas en dos

experimentos adicionales para confirmar su respuesta.

Una segunda infeccion fue llevada a cabo para confirmar la reaccion fenotipica y detectar la
presencia/ausencia del virus, usando el kit comercial monoclonal de ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay), que detecta todas las cepas de BCMV/BCMNV. (PhatoScreen® BCMV
Agdia, Elkhart, IN, E.E. U.U.) para confirmar los sintomas fenotipicos. La misma fuente de
inoculo y procedimiento de elaboracion fueron utilizados. Se utilizé una planta de ‘Verano’ por
cada 13 plantas evaluadas para asegurar que se infectaron todas las plantas inoculadas. De forma
consistente, se tom6 como muestra la hoja central del primer trifolio verdadero a los 15 dias

después de la infeccion, se siguid el protocolo sugerido por la compaiiia para el kit utilizado y las
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lecturas fueron tomadas con un espectrofotometro (Ultramark, Bio Rad, Philadelphia, PA, E.E.
U.U.) con el software Microplate Manager 5.2.1 (BIO RAD, CA, E.E. U.U.). Se establecio los
valores negativos basado en el control negativo utilizado en cada prueba (tejido de planta no
infectado), considerandose negativos todos los genotipos que tuvieron en la lectura un valor 2x el
control negativo o menos (Gillett, et al., 1986). Dichos genotipos se sembraron en un nuevo
experimento, utilizando 10 plantas de cada genotipo y las mismas técnicas de produccién de

in6culo, inoculacion y prueba de ELISA, para verificar su reaccion.

Todas las caracteristicas fenotipicas fueron evaluadas desde los 7 dias después de la inoculacion y
confirmadas en evaluaciones en las siguientes 2 semanas. Se evalud la reaccion en el area
inoculada y en el resto de la planta, tomando como referencia los sintomas de reaccion a esta cepa
en frijol comun (Kelly, 1997). En el area inoculada (ambas hojas primarias), se evalu6 la presencia
o ausencia de sintomas (NS). Cuando hubo presencia de necrosis, se observo si ésta fue restringida
en el area de las venas (VN) u otras lesiones en el resto de lamina foliar (NLL). En el resto de los
trifolios, se observo la presencia de sintomas de mosaico (M), y se clasifico como mosaico severo
(sM) cuando se observd méaxima expresion de sintomas y como mosaico leve (mM) cuando solo
se observd una leve distorsion de las hojas, tomandose en cuenta también cuando el mosaico
provoco enrollamiento de las hojas (Lc). La expresion ascendente de cualquier tipo de necrosis
hacia los trifolios de la planta se consideré como necrosis sistémica (SN). Se observo también
cuando la necrosis provoco la muerte de la planta en los 7 dias después de la inoculacion (sD) o

cuando ésta sucedid después de los 7 dias (dD).
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V-RESULTADOS Y DISCUSION

V.1-Seleccion de cepas de Bradyrhizobium

Un total de siete cepas de Bradyrhizobium fueron evaluadas con diferentes genotipos de frijol
tépari, obteniéndose diferencias entre el promedio de las cepas para las variables de numero de
nodulos y peso fresco de nddulos (Tabla 6). La cepa USDA 3254 tuvo los valores mas altos con
promedios de 1.05 nddulos, 25.76 mg por planta en los tépari, y 8 noédulos, 73.32 mg por planta
incluyendo los controles. La cepa USDA 76 no fue diferente de ésta en el nimero de ndédulos con
0.9 en promedio y 5.2 incluyendo los controles, pero si fue inferior en el peso con 13.14 mg. en
los genotipos de tépari. La tercera cepa de la especie Bradyrhizobium elkanii USDA 94, fue

inferior a USDA 3254 en ambos parametros.

La cepa USDA 110 tuvo un desempefio similar a las cepas USDA 76 y USDA 94 en los resultados
de los tépari, pero en los resultados con los controles tuvo valores similares a USDA 3254 en el
numero de nodulos. Las cepas USDA 122 y USDA 123 no fueron diferentes de la cepa USDA 110
en el numero de nodulos pero si fueron inferiores en el peso. Cuando se tomaron en cuenta los
controles no hubo ninguna diferencia entre USDA 110, USDA 122 y USDA 123. La cepa CIAT

899 (Rhizobium tropici), fue inferior a todas las cepas evaluadas para ambos parametros.

Hubo una variacion entre los genotipos de tépari en la nodulacion. Un total de 15 formaron nédulos
con la cepa USDA 3254, 11 con la cepa USDA 76, nueve con las cepas USDA 94, USDA 122,
USDA 123; ocho con la cepa USDA 110 y cuatro con la cepa CIAT 899. El genotipo G40022A

tuvo la habilidad de nodular con todas las cepas.
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En estudios conducidos en el 4rea sureste de Kenia con frijol tépari, para evaluar su capacidad de
FBN bajo condiciones de invernadero, la cepa USDA 3254 mostrd ser superior a otras 4 cepas en
namero de nodulos, peso seco de nodulos, peso seco de raiz y peso seco del follaje, igualando al
control fertilizado con nitrogeno en las variables de peso seco de raiz y follaje, cuando se utilizé
como fuente nitrato de calcio de amonio (26% N) a razén de 40 kg/ha (Shisanya, 2003). Estos
resultados coinciden también por los encontrados en condiciones de campo, cuando se inocularon
3 lineas diferentes de frijol tépari y de un total de 15 cepas de Bradyrhizobium evaluadas, la cepa
USDA 3254 fue una de las tres superiores, en conjunto con otras dos cepas de Bradyrhizobium

elkanii UMR 3007 y UMR 3043 (Mohrmann, 2011).

Adicionalmente, de las cepas evaluadas, USDA 3254 fue la unica aislada de Phaseolus acutifolius,
en Arizona, Estados Unidos. En el frijol comun, la especificidad genotipo % cepa es de suma
importancia, ya que ha sido demostrado la preferencia de los genotipos a nodular con cepas

correspondientes a sus centros de origen (Oliveira ef al., 2010).

En el caso de la soya en Brasil, los mayores progresos en la FBN se hicieron después del afio 1992,
cuando se contd con clasificaciones mas especificas de las especies que nodulan el cultivo de forma
eficiente (Kuykendall et al., 1992). Anteriormente las dos cepas que se estaban usando como
inoculantes 29W y SEMIA 587, fueron cepas de Bradyrhizobium elkanni, las cuales son altamente
competitivas pero no tienen la misma eficiencia que Bradyrhizobium japonicum en su relacion con

la soya (Nishi et al., 1996).

La cepa USDA 110 ha sido utilizada por diferentes paises en la fabricacion de inoculantes,
especialmente para el cultivo de soya (Delamuta et al., 2013) y su aporte en el incremento de

rendimiento por area ha sido demostrado.
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Aunque solamente se evalud una cepa de Rhizobium (CIAT 899), los resultados obtenidos sugieren
que se obtiene una nodulacién superior en tépari, cuando establece relaciones con bacterias del
género Bradyrhizobium, sin embargo este estudio no muestra datos de relaciones con otras cepas

eficientes de otras especies como Rhizobium etli.

En el frijol caupi (Vigna unguiculata), aunque se conoce que tiene mayor nodulacion con cepas de
Rhizobium, se ha encontrado que nodula efectivamente con cepas de Bradyrhizobium que
potencialmente podrian utilizarse como inoculante para este cultivo (Cuadrado et al., 2009), por
esta razon se intentd observar de forma separada en este experimento las cepas incluyendo y

excluyendo los controles de caupi.
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Tabla 6. Numero de nodulos y peso freso de nddulos de 20 genotipos de tépari evaluados en la seleccion de cepas de Bradyrhizobium y peso de 100 semillas (g) en Mayagiiez,
Puerto Rico, 2014.

_ I;%Sg USDA 3254 USDA94 USDA 76 USDA 110 USDA 122 USDA 123 CIAT 899
Genotipo 1 NN PFN NN PFN NN PFN PFN PFN PFN NN PFN
(g) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
G40122 17.8 1 68 1 22 1 16 1 30 1 28 1 29 0 0
G40022A 16.2 1 96 1 68 2 89 1 55 1 49 1 28 1 14
G40232 15.9 3 47 0 0 0 0 1 43 1 36 1 42 0 0
G40010 14.5 1 24 0 0 2 22 0 0 0 0 0 0 0 0
G40128 13.7 1 7 1 11 2 9 1 12 1 6 2 11 0 0
G40036 12.0 0 0 2 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G40301 10.9 1 15 0 0 2 15 0 0 0 0 0 0 0 0
G40035 10.5 2 93 1 55 0 0 1 46 1 45 1 30 0 0
G40177D 9.0 2 85 0 0 3 41 0 0 0 0 0 0 0 0
G40107 52 1 10 1 45 0 0 0 0 0 0 0 0 1 12
G40177E3 4.8 0 0 0 0 0 0 3 18 2 18 2 12 0 0
G40198 43 2 10 0 0 2 12 0 0 0 0 0 0 0 0
G40087 4.2 3 31 0 0 2 13 0 0 0 0 0 0 0 0
G40295 4.1 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G40235 3.2 1 37 0 0 0 0 2 11 2 14 1 9 0 0
G40179 2.8 0 0 2 32 1 27 0 0 0 0 0 0 0 0
G40258 2.8 1 20 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8 1 14
G40222 2.5 0 0 1 21 1 19 0 0 1 15 0 0 1 14
G40078 1.9 1 16 0 0 0 0 2 28 0 0 0 0 0 0
G40207 1.7 0 0 1 16 1 13 0 0 1 10 1 26 0 0
1.05 26.76  0.57 14.38 0.9 13.14  0.62 12.29 0.57 11.19 0.57 26.28 0.19 2.57
DMS (P<0.05)= 0.477 (N), 9.324 (PF)° 15% 9 11 8 9 9 4
TARS-Tep 22 11.5 0 0 0 0 0 0 1 15 1 14 1 9 0 0
524B 18.0 56 226 0 0 46 213 20 165 16 120 14 92 15 47
Apagbaola 11.0 39 308 36 306 29 198 35 250 31 233 0 0 6 36
IFE
Brown 11.0 31 287 39 206 13 78 0 0 0 0 28 199 1 14
Mouride 14.0 52 450 35 310 23 236 29 189 27 174 31 162 0 0
8.00 73.32 4.8 4412 5.2 40.04 3.88 3448 3.44 30.48 34 9.72 1.04 6.04
DMS (P<0.05)= 3.695, 25.721° 4% 3 4 4 4 4 3

*NN=numero de nédulos, PFN= peso fresco de nddulos (mg), °= valores de la DMS para niimero de ndédulos (N) y peso fresco de nodulos (PF) de loa genotipos de tépari,
nimero de genotipos de tépari que noduld con cada cepa. ®valores de la DMS para cada cepa incluyendo los controles, £ niimero de genotipos total que noduld con cada cepa.
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V.2-Seleccion de genotipos de frijol tépari

Tomando en consideracion estos aspectos, es importante definir en el frijol tépari su amplitud o
preferencia para nodular con los grupos de cepas establecidas, por lo cual, se realizé tanto una
evaluacion de un grupo que incluyera formas de plantas cultivadas y silvestres con dos especies
de Bradyrhizobium, y una segunda evaluacion con genotipos cultivados, que fueron los que

presentaron mayor nodulacion general, en interaccién con una sola cepa.

Del total de 207 genotipos evaluados con inoculacion de 2 cepas, 157 presentaron nodulacion, de
los cuales, 32 genotipos fueron formas silvestres, 5 semi-domesticados y 120 correspondieron a
genotipos cultivados (incluyendo las lineas mejoradas del programa de USDA-ARS-TARS). Se
encontraron diferencias significativas entre los genotipos (Tabla 7) para el numero el peso fresco

de nédulos (mg).

Tabla 7. Numero de nédulos y peso (g) de lineas de tépari de la coleccion de CIAT y del
programa de mejoramiento de USDA-ARS-TARS inoculadas con las cepas USDA 110+ USDA
3254 de Bradyrhizobium evaluado 21 dias después de la inoculacion en Mayagiiez, PR. 2014.

, Peso fresco Peso
Identificacion Pais Pes'O 100 Nufnero de de nodulos  promedio de
semilas (g) nodulos .

(mg) nddulo (mg)
G40028 EE. UU. 14.8 16.0 133 8
G40111 México 13.3 8.7 53 6
G40271 Meéxico 19 6.7 140 21
G40201 Costa Rica 13.9 6.7 53 8
G40144A México 15.2 4.7 30 6
G40022 EE. UU. 15.3 4.3 50 12
G40146 México 14.4 4.3 73 17
G40037A EE. UU. 17.5 4.0 27 7
G40200 Costa Rica 14.5 4.0 20 5
G40127 Meéxico 13.9 33 7 2
G40237A México 16 33 27 8
G40142A Meéxico 15.2 33 40 12
G40147 Meéxico 14.6 3.0 43 14
G40237 México 17.1 3.0 30 10
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G40025

9811-1
G40202
G40120
G40206
G40060
G40043
9808-1
G40020
G40012
G40141
G40144B
G40018
9805-1
G40130
G40040
G40035
G40282
G40128
G40110
G40013D
9800-2
G40276
G40001
G40289
G40034
G40173A
G40013A
G40142A
G40112
G40279
G40170
G40181
9812-1
G40165
G40008
G40177B1
G40173C
G40138
G40144C

EE. UU.

Puerto Rico*
México
México
México
Nicaragua
Puerto Rico
México
Nicaragua
México
México
México
Puerto Rico
México
EE. UU.
México
EE. UU.
México
México
Nicaragua
Puerto Rico
México
México
México
México
México
Nicaragua
México
México
México
México
EE. UU.
Puerto Rico
México
Marruecos
EE. UU.
México
México
México

18.4

10.3
2.9
15.8
4.4
13.8
15.4
13.6
13.9
14.2
13.5
16.3
14.7
17.3
12.6
17.4
10.5
18.2
13.7
15
14.8
11.5
14.4
16.1

14.9
19.3
14.3
16.8
16.1
15.2
1.4
2.9
17.3
14.5
16.8
10.1
16.1
13
13.7

43

3.0

2.7
2.7
2.7
23
23
23
23
23
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3

43

87
63

63
30
53
47
33

130

180
20

137
20

27
10
27

14

33
24

27
13
23
20
17

65
15
22
25
10

12
22
16
10
18

18
14
14
44
15
18

135
15

103

15

20

20



G40272
G40149
G40177C
G40009
G40125
G40032
G40162
G40022A
G40290
G40304
G40284
G40277
G40041
G40116
G40122
G40021
G40177E1
G40163
G40006B
G40160
G40238
G40177E
G40010
4263
G40103
G40174
(40283
G40151
G40058
G40234
G40221
4257
G40038
G40061
G40066A
G40076
G40039
G40177E2
G40175
G40173
G40207

México
México
EE. UU.
El Salvador
México
Guatemala
México
EE. UU.
México
EE. UU.
EE. UU.
México

Africa del Sur

México
Zambia
México
EE. UU.
México
México
México
México
EE. UU.

El Salvador
Puerto Rico
México
México
EE. UU.
México

El Salvador
EE. UU.
EE. UU.
Puerto Rico
México

El Salvador
EE. UU.
EE. UU.
México
EE. UU.
EE. UU.
México
EE. UU.

15.5
13.4

16
16.3
15.2
15.8
16.2

3.7
17.2
27.2
15.2
15.5

7.4
17.8
13.8

14.1
15.2
16.4
16.2

14.5

15.6
16.2
14.3
12.7
21.6
2.2

14.2
13.3
15.9
2.9
13.7
12.5
18.6
15
1.7
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1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7



G40228
G40119
G40301
9809-1
G40148
G40199
G40303
4279
G40274
G40177A1
9813-2
G40196
G40177D
G40232
G40275
G40095
G40294
G40302
G40204
G40248
G40037
G40067
G40144
G40192
G40177F
G40194
G40213
G40166
G40177A2
G40233
G40235
G40222
G40269
G40261
G40023
9800-1
G40299
G40296
9805-2
G40030
G40036

EE. UU.
México
Zimbabwe
Puerto Rico
México
México
Nicaragua
Puerto Rico
México
EE. UU.
Puerto Rico
EE. UU.
EE. UU.
México
México
México
México
Zimbabue
EE. UU.
México
EE. UU.
EE. UU.
México
México
EE. UU.
México
EE. UU.
México
EE. UU.
EE. UU.
EE. UU.
México
México
EE. UU.
Puerto Rico
Guatemala
México
Puerto Rico
EE. UU.
México

23

14.2
10.9
11.1
16.4
4.4

13.9

54
10.5
17.1
43

15.9
15
3.6
4.6
9.2

2.2
16.8
17.6
13.2
6.2

6.4
1.9
14.3
9.8
2.2
3.2
2.5
15.5
1.9
15.8
14.2
12.6

16.9
18.2
12

45

0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.7
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3

30
13
23
50
20
10
10
20
33
20
43

10

10

10

100

—_— ] W W W = O

—_
o

45
20
35
75
30
15
15
30
50
30
65

10
15
10
15
10
30
10
20
300
130
50
20

20
50
20

40
20

20
10
10
10
20

30



9801-2 Puerto Rico 17.4 0.3 7 20

9801-1 Puerto Rico 16.9 0.3 27 80
9803-1 Puerto Rico 16.4 0.3 7 20
4288 Puerto Rico 0.3 7 20
G40057 - 16.9 0.3 33 100
9809-2 Puerto Rico 12.2 0.3 10 30
G40068 EE. UU. 18 0.3 1 2
G40087 México 4.2 0.3 10 30
G40105 México 3.8 0.3 2 5
G40150 México 13.6 0.3 17 50
G40145 México 13.8 0.3 20 60
G40073 México 4.2 0.3 3 10
G40083 México 43 0.3 7 20
G40152 México 15.1 0.3 10 30
G40117 EE. UU. 2.3 0.3 1 3
G40143 México 13.4 0.3 13 40
G40129 México 13.4 0.3 17 50
G40140 México 13.7 0.3 10 30
G40158A México 16.8 0.3 2 5
G40157 México 15.5 0.3 17 50
G40156 México 17 0.3 7 20
DMS (P<0.05) 1.8 34

£las lineas de Puerto Rico corresponden al programa de mejoramiento de USDA-ARS-TARS; -informacién
desconocida.

Lo genotipos G40028, G40146, G40271, presentaron la combinacion de valores mas altos para
ambas variables, con valores de 16, 4.3 y 6.7 nddulos; con pesos frescos de 133, 73 y 140 mg por
planta. Los genotipos G40022, G40111, G0144A, G40200, G40201, tuvieron valores igualmente
altos en el numero de nddulos, pero no en sus pesos. Los genotipos G40279 y G40144B,
obtuvieron menos numero de nddulos pero altos valores de peso fresco de 180 y 130 mg, con altos
valores de peso individual de nédulos de 135 y 65 mg. Los genotipos G40279, G40165 presentaron
alto peso individual de noédulos de 135 y 103 mg, aunque no fueron de los superiores en el grupo

de acuerdo a su nimero y peso por planta.
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Todos estos genotipos representan formas cultivadas con tipos de semilla entre 19y 10 gramos/100
semillas y son provenientes de EE. UU., México y Costa Rica. El genotipo G40202 (2.9
gramos/100 semillas) tuvo 2.7 ndédulos, con un peso fresco de nédulos de 63 mg, siendo el unico
silvestre que se presentd valores superiores similares a los genotipos cultivados con los valores

mas altos.

Estudios realizados con genotipos representativos de frijol comin de ambos centros de origen, con
cepas de Rhizobium etli (CIAT 632) y Rhizobium tropici (CIAT 899), mostraron mayor peso de la
planta y mayor evaluacion de nodulacion en los tipos de semilla de mayor tamafo (Racancoj, et

al., 2014).

Experimentos en invernadero, en medio estéril, con inoculacion liquida de diferentes cepas de
Bradyrhizobium y fertilizacion libre de nitrégeno, mostraron valores en el numero de nodulos entre
3 y 40 noddulos por planta (Shisanya, 2003). La semilla utilizada en dicho experimento, fue
proveniente del mercado de pequefios agricultores en Kiboko, Kenia, por lo cual no se puede hacer
una comparacion con genotipos especificos. Los valores obtenidos de la evaluacion de las lineas
de la coleccion de CIAT también pudieron ser inferiores, probablemente porque las condiciones
en las que fue evaluado fueron bastante limitantes para la planta en el medio de arena y época del

ano.

Cuando se inocul6 los genotipos cultivados con la cepa USDA 3254, identificada como superior
en su habilidad de nodular frijol tépari, se encontraron diferencias significativas en los parametros
de nimero y peso de nddulos evaluados. En general, las medias del grupo de genotipos cultivados

evaluado con una sola cepa fueron 11 nédulos y 44.9 mg por planta, superiores en comparacion
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con las medias del grupo de genotipos cultivados evaluados con las dos cepas (USDA 3254 +

USDA 110), con valores de 1.4 nodulos y 24 mg por planta.

De los 151 genotipos cultivados inoculados, 138 presentaron nodulacion (Tabla 8). Los 7
genotipos silvestres y las lineas TARS-Tep 23, TARS-Tep 29 y TARS-Tep 32, también

presentaron nodulacion.

Tabla 8. Numero de nodulos, peso fresco y peso promedio de un ndédulo (mg) de lineas
cultivadas del panel de diversidad de tépari (TDP) inoculadas con la cepa de Bradyrhizobium
elkanii USDA 3254 evaluado 21 dias después de la inoculacion en Mayagiiez, PR. 2014.

. , , Peso fresco de Peso promedio de
Genotipo Numero de nddulos , .
nddulos (mg) noédulo (mg)
PFA PPA
NT® NAS NAI PF? S PFAI PPNY S PPAI
G40142A 52.25 32.00 20.25 5228 2795 2433 1.00 0.87 1.20
G40141 36.75 18.75 18.00 12.63 6.78 5.85 0.34 0.36 0.33
G40237A 23.75 1475  9.00 87.25 67.75 19.50 3.67 4.59 2.17
G40161 25775 1475 11.00 138.68 8§9.70  48.98 5.74 6.69 4.45
PI1476858 38.50 14.25 2425 67.88  36.03 31.85 1.76 2.53 1.31
PI 440802 19.75 1425 5.50 34.00 24.00 10.00 1.72 1.68 1.82
PI 549447 31.50 1425 17.25 40.38  28.05 12.33 1.28 1.97 0.71
PI 535224 27.00 13.75 13.25 136.23 8428 5195 5.05 6.13 3.92
Neb T-15-s 29.00 13.50 15.50 179.83 8995  89.88 6.20 6.66 5.80
G40283 15.75 13.25 2.50 29.25  25.25 4.00 1.86 1.91 1.60
G40144B 20.50 13.25 7.25 94.38  58.50 35.88 4.60 4.42 4.95
G40269 1550 13.00 2.50 3825 3450 3.75 2.47 2.65 1.50
G40175 21.50 13.00 8.50 82.28  53.75  28.53 3.83 4.13 3.36
G40143 22775 1275 10.00 93.68 51.03  42.65 4.12 4.00 4.27
PI 653254 26.25 1225 14.00 3436  19.13 15.23 1.31 1.56 1.09
G40164 17.75 12.00 5.75 58.75  42.50 16.25 3.31 3.54 2.83
P1477036 18.75 11.75  7.00 79.91 50.48 29.43 4.26 4.30 4.20
G40174 30.75  11.75  19.00 108.41 56.08  52.33 3.53 4.77 2.75
G40144A 27.00 11.25 15.75 137.15 5995  77.20 5.08 5.33 4.90
G40153 1550 11.00 4.50 70.00  40.00  30.00 4.52 3.64 6.67
PI1 440793 20.75 10.75 10.00 76.18  39.13 37.05 3.67 3.64 3.71
G40200 16.00 1025 5.75 51.00 37.00 14.00 3.19 3.61 2.43
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Neb T-6-s
P1477033
G40270
PI1 440801
G40177A1
G40145
G40147
W6 32480
PI 440806
G40068
G40146
G40234
G 40201
G40152
G40148
G40282
PI 440805

G40177B1
G40173A
G40128
G40276

P1 458874
G40301
G40142
G40177G

TB 1

G40172

G40229

G40157

G40303

G40158A

G40177F

P1440800

P1 638926

G40173B

G40144C

G40159

G40156

P1 458873

G40304

12.25
21.25
17.50
18.75
13.00
26.75
14.25
10.25
18.00
18.50
21.50
18.75
15.00
19.50
21.75
11.25
15.50

10.25
15.50
10.75
13.75
16.75
12.00
6.00
12.00
25.00
10.25
9.25
10.25
14.25
13.50
10.00
8.75
13.50
12.25
8.00
12.25
12.75
12.75
10.00

10.00
9.75
9.00
9.00
8.75
8.75
8.25
8.25
7.75
7.75
7.75
7.50
7.50
7.50
7.00
6.75
6.75

6.50
6.50
6.25
6.00
6.00
6.00
6.00
6.00
5.75
5.75
5.50
5.50
5.50
5.50
5.50
5.25
5.25
5.25
5.25
5.25
5.00
5.00
5.00

2.25
11.50
8.50
9.75
4.25
18.00
6.00
2.00
10.25
10.75
13.75
11.25
7.50
12.00
14.75
4.50
8.75

3.75
9.00
4.50
7.75
10.75
6.00
0.00
6.00
19.25
4.50
3.75
4.75
8.75
8.00
4.50
3.50
8.25
7.00
2.75
7.00
7.75
7.75
5.00

15.75
104.00
57.50
90.88
34.00
227.50
64.30
20.00
73.78
133.78
67.50
59.25
42.25
100.00
132.50
25.00
68.75

21.25
28.25
130.65
41.00
103.21
36.88
5.00
16.00
145.07
40.00
25.50
16.25
37.38
59.75
33.50
33.93
92.50
35.00
12.00
43.38
57.50
68.50
34.50
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13.75
63.50
23.25
52.85
22.50
65.00
42.15
13.75
42.25
75.75
22.50
30.25
21.75
40.00
47.50
18.25
42.50

13.25
17.50
73.65
22.50
44.83
25.75
5.00
8.00
55.60
22.50
14.75
8.75
25.25
24.75
23.75
18.18
33.25
16.30
6.50
9.63
22.50
33.25
20.00

2.00
40.50
34.25
38.03
11.50
162.50
22.15

6.25
31.53
58.03
45.00
29.00
20.50
60.00
85.00

6.75
26.25

8.00
10.75
57.00
18.50
58.38
11.13
0.00
8.00
89.47
17.50
10.75
7.50
12.13
35.00
9.75
15.75
59.25
18.70
5.50
33.75
35.00
35.25
14.50

1.29
4.89
3.29
4.85
1.73
8.50
4.51
1.95
4.10
7.23
3.14
3.16
2.82
5.13
6.09
2.22
4.44

2.07
1.82
12.15
2.98
6.16
3.07
0.83
1.33
5.80
3.90
2.76
1.59
2.62
4.43
3.35
3.88
6.85
2.86
1.50
3.54
4.51
5.37
3.45

1.38
6.51
2.58
5.87
2.57
7.43
5.11
1.67
5.45
9.77
2.90
4.03
2.90
5.33
6.79
2.70
6.30

2.04
2.69
11.78
3.75
7.47
4.29
0.83
1.33
9.67
3.91
2.68
1.59
4.59
4.50
4.32
3.46
6.33
3.10
1.24
1.83
4.50
6.65
4.00

0.89
3.52
4.03
3.90
0.00
9.03
3.69
3.13
3.08
5.40
3.27
2.58
2.73
5.00
5.76
1.50
3.00

2.13
1.19
12.67
2.39
543
1.86

1.33
4.65
3.89
2.87
1.58
1.39
4.38
2.17
4.50
7.18
2.67
2.00
4.82
4.52
4.55
2.90



P1462026
G40022A
G40151
P1440798
G40277
G40162
G40154
G40144
W6 32485
G40112
G40173C
P1638925
G40177A
G40149
G40140
G40025
G40125

G40177D
Neb T-8a-
S

G40271
G40127
G40038
G40163
G40110
P1535233
G40166
G40058
G40120
G40300
G40122
G40176
G40173
G40021
G40165
G40279
G40062
P1440792
G40010
PI1 535227
G40042

12.00
14.25
11.25
9.00
9.00
8.75
10.50
6.75
13.50
10.50
6.00
9.75
10.00
13.25
16.00
7.50
13.50
5.50

14.75
3.50
8.25
16.00
5.50
5.25
11.00
2.50
8.50
7.00
10.00
3.75
8.50
4.75
15.00
10.50
3.50
9.25
6.75
12.75
6.50
14.25

5.00
5.00
4.75
4.50
4.50
4.50
4.50
4.50
4.25
4.25
4.25
4.25
4.00
4.00
4.00
3.75
3.50
3.25

3.25
3.25
3.25
3.00
3.00
3.00
2.75
2.50
2.50
2.50
2.50
2.50
2.25
2.25
2.25
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.75
1.75

7.00
9.25
6.50
4.50
4.50
4.25
6.00
2.25
9.25
6.25
1.75
5.50
6.00
9.25
12.00
3.75
10.00
2.25

11.50
0.25
5.00
13.00
2.50
2.25
8.25
0.00
6.00
4.50
7.50
1.25
6.25
2.50
12.75
8.50
1.50
7.25
4.75
10.75
4.75
12.50

22.63
8.13
67.50
70.01
19.71
116.50
44.20
13.50
72.85
26.78
18.50
22.53
37.50
117.65
20.00
6.33
92.13
27.75

27.03
4.50
83.80
116.38
35.00
71.11
38.86
7.50
45.06
99.53
20.10
38.00
59.75
18.75
121.76
56.25
7.88
34.50
34.96
11.30
54.20
6.81
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9.25
3.48
22.50
46.58
10.33
16.50
19.20
9.00
35.45
10.65
4.25
10.30
12.50
53.80
8.00
3.50
27.23
4.25

8.75
3.25
42.75
48.70
25.00
47.48
11.63
7.50
10.13
50.55
5.10
13.95
17.20
10.00
21.53
16.25
5.63
9.80
11.98
3.90
11.90
0.73

13.38
4.65
45.00
23.43
9.38
100.00
25.00
4.50
37.40
16.13
14.25
12.23
25.00
63.85
12.00
2.83
64.90
23.50

18.28
1.25
41.05
67.68
10.00
23.63
27.23
0.00
34.93
48.98
15.00
24.05
42.55
8.75
100.23
40.00
2.25
24.70
22.98
7.40
42.30
6.08

1.89
0.57
6.00
7.78
2.19
13.31
4.21

2.00
5.40
2.55

3.08
231

3.75

8.88
1.25

0.84
6.82
5.05

1.83
1.29
10.16
7.27
6.36
13.54
3.53
3.00
5.30
14.22
2.01
10.13
7.03
3.95
8.12
5.36
2.25
3.73
5.18
0.89
8.34
0.48

1.85

0.70

4.74
10.35
2.30

3.67

4.27

2.00

8.34

2.51

1.00

242

3.13
13.45
2.00

0.93

7.78

1.31

2.69
1.00
13.15
16.23
8.33
15.83
4.23
3.00
4.05
20.22
2.04
5.58
7.64
4.44
9.57
8.13
2.82
4.90
5.99
1.95
6.80
0.42

1.91
0.50
6.92
5.21
2.08
23.53
4.17
2.00
4.04
2.58
8.14
2.22
4.17
6.90
1.00
0.75
6.49
10.44

1.59
5.00
8.21
5.21
4.00
10.50
3.30

5.82
10.88
2.00
19.24
6.81
3.50
7.86
4.71
1.50
3.41
4.84
0.69
8.91
0.49



G40066A
G40023
G40022
G40302
G40006B
G40037
G40119
TL-53S
W6 32481
G40037A
G40035
G40029
G40130
G40138
G40030
G40028
G40059
G40060
G40019
G40008
G40057
G40018
G40160
G40150
G40034
G40013D
G40020
G40013A
G40129
G40012

G40177A2
G40177E
2

W6 32483
P1 638833
G40043
G40041
G40040
G40237
G40272
G40299

4.75
9.75
11.25
2.50
3.25
13.50
5.50
13.50
3.75
1.00
2.00
6.50
15.50
10.00
2.25
11.50
6.00
6.00
1.00
4.50
1.25
8.50
8.50
3.00
2.25
5.00
9.50
2.50
2.75
3.75
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
1.50
4.75
0.00
0.00
4.00

1.75
1.75
1.50
1.50
1.50
1.25
1.25
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.75
0.75
0.75
0.75
0.75
0.75
0.50
0.50
0.25
0.25
0.25
0.25
0.25
0.25
0.25
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

3.00
8.00
9.75
1.00
1.75
12.25
4.25
12.50
2.75
2.75
1.00
5.50
14.50
9.00
1.50
10.75
5.25
5.25
0.25
3.75
0.75
8.00
8.25
2.75
2.00
4.75
9.25
2.25
2.50
3.50
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
1.50
4.75
0.00
0.00
4.00

32.20
10.38
121.85
13.30
9.50
46.23
47.43
22.73
28.38
13.68
26.16
3.53
19.75
47.50
1.51
101.98
0.00
8.75
26.18
2.08
29.33
11.68
26.06
30.00
36.85
5.10
9.06
3.70
22.96
4.68
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
1.25
25.93
0.00
0.00
54.95
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17.35
3.23
44.30
11.80
8.75
15.10
11.93
2.50
17.13
12.15
12.83
0.83
6.95
3.75
0.13
14.20
0.00
4.25
22.73
1.13
2.75
1.53
3.88
2.50
12.40
0.90
0.13
1.25
4.53
1.50
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

14.85
7.15
77.55
1.50
0.75
31.13
35.50
20.23
11.25
1.53
13.33
2.70
12.80
43.75
1.38
87.78
0.00
4.50
3.45
0.95
26.58
10.15
22.18
27.50
24.45
4.20
8.93
2.45
18.43
3.18
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
1.25
25.93
0.00
0.00
54.95

6.78
1.06
10.83
5.32
2.92
3.42
8.62
1.68
7.57
13.68
13.08
0.54
1.27
4.75
0.67
8.87
0.00
1.46
26.18
0.46
23.46
1.37
3.07
10.00
16.38
1.02
0.95
1.48
8.35
1.25
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.83
5.46
0.00
0.00
13.74

9.91
1.85
29.53
7.87
5.83
12.08
9.54
2.50
17.13
12.15
12.83
0.83
6.95
3.75
0.17
18.93
0.00
5.67
30.31
1.51
5.50
3.06
15.52
10.00
49.60
3.60
0.52
5.00
18.12
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

4.95
0.89
7.95
1.50
0.43
2.54
8.35
1.62
4.09
0.56
13.33
0.49
0.88
4.86
0.92
8.17
0.00
0.86
13.80
0.25
35.44
1.27
2.69
10.00
12.23
0.88
0.97
1.09
7.37
0.91
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.83
5.46
0.00
0.00
13.74



G40032 7.75 0.00 7.75 5.15 0.00 5.15 0.66 0.00 0.66

P1477038 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
PI 527335 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
G40036 1.00 0.00 1.00 3.75 0.00 3.75 3.75 0.00 3.75
G40067 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
PI1 477035 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P1440795 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
G40009 2.00 0.00 2.00 11.25 0.00 11.25 5.63 0.00 5.63
Silvestres

G40177E 10.00 775 225 3125 1225 19.00 313 158  8.44
G40177E

1 7.75 3.50 4.25 61.28 30.30 30.98 7.91 8.66 7.29
G40192 6.00 4.25 1.75 40.11 20.78 19.33 6.69 4.89 11.05
G40206 2.75 2.75 0.00 15.00 15.00 0.00 5.45 5.45 0.00
G40228 9.00 5.00 4.00 12.25 6.00 6.25 1.36 1.20 1.56
G40262 4.00 1.75 2.25 11.50 5.00 6.50 2.88 2.86 2.89
G40274 6.25 1.00 5.25 38.83 10.20 28.63 6.21 10.20 5.45
Lineas

TARS-Tep

23 5.00 0.50 4.50 8.68 3.00 5.68 1.74 6.00 1.26
TARS-Tep

29 9.25 5.75 3.50 4415 15.00 29.15 4.77 2.61 8.33
TARS-Tep

32 26.25 1525 11.00 159.03 111.85 47.18 6.06 7.33 4.29
Controles

Soybean 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Cowpea 7.25 0.00 7.25 77.03 0.00 77.03 10.62  0.00 10.62
Verano 14.00  2.50 11.50 42.76 15.58 27.18 4.48 10.23 3.23
DMS (P<0.05) 10.63 6.93 6.79 32.65 28.04 27.72

BNT= Numero total, NAS= ntimero area superficial (1-3 cm), NAI= nimero é4rea inferior (3-10 cm), ” PF=Peso
fresco total, PFAS= Peso fresco area superficial (1-3 cm), PSAI= peso fresco area inferior (3-10cm), $PPN= peso
promedio total de un nédulo, PPAS= peso promedio total de un ndédulo en el area superficial (1-3 cm), PPAI= peso
promedio de un nédulo en el area inferior (3-10cm).

Los genotipos G40142A, G40141, G40144B, G40144A, G40145, G40200 fueron
consistentemente superiores en ambas inoculaciones, teniendo valores respectivos de 52.25, 36.75,
20.5, 27, 26.75, 16 para el nimero total de noédulos y 52.28, 12.63, 94.38, 137.15, 227.5, 51 mg

respectivamente, para el peso de nodulos. Los genotipos G40067, G40036, tuvieron 0, y 1.5
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nddulos respectivamente, con pesos de 0, y 1.25 mg, encontrandose en el grupo de los genotipos

inferiores en ambas inoculaciones.

G40161, G40153, P1476858, P1440802, PI 549447, fueron parte de los genotipos con altos valores
de nodulacion con la cepa USDA 3254, pero que no fueron evaluados con ambas cepas. Los
genotipos G40269, G40175, G40143, G40174, se expresaron con valores altos de nodulacidn, con
la cepa USDA 3254, aunque se encontraron entre los mas bajos en el experimento con las 2 cepas.
Por el contrario los genotipos G40060, G40020, G40043 y G40040, tuvieron valores altos en los
parametros cuando se inocularon con 2 cepas, pero tuvieron valores bajos o ausencia de nodulacion

con la cepa USDA 3254.

Los genotipos G40043, G40237, G40272, G40036, G40067, no presentaron nodulacion con la
cepa USDA 3254, pero si cuando fueron inoculados con la combinacion de las cepas, aunque se

encontraron entre los genotipos con los valores mas bajos.

Los siete genotipos silvestres incluidos presentaron nodulacion con la cepa USDA 3254, con
valores significativamente menores a los genotipos cultivados, pero similares al promedio de los
genotipos evaluados en el experimento con 2 cepas. La linea TARS-Tep 32 tuvo un
comportamiento muy diferente en presencia de una sola cepa, con valores de 26.25 nddulos y
159.03 mg, contrastante con los valores que obtuvo al ser inoculado con 2 cepas con valores de
seis nodulos y 103 mg. ‘Verano’ presentd nodulacion, sin embargo fueron estructuras de
coloracion amarilla, de menor tamafo y con poco peso, caracteristico de nodulacion inefectiva, lo

cual es de esperarse siendo que la cepa inoculada no es el simbionte efectivo para el frijol comun.

Con respecto a la ubicacion de los nddulos en la raiz, no se observo de forma general un promedio

mayor en la parte superficial (0-3 cm) o en la parte inferior (3-10 cm), algunos genotipos como
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G40040, G40142, G40166, G40237 formaron de forma consistente sus nédulos en los primeros 3
cm. No se observo genotipos que consistentemente concentraran sus nodulos en la parte mas

profunda de la raiz.

V.3-Evaluacion de poblaciones interespecificas INB y SK

Se obtuvo nodulacion en la poblacion interespecifica INB, producto de la inoculacion con las dos
cepas de Bradyrhizobium (USDA 3254 + USDA 110). Las caracteristicas correspondieron
fenotipicamente a una nodulacion efectiva, por su ubicacion en la parte de la corona de la raiz y
coloracion rojiza; con caracteristicas tipicas de nodulos formados por las cepas de lento

crecimiento, de mayor tamafio.

Se encontraron diferencias entre los miembros de la poblacion de acuerdo a las variables
evaluadas. Las lineas INB 806, INB 817, INB 832, INB 833, INB 836, INB 837, INB 839, INB
840, INB 841, INB 842 mostraron las combinaciones mas altas (Tabla 9) de nimero de nédulos
con valores entre 55-37 nddulos y un peso fresco de noddulos entre 271-417 mg por planta. Un
padre recurrente mesoamericano (‘ICA Pijao’), presentd caracteristicas de buena nodulacién con

36 nodulos y un peso de 248 mg por planta.

Tabla 9. Numero de nodulos y peso (mg) de lineas hibridas interespecificas INB inoculadas con las
cepas USDA 110 + USDA 3254 de Bradyrhizobium evaluadas 21 dias después de la inoculacion en
Mayagiiez, PR. 2014.

Numero  Peso fresco Numero  Peso fresco
Genotipo de de nodulos Genotipo de de nodulos

nodulos (mg) nodulos (mg)
INB 817 55 293 INB 810 23 247
INB 834 53 240 INB 868 22 200
INB 841 53 333 INB 818 22 237
INB 842 52 267 INB 849 22 190
INB 837 52 283 INB 808 22 93
INB 844 50 270 INB 854 22 147
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INB 833
INB 832
INB 839
INB 850
INB 809
INB 845
INB 830
INB 806
INB 871
INB 831
INB 822
INB 840
INB 829
INB 836
INB 813
INB 838
INB 819
INB 824
INB 828
INB 843
INB 852
INB 826
INB 827
INB 835
INB 820
INB 812
INB 869
INB 873
INB 872
INB 858
INB 865
INB 848
INB 857
INB 811
INB 816
INB 867
INB 862
INB 853
INB 860
DMS (P<0.05)

49
48
45
42
41
39
39
39
39
38
37
37
36
36
36
36
34
34
34
33
32
30
29
29
29
29
28
28
28
27
27
27
27
27
26
26
26
24
24

18.523

317
310
330
260
367
193
203
417
237
260
270
377
340
387
247
297
240
230
240
240
290
330
210
293
310
253
187
153
223
293
230
153
230
217
237
253
297
190
270
146

INB 823
INB 825
INB 861
INB 807
INB 863
INB 859
INB 815
INB 856
INB 855
INB 851
INB 847
INB 814
INB 864
INB 821
INB 866
INB 870
INB 846
G40001
MEX 114
GN-605-s
GN-610-s
TL-53-s
TB-1
P1440788-s
PI-321638-s
PI448806-A
PI1321637-s
PI1440788-A
PI440806-s
P1502217-s
Neb-T-6-s
Neb-T-8a-s
Neb-T-15-s
TARS-Tep 32
TARS-Tep 22
ICA Pijao
Seda
Beniquez
Verano

21
21
21
21
21
20
16
16
19
19
19
18
18
18
14
11
14
17
49
17
43
23
23

18
11

217
187
253
210
157
227
170
147
147
187
140
127
163
170
110
77
127
130
177
150
110
157
110
137
173
163
120
167
143
167
103
137
103
103
60
248
160
67
67
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De los genotipos de tépari utilizados como control, MEX 114, GN-610-s, PI 440788-A,
presentaron valores mas altos en el nimero de nodulos que la linea parental conocida de la
poblacion, con valores de 49, 43 y 38 respectivamente. ‘ICA Pijao’, mostré6 una nodulacion
significativamente mayor a los demas cultivares de frijol comtn evaluados, para el nimero y peso
de nodulos y con caracteristicas tipicas de una nodulacion efectiva como coloracion rojiza y
ubicacion cercana al area inoculada en la corona de la raiz. Los demads cultivares no solamente
mostraron valores significativos mas bajos, sino que las caracteristicas fenotipicas de la nodulacion

fueron deficientes, en términos de la coloracion y estructura de los nddulos.

La linea INB 806 fue significativamente mayor a un padre recurrente ‘ICA Pijao’ en el peso de los
nddulos, no asi en el nimero; aunque otros genotipos superaron a una linea parental en el numero,
no fue asi en el peso. El parental de frijol tépari (G40001) mostr6 valores de nodulacion de 17
nddulos y un peso fresco de 130 mg/ por planta, los cuales no son valores més altos, pero podria
estar aportando la habilidad per se de nodulacion con Bradyrhizobium y por ende la capacidad de
formar nodulos con caracteristicas mas similares a los que se obtienen en interacciones con esta

especie, a lo cual podria atribuirse la capacidad superior de ésta linea.

Estos datos son consistentes con estudios previos hechos con una poblacion interespecifica, donde
se evaluaron las interacciones simbioticas de hibridos interespecificos de estas dos especies, en
condiciones de invernadero con 7 progenies. En este experimento, se usaron indculos combinados
de 3 cepas distintas para cada especie, resultando en nodulacién con ambos grupos de inodculo en
las 7 progenies. Se concluyd que dos de ellas, tuvieron fijacion eficiente con las cepas de
Rhizobium y las otras cinco con las cepas de Bradyrhizobium. Dichas estimaciones se hicieron
basadas en el peso seco de la planta, peso seco de nddulos y actividad total de nitrogenasa

(Somasegaran y Hoben, 1991).

56



La contribucion por parte de ambas especies, fue analizada con marcadores AFLP (Polimorfismos
de la Longitud de Fragmentos Amplificados-por sus siglas en inglés), donde se estudiaron 60 lineas
y se obtuvieron valores entre 5.2-8.8% de introgresion del tépari hacia el frijol comun,

dependiendo del tipo de retrocruzamiento utilizado (Muiioz et al., 2004).

Dos de las cepas de Bradyrhizobium utilizadas para obtener estas mediciones, fueron aisladas de
otras especies de plantas (Psophocarpus tetragonolobus y Voandzeia subterranea), aunque
tuvieron nodulacion con frijol tépari en un experimento anterior, puede que no haya reflejado la
mayor capacidad de interaccion simbidtica por parte del frijol tépari, en contraste, las cepas
utilizadas de Rhizobium fueron las cepas de conocida capacidad superior y especifica CIAT 899 y

CIAT 632.

Por otro lado, las lineas identificadas como superiores en la FBN muestran la combinacion de la
presencia de marcadores moleculares de importancia en el mejoramiento. La linea INB 806
muestra la presencia del marcador SW13 (Apéndice 4), las lineas INB 817, 839 y 840 muestran la
presencia de los marcadores SW13 y SW12, y las lineas INB 817, 832, 833, 837, 841 y 842
mostraron combinaciones de la presencia de los marcadores SW13, SAP6 y SU91. Ninguna de las
lineas mostrd la presencia de los marcadores SR2 y PvelF4E?. El marcador SW13 es de
importancia, ya que confirma la presencia del gen /, que aporta resistencia al BCMV, el marcador
SW12, confirma la presencia del QTL asociado también a la resistencia del BGYMV. Los
marcadores SAP6 y SU91, confirman la presencia de QTL’s asociados a la resistencia de la

bacteriosis comun.

Las lineas INB 815, 835, 838, 846, 850, 851, 856, 865, 868, 869, 870, son de importancia para el

mejoramiento, ya que combinan la presencia de los marcadores SW12, SW13, SAP6 y SU91.
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En las lineas interespecificas de Saskatchewan (Tabla 10), se encontr6 una respuesta diversa como
producto de la inoculacion, siendo significativas las diferencias encontradas entre los miembros

de esta poblacion.

Tabla 10. Nimero de nodulos y peso (g) de hibridos interespecificos de la U. de Saskatchewan
inoculados con las cepas USDA 110 y USDA 3254 de Bradyrhizobium evaluados 21 dias
después de la inoculacion en Mayagiiez, PR. 2014.

Numero Peso Numero Peso
Genotipo de fre’sco de Genotipo de fre:sco de
nddulos nédulos nddulos nédulos
(mg) (mg)
A-5-6 62 250 B-1-13 24 168
A-2-5-Br 52 215 B-2-4 23 105
A-5-10 52 125 B-5-11 23 90
B-7-9 48 105 A-3-9 22 90
A-14-6 48 160 B-7-7 Br 21 130
A-11-8 47 170 A-10-12 21 55
A-3-10 42 125 A-9-5 21 45
A-5-5 41 138 A-3-1 21 73
A-14-10 40 153 B-5-5 20 100
A-14-8 39 155 B-2-9 19 143
B-11-1-N 39 203 B-11-3 19 105
A-14-4 38 178 B-4-5 19 123
B-1-8 37 213 B-6 18 88
B-11-6 37 193 B-7-8 18 113
B-1-4 36 168 B-6-1 17 110
A-2-8 35 103 A-3-13 17 68
A-11-11 34 90 A-9-9 16 133
A-3-12 33 123 A-2-5-Bl1 16 70
A-5-7 33 170 B-2-7 14 60
A-3-5 31 123 B-4-2 12 50
B-11-8 30 143 B-6-4 10 65
A-3-4 30 133 B-3-12 9 60
A-11-7 29 73 B-6-9 5 30
B-6-5 29 110 B-3-11 4 10
B-1-9 28 123 Expresso 52 210
B-11-1 28 120 SK Tepary Black 21 85
B-6-12 27 148 Pintium 19 65
B-6-2 27 118 SK Tepary White 14 80
B-6-8 27 128 SK Tepary Gray 13 50
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A-3-8 27 90 SK tepary Gold 13 53

B-11-10 26 118 NY5-161 13 43
B-3-1 25 180
DMS (P<0.05) 29.33 136

Los genotipos A-5-6, A-2-5Br, A-14-6, tuvieron los valores mas altos para las variables evaluadas
con valores por planta de 62, 52 y 48 nddulos con pesos de 250, 215, 160 mg de peso fresco por
planta, respectivamente. Los genotipos A-5-10, B-7-9, A-11-8, A-3-10 y A-5-5, tuvieron valores

igualmente altos para el nimero de nddulos, pero no asi para el peso.

Otro grupo de genotipos, B-1-8, B-11-1-N, B-3-1 y A-14-8, presentaron altos valores de peso de
nddulos (mg por planta), con un menor nimero de nodulos. Todo el conjunto de genotipos
mencionados, tuvieron un comportamiento superior a la linea parental conocida de frijol comin

NY5-161, que tuvo valores de 13 noédulos con un peso fresco de 43 mg, significativamente menor.

Al igual que en la poblacidon con padre recurrente mesoamericano, los valores superiores de lineas
hibridas con respecto a sus padres de frijol comun, sugiere una habilidad de las mismas para
nodular con las cepas afines a los padres donantes. Para ambas poblaciones se tomaron nodulos al
azar de las plantas inoculadas, previo al muestreo y se analizaron las secuencias de ADN de los
mismos, los cuales corresponden con un 98% de similaridad a la cepa USDA 110, una de las dos
cepas inoculadas, con respecto al gen recA (Figura 2). Ninguno de los aislados de los nodulos de
los cuales se amplifico la cepa ocupante correspondio a la cepa USDA 3254, sin embargo no se
pueden hacer inferencias de una ocupancia absoluta de la cepa USDA 110 siendo que no se tomo
una muestra de cada planta, solo se evaluaron plantas al azar. En ninguno de los nodulos se

encontr6 similaridad con secuencias de cepas de Rhizobium.
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En la prueba con Azul de Bromotimol, los cultivos establecidos a partir de los nodulos mostraron
una coloracion azul en el medio (Apéndice 5), sugiriendo el crecimiento correspondiente a
bacterias del género Bradyrhizobium, lo cual se compar6 durante 72 horas de crecimiento, teniendo
en conjunto platos en las mismas condiciones con todos los aislados de ambas especies como
referencia. Esta prueba, se realiz6 a partir de un nédulo de cada planta, intentando tener una mejor

representacion de los posibles ocupantes en las raices.

La respuesta mostrada por ‘ICA Pijao’, en términos de su apariencia fenotipica deseada en la
nodulacion con cepas de Bradyrhizobium, sugiere la importancia del estudio mas amplio de la

habilidad de genotipos especificos de Phaseolus vulgaris con este género de cepas.

V.4-Evaluacion de nodulacion de aislados de Puerto Rico en frijol tépari

Los aislados de Puerto Rico presentaron nodulaciéon y se encontrd diferencias significativas tanto
entre los aislados como entre los genotipos con los que se evaluaron (Tabla 11). Para el nimero
de nodulos la cepa de Juana Diaz fue significativamente mayor a las demas cepas, con 23.8
nodulos/planta, no hubo diferencia entre las cepas Corozal, USDA 3254 e Isabela para esta variable
con 4.3, 2.9 y 2.2 nédulos respectivamente. En el peso, la cepa de Juana Diaz fue igualmente
superior con 177.5 mg por planta. No fueron diferentes entre si las cepas USDA 3254 y Corozal

con 77.5 y 65 mg por planta, y ambas fueron superiores a la cepa Isabela con 32.5 mg por planta.

Para la variable didmetro las cepas Corozal, Isabela y USDA 3254 fueron superiores a la cepa de
Juana Diaz, indicando que en general las tres forman ndédulos de mayor tamafio. Con respecto a su
ubicacion, la cepa Juana Diaz form6 los nddulos mas cerca a la raiz, teniendo en promedio una

distancia de 0.2 cm desde el punto central de la raiz hasta el primer nodulo.
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Tabla 11. Nimero de nodulos, peso de nddulos (mg), didmetro de nddulos (mg) y distancia del
primer nodulo, de rizobios aislados en Puerto Rico estudiados con 10 genotipos de frijol tépari
en Mayagliez, Puerto Rico, 2014.

Peso fresco . Dis‘Fancia

Fuente ]_ESt,ad,O Nﬁ@ero de de nodulos Qlémetro de primer

Biolégico nodulos nodulos (cm) nodulo

(mg) (cm)oo

Aislados
Juana Diaz 23.8 177.5 0.16 0.20
Corozal 4.3 65.0 0.24 1.26
Isabela 2.9 32.5 0.21 1.14
USDA 3254 2.2 77.5 0.27 2.89
DMS (P<0.05) 4.95 24.74 0.06 1.01
Genotipos
G40066A Cultivado 12.72 220 0.37 1.43
G40029 Cultivado 9.03 107.5 0.26 2.03
G40001 Cultivado 7.75 95 0.19 0.86
G40041 Cultivado 6.84 70 0.26 2.38
G40060 Cultivado 9.94 70 0.24 1.01
G40111 Cultivado 11.63 70 0.24 1.48
G40022A Cultivado 8.75 57.5 0.18 0.81
G40173 Cultivado 7.22 47.5 0 1.77
121S-9806-1 Cultivado 0.69 32.5 0.5 0.58
DMS (P<0.05) 4.945 37.11 0.095 1.510

oo distancia tomada desde las primeras raices basales.

No hubo diferencia en la distancia entre las cepas Corozal e Isabela con 1.26 y 1.14 cm desde el
centro de la raiz y la cepa USDA 3254 fue diferente de los 3 aislados de Puerto Rico para esta

variable, formando su primer nodulo a 2.89 cm desde el centro de la corona.

El conjunto de cepas evaluado de las diferentes fuentes, ha tenido un patrén de nodulacion similar

con el frijol tépari, con una tendencia a tener un menor nimero de nédulos de mayor tamafio, a
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excepcion de la cepa Juana Diaz que consistentemente tuvo una tendencia a formar nodulos de
menos tamafio y en mayor cantidad. Sin embargo, estas evaluaciones solo se condujeron con un

numero limitado de genotipos.

La cepa USDA 3254 con este grupo de genotipos tuvo promedios en el nimero de nédulos y peso,
menores que los obtenidos en el promedio de la evaluacion con el panel de tépari completo.
Aunque no se puede estimar si la respuesta de estos genotipos con las cepas de Puerto Rico es
representativa de la diversidad del tépari, pudo confirmarse su capacidad para nodular con esta
especie de plantas y en el grupo evaluado presentd caracteristicas fenotipicas de nodulacion
efectiva. Adicionalmente, se puede considerar el efecto de haber realizado esta evaluacion en una

localidad diferente, Juana Diaz.

V.5-Evaluacion de genotipos superiores por su FBN en campo

En el experimento de campo (Tabla 12), se observo nodulacion en todas las lineas INB, siendo
significativamente superiores en el nimero de nddulos INB 806, INB 817, INB 826, INB 829, INB
846, INB 873, con valores entre 12-26 nddulos por planta. Dichas lineas fueron seleccionadas en
condiciones de invernadero por ser superiores en sus valores de nodulacion entre el grupo de 68
lineas (Tabla 9), a excepcion de la linea INB 846 que en éstas condiciones tuvo promedios

correspondientes al grupo de lineas inferiores.

Las lineas INB 835 e INB 848, presentaron los valores mas bajos para el nimero de ndédulos con
3 y 2 nddulos por planta respectivamente. Dichas lineas también se encontraron entre el grupo de
lineas inferiores de esta poblacidon cuando se evaluaron en condiciones de invernadero. De las
lineas SK incluidas presentaron nodulacion A-5-10, B-11-8, D-6-12, con valores

significativamente menores a los de las lineas INB.
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Tabla 12. Valor agrondémico, ubicacién, color y nimero de nodulos de lineas interespecificas
INB y SK, y lineas de tépari inoculadas con la cepa USDA 3254. Sub estacion Experimental
Agricola en Isabela, Puerto Rico. 2014.

Genotipo Valor Agrondémico Ubicacion Color Nu1’nero de
nddulos
INB 806 3 3 3 23
INB 817 2 2 2 26
INB 826 3 2 2 12
INB 829 4 2 2 14
INB 835 4 2 2 3
INB 846 4 2 2 19
INB 848 4 2 2 2
INB 873 4 2 2 18
A-5-6 4 2 0 0
A-5-10 3 1 2 2
B-11-8 4 1 2 3
D-6-12 3 2 5 2
G40001 4 3 3 2
G40025 - - - -
G40028 - - -
G40037A - - - -
G40144 - - - -
G40165 4 2 3 6
G40177E - - - -
SK Tepary Gray 3 2 2 3
IBC 301-204 4 1 1 6
TARS-LFR1 4 3 3 9
ICA Pijao 4 2 2 8
Verano 4 1 1 3
DMS (P<0.05) 17.46

Valor Agrondémico escala de 1 a 9, siendo 1=mejor apariencia, ubicacion= tomada desde el centro de la corona de
la raiz, color, 1=n6dulos con coloracion rosada y3= nddulos amarillos o verdes.

De los siete genotipos de tépari de la coleccion de CIAT, solamente G40001 y G40165 germinaron
y presentaron nodulacion, ambos fueron identificados en la evaluaciones anteriores como
superiores cuando fueron inoculados con las cepas USDA 3254 y con el conjunto de USDA 110

+ USDA 3254. Estos fueron menores en comparacion con el grupo, sin embargo como se discutio

63



en los resultados de experimentos anteriores, la tendencia observada de la nodulacién, es de

caracteristicas diferentes al frijol comun, siendo menor en nimero pero mayor en tamafo.

‘ICA Pijao’, tuvo durante los experimentos una tendencia superior a los demas genotipos de frijol
comun, sin embargo en condiciones de campo se comporto igual que las lineas IBC 301-204 y

TARS-LFR1 y la variedad ‘Verano’ en las caracteristicas de la nodulacion.

Cuando se asigné una evaluacion al color observado, los genotipos superiores en promedio fueron
INB 809, G40001 y TARS-LFR1, que mostraron la totalidad de sus ndédulos con coloracion rojiza,
caracteristica deseable por indicar la actividad del nodulo. Las mismas lineas tuvieron la
evaluacion mas alta en la ubicacion, observandose sus nodulos en el area de las raices basales

cercanas a la corona.

En general, se observé un buen valor agronémico de las diferentes lineas, con valores entre 2-4,
en una escala de 1-9, especialmente tomando en cuenta la ausencia de fertilizacion nitrogenada,
aunque no se pudo realizar evaluaciones del peso de la planta o cosecha, dado que la mayor parte

de las plantas se evalud a floracion para la nodulacion.

V.6-Filogenia de cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium construida con base en los genes recA,

atpD y nodC.

Para la secuenciacion de las diferentes cepas utilizadas (Tabla 4) basada en el gen nodC, se obtuvo
amplificaciones de aproximadamente 930 pb mayormente con la combinacién de primers nodCF
y nodCl. Cuando se obtuvo un producto con una sola banda en PCR, se realiz6 la purificacion de
forma directa, en los casos donde se obtuvo bandas multiples, se cortd desde el gel de agarosa la
banda correspondiente al producto esperado (Apéndice 6). Para las cepas en las cuales no se obtuvo
producto con esta combinacion de iniciadores, se amplifico con las demés combinaciones. USDA
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76, USDA 3254, USDA 94 fueron amplificadas con el iniciador nodCF4. Corozal-PR fue
amplificada con el iniciador nodCFu e Isabela y Juana Diaz con el iniciador nodCFn. EI arbol

filogenético para este gen (Figura 1), mostrd una buena correlacion con el

EAP 1001
USDA 110
USDA 122
USDA 3
USDA 73
ISABELA-PR
EAPBAN

- COROZAL-PR

UPR 2010
USDA 123

JUANA DIAZ-PR
—— USDA 3254

USDA 76
|: USDA 94

CIAT 632

CR 477
r

| CIAT 899

0.05

Figura 1. Arbol filogenético utilizando el método “neighbour-joining” (bootstrap, 1000 réplicas) basado en
secuencias alineadas de 17 cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium del gen nodC de 810 pb.

rango de hospederos de la planta, lo cual es consistente con estudios realizados con otros grupos
de cepas tanto de Rhizobium como de Bradyrhizobium (Garcia-Fraile et al., 2010, Diaz-Alcantara
et al., 2013). El grupo de cepas de Bradyrhizobium, form6 un conglomerado robusto, que incluye

las cepas UPR 2010, Corozal, Isabela y Juana Diaz, que no habian sido clasificadas anteriormente,
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con una homologia entre 85-99%, que sugiere un ancestro comun entre dichas cepas, clasificadas
cercanas a la cepa USDA 110. Las cepas USDA 3254, USDA 76 y USDA 94 formaron un
conglomerado con una homologia del 97%. Las cepas de Rhizobium formaron otro conglomerado,
en el cual la cepa CIAT 632 se ubico en un sub conglomerado y las cepa CR 477 (no clasificada
anteriormente), se formo6 en otro sub conglomerado con la cepa CIAT 899 con un 98% de

homologia.

Para la secuenciacion de las cepas basada en el gen recA, se obtuvo las mejores amplificaciones
con la combinacion de iniciadores TSrecAf y TSrecAr, para casi todas las cepas de
Bradyrhizobium se obtuvo una sola banda, utilizandose para la secuenciacion el producto directo
de PCR (Apéndice 7) y en los casos donde dos bandas fueron visualizadas se cort6 a partir del gel
la banda del tamafio deseado. Las cepas de Rhizobium se amplificaron modificando diferentes
temperaturas con este mismo iniciador para confirmar la visualizacion de la banda deseada,
obteniendo para éstas cepas, una mejor banda con una temperatura de alineamiento de 56°C.
Dichas secuencias también se confirmaron con las combinaciones de iniciadores:
(recAfwl+recArvl y recAfwl+recArv2), que mostraron las mejores bandas para los 3 aislados de

Rhizobium.

El 4rbol filogenético obtenido con las secuencias de este gen (Figura 2), formé dos conglomerados
principales, las cepas de Rhizobium en un conglomerado con un sub conglomerado que incluye las
cepas CIAT 899 y CR 477 (no clasificada anteriormente para este gen), que fueron 98% homologas
y otro con la cepa CIAT 632. El otro conglomerado principal, establecié un sub conglomerado con
las 3 cepas de Bradyrhizobium elkanii, USDA 3254, USDA 94 y USDA 76 y otro sub

conglomerado con las demds cepas de B. japonicum y B. diazoefficiens, que incluye las cepas
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aisladas en Puerto Rico, la cepa EAPBAN y la cepa UPR 2010, no clasificadas anteriormente para

este gen.

COROZAL-PR
ISABELA-PR
USDA 73

L USDA 123
USDA 110
EAP 1001
USDA 122
USDA 3
EAPBAN
JUANA DIAZ-PR
UPR 2010
USDA 76
USDA 94
USDA 3254

—1

—— CIAT 632

CIAT 899

CR 477

A
0.5

Figura 2. Arbol filogenético utilizando el método “neighbour-joining” (bootstrap, 1000 réplicas) basado en
secuencias alineadas de 17 cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium del gen recA de 505 pb.

Filogenias construidas a partir de este gen conservado, soportan las filogenias establecidas de la
SSU en otros estudios (Gaunt, ef al., 2001, Menna et al., 2009). La mayor variabilidad se encontrd
cuando se establecieron los analisis basados en el gen atpD (Figura 3), en donde al igual que en
los genes nodC y recA se establecieron dos conglomerados principales, pero una mayor diversidad
se observo en el clado del género Bradyrhizobium, en donde el grupo de la cepa USDA 110 formé

un sub conglomerado que incluye las cepas EAPBAN y UPR 2010 (no
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clasificadas anteriormente), con un 98% de similaridad, otro sub conglomerado que incluye las

cepas de de Bradyrhizobium elkanii, 96% homologas entre ellas para este gen, y un tercer

EAP 1001
USDA 73
USDA 110
USDA 3
USDA 122
-l USDA 123
EAPBAN
UPR 2010

COROZAL-PR
‘ | ISABELA-PR
JUANA DIAZ-PR

USDA 76
USDA 94
L USDA 3254
CIAT 632
| CIAT 899
ICR 477

0.02

Figura 3. Arbol filogenético utilizando el método “neighbour-joining” (bootstrap, 1000 réplicas) basado en
secuencias alineadas de 17 cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium del gen atpD.

sub conglomerado que agrupa los aislados de Puerto Rico con un 97% de similaridad entre ellas.
Estos resultados son consistentes por los encontrados por Menna et al., 2009, en donde el gen

atpD, mostr6 la mayor variabilidad dentro de 4 genes conservados estudiados.
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V. 7- Desarrollo de poblacion interespecifica

Aproximadamente 300 polinizaciones fueron realizadas utilizando diferentes combinaciones de
los padres, de las cuales la mitad fueron utilizando plantas de tépari como madre y la mitad
utilizando frijol comin como madre. De los 150 cruzamientos realizados en tépari, 40 fueron
cruzamientos exitosos, pero presentando embiones con crecimiento suboptimo, los cuales fueron
rescatados in vitro (Figura 4), consiguiéndose rescatar 20 embriones. De éstos, se consiguid crecer

tres plantas, las cuales no produjeron flores con polen viable, y las polinizaciones que se intentaron

realizar usando dichas flores como madres, no fueron existosas.

»

Figura 4. Rescate in vitro de embriones de hibridos interespecificos. 4.1= vainas con embriones sin crecimiento,
4.2= vainas in vitro 12 dias después de transferencia, 4.3= semillas germinadas a los 8 dias a partir de vainas
transferidas, 4.4= vainas con embriones con crecimiento limitado, 4.5 semillas germinadas a partir de embriones
transferidos directamente al medio, 4.6= aclimatacion de plantas en maceteros con medio estéril.
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solamente 35 fueron rescatados in vitro, de los cuales dos pudieron crecer en maceteros y una de
¢éstas plantas tuvo formacion de flores. Dichas flores fueron retrocruzadas con polen de la planta

materna y produjeron 6 semillas viables (Figura 5). Dichas plantas se mantuvieron dentro del

laboratorio para tener un mejor control de las condiciones.

' it |
Figura 5. Desarrollo de hibrido interespecifico. 5.1= transferencia de embrion a medio de crecimiento estéril,
crecimiento del hibrido F1 con sus respectivos parentales (izquierda P. vulgaris, centro= hibrido interespecifico,
derecha= P. acutifolius), 5.3= 6 semillas producidas producto de la retrocruza con polen de frijol tépari.

Las 6 plantas producto del cruzamiento entre G40110 x IBC 301-204, fueron establecidas
produciendo flores, que se intentaron retrocruzar hacia ambos padres en ambos sentidos, siendo
exitoso el retrocruce hacia la linea parental de tépari utilizando el hibrido interespecifico como
madre. Las semillas cosechadas, se mezclaron en una sola poblacion, y se establecieron en
condiciones de invernadero. Dichas plantas tuvieron diferencias fenotipicas en su crecimiento, con
tipos de hojas primarias correspondientes a plantas de ambos géneros, distancia entre nudos de los
primerios trifolios correspondientes al frijol comun, pero con habito de crecimiento trepador a

partir del tercer trifolio, correspondiente a las caracteristicas del parental de tépari (Figura 6).
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Figura 6. Tipo de crecimiento de plantas retrocruzadas hacia parental tépari. 6.1= hojas primarias
correspondientes a la morfologia de tépari, 6.2= hojas primarias correspodientes a la morfologia de frijol
comun, 6.3= plantas con crecimiento anormal.

Dichas plantas produjeron diferentes tipos de vainas, siendo algunas completamente vanas, en
algunos casos llenando granos parcialmente y otras con un méaximo de 6 a 7 granos por vaina
(Figura 7). Los granos con mejores caracteristicas corresponden a semillas redondas color negro
brillante, sugiriendo la herencias de carateristicas de ambos padres, siendo que el parental tépari
corresponde a semilla color negro opaco, y el parental de frijol comun rojo claro brillante. La

mayor parte de las semillas tuvieron una formacion pobre de los cotiledones, y un pequefio grupo

tuvo color rojo, pero con caracteristicas no deseables (Figura 7.3).

Figura 7. Tipo de crecimiento de vainas y semillas interespecificas retrocruzadas hacia el parental tépari. 7.1=
semillas redondas color negro brillante y vainas con 6-7 semillas, 7.2= semillas color negro opaco y negro
brillante, redondas y planas con desarrollo limitado, 7.3= semillas color negro opaco y rojo con desarrollo no
deseado.
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V.8-Reaccion de frijol tépari al BCNMV

Los 315 genotipos de frijol tépari inoculados con la cepa NL 3 D de BCMNYV, mostraron diferentes
sintomas. La mayor parte de las plantas fueron susceptibles y produjeron sintomas de mosaico en
las hojas inoculadas (tomando como referencia los sintomas de mosaico conocidos en el frijol
comun) y fueron positivos a la prueba de ELISA (Tabla 13). Mas de 150 de las accesiones
estudiadas presentaron una reaccion fenotipica susceptible, siendo posible visualizar los sintomas
conocidos en el frijol comin como reaccion a la presencia del virus, que pudieron observarse de
forma leve, severa y con enrollamiento de las hojas (Figura 8.a.3, 8.a.4, 8.b.3). Sin embargo, no
hay una total correspondiencia entre la apariencia en la severidad del virus con el valor en la prueba
ELISA, siendo que algunos genotipos con apariencia de mosaico severo, presentaron valores bajos
en la prueba de ELISA, y genotipos con mosaico leve, presentaron valores altos en la prueba de

ELISA. Adicionalmente, genotipos que tuvieron apariencia fenotipica resistente como G40018,

G40061, G40199, presentaron valores consistentes positivos para la prueba ELISA.

Tabla 13. Genotipo, estado biologico, lugar de recoleccion, respuesta fenotipica a la cepa de
bean common mosaic necrosis virus (BCMNV) NL 3 D en las hojas primaria y trifoliada, y
resultados de la prueba ELISA en genotipos del panel de diversidad de tépari (TDP) y lineas de

mejoramiento del programa de USDA-ARS-TARS. Mayagiiez, Puerto Rico, 2013-2015.

Respuesta a NL 3 D!

Genotipo® Estgdp Hoi
Biolégico 4 pyiflig ELISA
Primaria

G40001 Cultivated VN M, Lc +€ 3.42
G40006B Cultivated NS M, Lc + 2.73
G40008 Cultivated VN M, Lc + 3.39
G40009 Cultivated VN M, Lc + 2.55
G40010 Cultivated VN M, Lc + 2.4
G40012 Cultivated NS M, Lc + 3.49
G40013A Cultivated NS M, Lc + 3.49
G40013D Cultivated VN M, Lc + 3.51
G40018 Cultivated NS NS + 0.66
G40019 Cultivated VN NS + 0.65

72



G40020
G40021
G40022
G40022A
G40023
G40025
G40028
G40029
G40030
G40032
G40034
G40035
G40036
G40037
G40037A
G40038
G40039
G40040
G40041
G40042
G40043
G40044
G40045
G40046
G40048
G40049
G40050
G40051
G40052
G40053
G40054
G40055
G40056
G40057
G40058
G40059
G40060
G40061
G40066A
G40067
G40068

Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated

NLL, VN

NS

NS

$52622622222602222627%

NS
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M, Lc
mM, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
mM
M, Lc
M, Lc
mM
M, Lc

2z %

M, Lc
M, Lc

8
<z

M, Lc
SN, M, Lc

M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
mM
SN, M, Lc
M, Lc
M, Lc

mM
NS
mM
mM
NS
M, Lc
sM

+++++++++ R+

3.14
1.44
3.47
3.46
3.38
248
0.95
2.85
2.45
3.23
3.45
1.3
3.38
2.24
3.37
3.31
1.29
2.11
3.07
2.89
2.64
3.39
2.88
2.69
0.68
0.73
2.16
2.69
2.12
1.45
0.64
1.45
2.65
3.47
1.71
1.49
3.42
0.65
3.45
3.44
3.42



G40071
G40072
G40073
G40074
G40075
G40076
G40077
G40078
G40080
G40081
G40082
G40083
G40086
G40087
G40088
G40089
G40091
G40092
G40093
G40094
G40095
G40096
G40098
G40101
G40103
G40105
G40106
G40108
G40110
G40111
G40112
G40113
G40114
G40115
G40116
G40117
G40117A
G40119
G40120
G40122
G40125

Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Cultivated
Cultivated
Cultivated

Cultivated NLL, VN

VN mM
VN M, Lc
VN sM
VN SN, M, Lc
NS mM
VN M, Lc
VN M, Lc
NLL,VN SN, M, Lc
VN sM
NS mM
VN M, Lc
VN mM
VN M
NS mM
VN M, Lc
VN mM
NLL,VN mM
VN M, Lc
NS M, Lc
VN mM
VN mM
VN mM
VN mM
VN mM
NS mM
VN SN, M, Lc
VN M
VN sM, Lc
VN M, Lc
NS M, Lc
VN mM
VN mM
VN M, Lc
VN mM
VN mM
VN M, Lc
VN M, Lc
VN mM
NS M, Lc
VN M, Lc
sM
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3.11
3.33
3.39
3.31
0.49
3.23
2.83
3.49
1.33
2.92
3.45
2.6
1.52
3.45
1.58
1.61
0.07
0.26
1.51
0.78
2.65
3.44
2.85
1.17
3.03
3.16
3.17
3.44
1.01
0.7
3.08
1.46
2.05
2.74
3.47
3.2
1.28
3.19
29
3.06
2.21



G40127
G40128
G40129
G40130
G40138
G40140
G40141
G40142
G40142A
G40143
G40144
G40144A
G40144B
G40144C
G40145
G40146
G40147
G40148
G40149
G40150
G40151
G40152
G40153
G40154
G40156
G40157
G40158A
G40159
G40160
G40161
G40162
G40163
G40164
G40165
G40166
G40168
G40169
G40172
G40173
G40173A
G40173B

Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Wild
Wild
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated

M, Lc
sM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
mM
mM

M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
SN, M, Lc
mM
mM
M, Lc
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
M, Lc
M, Lc
mM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
mM
M, Lc
M, Lc
M, Lc

M, Lc
mM

+++++++++ R+

3.02
3.39
2.7
3.15
3.19
3.44
2.81
342
3.51
2.99
2.94
3.41
34
3.14
3.39
2.82
3.44
2.14
3.24
3.41
24
3.45
2.14
3.14
34
3.02
3.44
1.97
2.83
2.29
3.32
3.43
3.41
3.38
2.93
2.17
2.37
2.23
3.21
3.48
2.62



G40173C
G40174
G40175
G40176
G40177A
G40177A1
G40177A2
G40177B1
G40177C
G40177D
G40177E
G40177E1
G40177E2
G40177E3
G40177F
G40177G
G40179
G40180
G40181
G40187
G40188
G40189
G40190
G40191
G40192
G40193
G40194
G40195A
G40195B
G40196
G40197
G40199
G40200
G40201
G40202
G40203
G40204
G40205
G40206
G40207
G40208

Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Weedy
Cultivated
Weedy
Cultivated
Weedy
Weedy
Wild
Wild
Weedy
Wild
Weedy
Weedy
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Cultivated
Cultivated
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild

VN
NLL, VN
VN
VN
NLL, VN
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mM
mM
mM

mM, Lc
M, Lc

M, Lc
mM
M, Lc
mM
M, Lc
sM
M, Lc
M, Lc
sM
SN, M, Lc
M, Lc
mM
mM
M, Lc
SN, mM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
mM
SN, mM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
NS
M, Lc
M, Lc
SN, mM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc

+++++++++ R+

3.4
0.74
3.53
3.48
0.24
2.77
3.33
2.98
2.75
3.52
3.09
3.43
3.16
3.36
3.42
2.57
3.42
3.03
2.33
0.69
0.35
0.98

3.2
3.51
0.91
0.46
3.49
2.75
1.87
3.25

24
3.47
2.49
3.43
2.11
3.06
3.49
2.23
2.78
3.43
2.71



G40209
G40210
G40210A
G40211
G40212
G40213
G40213A
G40214
G40216
G40217
G40218
G40219
G40220
G40221
G40222
G40224
G40225
G40226
G40227
G40228
G40229
G40230
G40231
G40231A
G40232
G40233
G40234
G40235
G40236
G40237
G40237A
G40238
G40242
G40245
G40246
G40247
G40248
G40248A
G40250
G40251
G40252

Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Cultivated
Cultivated
Wild
Wild
Cultivated
Wild
Cultivated
Wild
Wild
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild

NLL, VN
NS
VN
NS
VN

NLL,VN
VN
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mM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc

SN, mM
SN, mM

SN
M, Lc
M, Lc
M, Lc

dD

mM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc

sM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc

mM

M
M, Lc
M, Lc
M, Lc
SN, M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc

mM
M, Lc
M, Lc

+++++++++ R+

2.94
1.8
2.22
2.67
0.9
3.39
3.17
0.81
2.53
1.73
2.98
3.36
2.84
3.19
3.2
3.57
3.27
2.22
3.6
3.58
3.07
2.97
3.16
2.97
3.59
3.21
2.8
3.17
3.61
2.85
2.93
3.26
0.86
3.15
2.53
2.99
3.61
2.94
2.39
2.39
2.02



G40253
G40253A
G40254
G40255
G40257
G40258
G40258A
G40259
G40260
G40262
G40265
G40269
G40270
G40271
G40272
G40273
G40274
G40275
G40276
G40277
G40279
G40282
G40283
G40284
G40285
G40286
G40287
G40288
G40289
G40290
G40291
G40294
G40295
G40296
G40298
G40299
G40300
G40301
G40302
G40303
G40304

Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Wild
Wild
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Wild
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Wild
Cultivated
Cultivated
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M, Lc
mM
mM

M, Lc
mM

M, Lc
SN
dD
mM

SN, mM
dD

M, Lc

M, Lc

M, Lc

M, Lc
mM

M, Lc

M, Lc

M, Lc

M, Lc

M, Lc

M, Lc

M, Lc

M, Lc

M, Lc

M, Lc
NS
mM
NS

M, Lc
sM
NS
mM
mM

M, Lc
mM

M, Lc

M, Lc

M, Lc

M, Lc

M, Lc

+++++++++ R+

2.52
2.57
2.28
2.97
0.63
3.6
3.61
3.01
2.98
3.13
2.62
3.8
3.62
3.62
3.65
3.63
3.6
3.62
3.64
3.61
3.6
3.56
3.61
3.62
34
3.43
0.54
3.46
1.3
3.61
3.45
3.39
3.59
3.21
3.6
2.95
3.62
3.58
3.46
3.5
3.6



MEX114
Neb T-8a-S
P1440792
PI1440793
P1440795
P1440798

PI 440800

P1 440801

PI1 440802

PI 440805

P1 440806
P1458873
P1458874
P1462026
P1476858
P1477033
P1477035
P1477036
P1477038

PI 535224

P1 535227
P1535233

PI 549447

PI1 638833

P1 638925
P1638926

PI1 653254
TBI
TARS-Tep 23
TARS-Tep 29
TARS-Tep 32
TL-53S

W6 32480
W6 32481
W6 32483
W6 32485
121S-9800-1
121S-9800-2
12SH-9801-1
12SH-9801-2
12SH-9803-1

Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Wild
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
Cultivated
TARS
TARS
TARS
TARS
TARS

NS
NS

NS
NS
NS
NS

NS
NS

NS
NS

NS
NS
NS

NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
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M, Lc
M, Lc
sM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
sM
sM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc

mM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc

mM

mM
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc
M, Lc

NS

e e S e e i a e s e e e S e S S e e =

2.79
3.44
3.44
3.53
3.45
0.54
3.44
3.44
0.6
3.48
342
3.49
1.88
3.47
3.84
3.43
0.42
3.48
0.5
3.48
3.47
0.48
3.5
3.5
3.49
3.47
3.68
3.51
3.46
1.54
3.47
3.5
3.42
0.48
1.23
3.43
3.58
3.61
3.60
3.57
0.07



12SH 9805-1 TARS NS M, Lc + 2.07
12SH-9805-2 TARS NS M, Le + 3.58
12SH-9806-1 TARS NS M, Le + 2.03
12SH-9807-1 TARS NS M, Le + 2.85
12SH-9807-2 TARS NS M, Le + 3.57
12SH-9808-1 TARS NS M, Le + 3.59
12SH-9808-2 TARS NS M, Le + 1.45
12SH-9809-1 TARS NS M, Le + 1.77
12SH-9809-2 TARS NS M, Le + 0.85
12SH9811-1 TARS NS M, Le + 3.63
12SH-9810-1 TARS NS M, Lc + 3.55
12SH-9811-2 TARS NS NS + 1.13
12SH-9812-1 TARS NS NS + 1.42
12SH-9812-2 TARS NS M, Lc + 3.23
12SH-9813-1 TARS NS NS + 0.78
12SH-9813-2 TARS NS M, Lc + 3.26

*Genotipos: G, CIAT; PI, USDA Western Regional Plant Introduction Station; SH, USDA-ARS-TARS
Descripcion de los sintomas: NS= no sintomas, SN= Necrosis Sistémica, VN= necrosis en las venas, NLL=
lesiones necroticas localizadas, M= Mosaico, mM= mosaic leve, sM= mosaico severo, Lc= enrollamiento de la
hoja, sD= muerte entre los 7-10 dias después de la inoculaciéon, dD= muerte después de los 10 dias.

@ categoria de susceptible o resistente calculados con base en la lectura del control negativo de cada plato (2x).

Lineas que fueron clasificadas como resistentes basado en la prueba de ELISA, no mostraron
sintomas o produjeron necrosis en las venas de las hojas (Tabla 14). Combinaciones especificas
de genes de resistencia al BCMV y BCMNV producen diferentes sintomas cuando plantas son
inoculados con la cepa NL 3 D (Kelly, 1997). Un grupo de 12 genotipos , mostr6 consistentemente
valores negativos para la prueba de ELISA y no sintomas fenotipicos de mosaico en los trifolios.
G40085, G40099, G40171 y G40178 no mostraron ninguna reaccion ni en las hojas primarias (area

de la inoculacién), ni en los trifolios, los cuatro son formas silvestres.

Tabla 14. Genotipo, estado biologico, lugar de recoleccion, respuesta fenotipica a la cepa de
bean common mosaic necrosis virus (BCMNV) NL3 en las hojas primaria y trifoliada, y
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resultados de la prueba ELISA en 9 genotipos del panel de diversidad de tépari. Mayagiiez,
Puerto Rico, 2013-2015.
Genotipo® B.ES'[fJ.d.O Lugar de o~ Respuesta a NL3!
iologico recoleccion oja Trifolio ELISA
Primaria

G40085 Silvestre Durango, México NS NS - 0.08
G40099 Silvestre Durango, México NS NS - 0.07
G40171 Silvestre Durango, México NS NS - 0.11
G40178 Silvestre ~ Chihuahua, México NS NS - 0.08
P1 440785 Cultivado ~ Durango, México NS NS - 0.09
G40091 Silvestre Durango, México VN NS - 011
G40198 Silvestre Texas, E.E. U.U. VN NS - 0.02
G40212A Silvestre  Arizona, E.E. U.U. VN NS - 0.07
G40223 Silvestre  Arizona, E.E. U.U. VN NS - 0.10
G40249 Silvestre ~ Chihuahua, México VN SN - 0.07
G40256 Silvestre ~ Chihuahua, México VN SN - 0.06
G40297 Silvestre Sinaloa, México VN NS - 0.09

*Genotipos: G, CIAT, PI, USDA Western Regional Plant Introduction Station

Descripcion de los sintomas: NS, no sintomas, SN, Necrosis Sistémica, VN, necrosis en las venas

P1440785, tuvo igualmente ausencia de sintomas, siendo la unica accesion cultivada que presentd

ausencia total de sintomas. Los cinco genotipos son provenientes de Durango, México. En el ftijol

comun, dicha reacciones se atribuyen a la presencia de los genes de resistencia I, bc-3 y bc-u

(Kelly, 1997). Adicionalmente, fue deseable identificar accesiones provenientes de Durango,

Meéxico, ya que se conoce que este tipo de resistencia en el frijol comln es proveniente de la raza

Durando (Morales, 2006).

G40091, G40198, G40212A y G40223 también mostraron ausencia de sintomas en los trifolios,

pero mostraron necrosis en las venas de las hojas primarias, provenientes de Durando, México,

Texas y Arizona (E.E. U.U.), siendo las cuatro formas silvestres. Los genotipos G40249, G40256
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y G40297 mostraron necrosis en las venas del area inoculada y también necrosis que se extendid
sistémicamente a los demas trifolios como lesiones necroticas localizadas. Estos nueve genotipos
fueron consistentes en mostrar en las evaluaciones valores negativos para la prueba de ELISA.

Este tipo reaccion en frijol comun requiere la presencia de los genes de resistencia bc-12, Iy be-u.

Diferentes formas de necrosis fueron expresadas en las hojas primarias, asociadas con sintomas
expresados con la inoculacion de la cepa NL3 de BCMNYV en el frijol comun. Un grupo de
genotipos mostrd necrosis en las venas en el area de la hoja primaria inoculada (Figura 8.a.1,
8.b.1). Los genotipos G40001, G40041, G40042, G40044, G40078, G40177A2, G40177E,
G40177E1 y G40269, al ser establecidos en 3 experimentos para confirmar la repetitividad de los
sintomas, presentaron sintomas constantes. Estos genotipos presentaron sintomas de necrosis en
el area infectada, concentrandose en las venas (sintoma clasificado como VN) como en los
genotipos G40001, G400041 y G400042 y en otros casos lesiones que se extendieron en la lamina

foliar (sintoma clasificado como NLL), como en el caso de los genotipos G40177E1.

La presencia de necrosis en el area de las venas de la parte inoculada y el resto de la planta sana,
es asociada en el frijol comun con la presencia del gen dominante /, protegido por el gen recesivo
bc—1% (Miklas et al., 1997). Genotipos como G40019, presentaron necrosis en el area inoculada,
pero no presentaron sintomas en el resto de la planta, con valores de ELISA inconsistentemente
negativos pero, considerado positivo a la prueba por la inconsistencia. En el frijol comun, la
respuesta al BCMNYV es hipersensitiva, lo cual significa que aunque la planta tiene un mecanismo

de resistencia, el virus puede persistir en la planta.

El genotipo G40091, mostrd sintomas de necrosis en el drea inoculada y ascendencia sistémica de

los sintomas necroticos a los trifolios, se considerd positivo para la prueba ELISA ya que sus
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valores fueron inconsistentes. Otros genotipos como G40078 mostraron una necrosis sistémica
consistente (Figura 8.a.5, 8.b.5), pero que no tuvieron una muerte de la planta, sino que nuevos
trifolios eran formados y la necrosis ascendia a nuevos trifolios conforme el crecimiento de la
planta. Igualmente genotipos silvestres como G40177E1, mostraron necrosis sistémica, la cual
tuvo variaciones entre los genotipos en términos del area de la hoja con lesiones. Genotipos con
esta caracteristica fueron positivos a la prueba de ELISA. En el frijol comun, plantas inoculadas
con la cepa NL3, que tienen la presencia del gen /, como es el caso de ‘Verano’, tienen valores
negativos o mas bajo que en el frijol tépari cuando se realiza la prueba de ELISA, pero
considerando que el gen actia como un mecanismo de reaccion hipersensitiva en la planta, valores

mas altos en las pruebas de ELISA no necesariamente estan reflejando la ausencia del gen.

Mas de 100 de los genotipos evaluados presentd tipos de necrosis con caracteristicas no tipicas a
las conocidas en el frijol comun, siendo que era de menor tamafio, en algunos casos solo en el
centro de la vena, y por su inconsistencia en los 3 experimentos, sugiriendo ser muy dependiente
de las condiciones ambientales. En estos casos, se evaludé colocando plantas sanas del mismo
genotipo simultdneamente, observandose siempre pequefia sintomatologias necroticas. Estos
genotipos presentaron valores iguales al control susceptible en la prueba de ELISA. Sin embargo,
se identifico este grupo con el sintoma necrotico en la hoja primaria (VN), en orden de poder
diferenciarlo de los genotipos que no tuvieron ningln sintoma, adicionalmente fueron sintomas

que pudieron observarse en el envés de la hoja.

La linea del programa de mejoramiento de tépari USDA-ARS-TARS, 12SH-9803-1, derivada del
cruzamiento Tep 4 x PR1217-17, fue consistentemente negativa a la prueba de ELISA y mostro

ausencia completa de sintomas después de la inoculacion con NL-3. Otras lineas del programa de
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mejoramiento, como 12SH 9809-2, mostraron sintomas muy leves de mosaico, pero cuando se

evalud un nimero mayor de plantas, los resultados fueron inconsistentes.

Para las evaluaciones de las lineas de tépari, podria considerarse que algunas de las inconsistencias
en las primeras evaluaciones se deban a que la semilla utilizada para estas pruebas, podria estar
segregando para ¢éstas caracteristicas, siendo que se realizd dichas pruebas con semillas
provenientes de una coleccion y no de una planta individual auto fecundada. En el tercer

experimento en 2015 las lineas fueron incrementos a partir de una planta individual.

Otra posibilidad podria ser que la ausencia de sintomas en algunas de ellas, fuese unicamente por
falta de infeccion de las plantas que no presentaron sintomas, sin embargo es poco probable, puesto
que en estos casos se repitio la inoculacion en la misma planta y siempre se establecidé un nimero

considerable de controles que mostraran la eficiencia de la infeccion.

Los marcadores desarrollados para BCMV, BCMNV y BGYMYV, fueron evaluados en estas

accesiones, pero no son informativos para el frijol tépari.

Estos resultados ofrecen informacion para el mejoramiento de la caracteristica de resistencia al
BCMNYV en el frijol tépari. El desarrollo de poblaciones biparentales, en las que se cuente con un
menor numero de genes y patrones de segregacion puedan ser estudiados, puede permitir confirmar

la presencia de genes de resistencia.
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Figura 8. Reaccion fenotipica de genotipos de cultivados y silvestres de tépari, a la inoculacion con la cepa NL3 de BCMNV. 8.a.1 y
8.b.1=necrosis en hojas primarias, 8.a.2 y 8.b.2= no sintomas en hojas primarias, 8.a.3 y 8.b.3= mosaico, 8.a.4= enrollamiento de hoja,
8.a.5 y 8.b.5= lesiones necroticas en hojas trifoliadas, 8.a.6 y 8.b.6=no sintomas en hojas trifoliadas.
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VII-APENDICES

Apéndice 1. Caracteristicas morfologicas de aislados de Rhizobium y Bradyrhizobium cultivados
en medios YMA, YMA+CR, YMA-+BB.

DP
Cepa Forma Color Textura/Apariencia CR BB C
alcalin
USDA 3 plana blanco/translucido gomoso/suave rosado 0 3 mm
no alcalin
USDA 73 abovedada blanco gomoso/firme absorbe 0 2 mm
alcalin
USDA 76 plana blanco suave/brillante rosado 0 3 mm
poco alcalin
USDA 94 coOnica blanco/translucido densa/gomosa/brillante absorbe 0 1 mm
blanco opaco/puntos poco alcalin
USDA110 conica rojos densa/gomosa/brillante rosado 0 1 mm
blanco opaco/puntos alcalin
USDA 122 conica rojos firme/poco gomosa rosado 0 1 mm
no alcalin
USDA 123 abovedada blanco firme/poco gomosa absorbe 0 1 mm
no alcalin
USDA 3254 abovedada blanco densa/gomoso/brillante absorbe 0 3 mm
blanco opaco/puntos alcalin
EAP 1001 conica 10jos poco densa/poco gomosa  rosado 0 1 mm
alcalin
EAPBAN abovedada blanco/translucido gomosa/brillante rosado 0 3 mm
alcalin
UPR 2010 abovedada translicido gomosa/brillante rosado 0 2 mm
alcalin
COROZAL abovedada blanco/translicido poco densa/brillante rosado 0 3 mm
no
JUANA DIAZ plana blanco opaco suave/poco gomosa absorbe  4cido 3 mm
alcalin
ISABELA plana blanco suave/poco gomosa rosado 0 1 mm
CIAT 899 abovedada translucido suave/brillante rosado acido 5 mm
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CIAT 632 abovedada translucido suave/brillante rosado dcido  Smm

CR 477 abovedada translucido suave/brillante rosado acido 4 mm
CR=Rojo Congo, BB=Azul de Bromotimol, DPC=diametro promedio de la colonia
(mm).

Apéndice 2. Resultados del andlisis de suelo en el campo, sub Estacion Experimental Agricola,
Universidad de Puerto Rico, Isabela, 2014.

Identificacion® Valor
pH 5.1
Conductividad uS/cm 252.1
% Materia Orgénica 2.38
Fosforo disponible mgP-PO4/Kg 16
Calcio mgCa/Kg 503
Magnesio mgMg/Kg 91
Potasio mgK/Kg 124
Sodio mgNa/Kg 96
Aluminio mgAl/Kg 18
CICE meq/100g 4

CICE: Capacidad de intercambio cationico equivalente.
€ Muestra analizada en la Estacion Experimental Agricola, Universidad de Puerto Rico, Juana
Diaz, bajo el codigo S-14-0663.

Apéndice 3. Genotipos del panel de diversidad de tépari incluidos en las evaluaciones de
BCMNV. Mayagiiez, Puerto Rico, 2013-2015.

Peso 100 . Peso 100 .
. . Pais de ., . . Pais de .,
Genotipo semillas . Region Genotipo  semillas . Region
Origen Origen
(g (€]
G40001 16.1 Meéxico Veracruz G40046 4.6 México Sonora
G40006B 15.2 Meéxico Chiapas G40047 42 México Sonora
G40008 16.8 Morocco G40048 32 México Sonora
G40009 16 El Salvador Santa Ana G40049 43 México Sonora
G40010 14.5 El Salvador San Miguel G40050 3.8 México Sonora
G40012 14.2 Nicaragua Chinandega G40051 3.8 México Sonora
G40013A 14.3 Nicaragua Rivas G40052 32 México Durango
G40013D 14.8 Nicaragua Rivas G40053 3.4 México Sonora
G40018 14.7 Meéxico Chiapas G40054 5.1 México Sonora
G40019 11.1 Meéxico Oaxaca G40055 6.8 México Sinaloa
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G40020
G40021
G40022
G40022A
G40023
G40025
G40028
G40029
G40030
G40032
G40034
G40035
G40036
G40037
G40037A
G40038
G40039
G40040
G40041
G40042
G40043
Mex114
G40045
G40086
G40087
G40088
G40089
G40091
G40092
G40093
G40094
G40095
G40096

13.9
13.8
15.3
16.2
15.8
18.4
14.8
16.7
18.2
15.2
14.9
10.5
12
16.8
17.5
14.2
13.7
17.4
15.5
20.6
15.4

5.5
3.6
4.2
2.6
4.4
2.4
2.7
3.8
3.7
3.6
3.7

Meéxico
Meéxico
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
Guatemala
Meéxico
Meéxico
México
E.E. U.U.
E.E. U.U.
Meéxico
México
E.E. U.U.
Surafrica
E.E. U.U.

Nicaragua

México
México
México
México
México
México
México
México
México
México

Meéxico

Sonora
Jalisco
Arizona
Arizona
Arizona

Arizona

Arizona
Zacapa
Nayarit
Oaxaca
Oaxaca
Arizona
Arizona
Sonora
Chiapas

Arizona

Nebraska

Sonora
Durango
Durango
Durango
Durango
Durango
Durango
Durango
Durango
Durango

Durango

96

G40056
G40057
G40058
G40059
G40060
G40061
G40062
G40066A
G40067
G40068
G40071
G40072
G40073
G40074
G40075
G40076
G40077
G40078
G40080
G40081
G40082
G40083
G40085
G40129
G40130
G40138
G40140
G40141
G40142
G40142A
G40143
G40144
G40144A

6.2
16.9
12.7
12.8
13.8
133
12.6
15.9
17.6

18
2.6
2.5
4.2

3.6
2.9

1.9
5.6
23
3.8
43

13.4
12.6
13
13.7
13.5
16.8
15.2
13.4
13.2
15.2

México

El Salvador
El Salvador

El Salvador
Nicaragua
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.

México
México
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México

México

Sonora

San Miguel

Santa Ana

Sonsonate

Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Sonora
Sonora
N. México
N. México
Texas
Texas
Sinaloa
Durango
Chihuahua
Durango
Durango
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora

Sonora



G40097 2.4 Meéxico Durango G40144B 16.3 México Sonora

G40098 4.2 Meéxico Durango G40144C 13.7 México Sonora
G40099 2.5 Meéxico Durango G40145 13.8 México Sonora
G40100 4.8 Meéxico Durango G40146 14.4 México Sonora
G40101 4.6 Meéxico Durango G40147 14.6 México Sonora
G40103 4 Meéxico Sinaloa G40148 16.4 México Sonora
G40104 43 Meéxico Jalisco G40149 13.4 México Sonora
G40105 3.8 Meéxico Jalisco G40150 13.6 México Sonora
G40106 6.3 Meéxico Jalisco G40151 14.3 México Sonora
G40107 4.2 México Jalisco G40152 15.1 México Sonora
G40108 32 Meéxico Durango G40153 16.6 México Sonora
G40110 15 Meéxico Campeche G40154 14.9 México Sonora
G40111 16.3 México Campeche G40156 17 México Sonora
G40112 16.1 México Durango G40157 15.5 México Sonora
G40113 2.4 E.E. U.U. Arizona G40158A 16.8 México Sonora
G40114 2.8 E.E. U.U. Arizona G40159 16.4 México Sonora
G40115 3 E.E. U.U. Arizona G40160 16.4 México Sonora
G40116 7.4 México Sonora G40161 16.2 México Sonora
G40117 2.3 E.E. U.U. G40162 15.8 México Sonora
G40117A 1.8 E.E. U.U. G40163 14.1 México Sonora
G40119 14.2 Meéxico Oaxaca G40164 14.7 México Sonora
G40120 15.8 Meéxico Sinaloa G40165 14.5 México Sonora
G40122 17.8 Zambia Provincia E. G40166 14.3 México Sonora
G40125 16.3 Meéxico Sinaloa G40168 6 México Sinaloa
G40127 13.9 Meéxico Sinaloa G40169 4.8 E.E. U.U. Arizona
G40128 13.7 Meéxico Sinaloa G40171 34 México Durango
G40172 17 E.E. U.U. Arizona G40198 4.3 E.E. U.U. Texas
G40173 15 Meéxico Sonora G40199 4.4 México Zacatecas
G40173A 19.3 Meéxico Sonora G40200 14.5 Costa Rica Guanacaste
G40173B 16.5 Meéxico Sonora G40201 13.9 Costa Rica Guanacaste
G40173C 16.1 Meéxico Sonora G40202 2.9 México Durango
G40174 15.6 Meéxico Sonora G40203 3.7 México Sonora
G40175 18.6 E.E. U.U. Arizona G40204 2 E.E. U.U. Arizona
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G40176
G40177A
G40177A1
G40177A2
G40177B1
G40177C
G40177D
G40177E
G40177E1
G40177E2
G40177E3
G40177F
G40177G
G40178
G40179
G40180
G40181
G40187
G40188
G40189
G40190
G40191
G40192
G40193
G4019%4
G40195A
G40195B
G40196
G40197
G40231
G40231A
G40232
G40233

16.4
8.6
10.5
9.8
10.1

8.2

12.5
4.8

10.7
2.7
2.8

2.9
24
35
33
3.2
2.8
6.2
1.8
6.4
2.8
24
43
3.6
1.7
1.9
15.9
2.2

E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.

E.E.

U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.u.
U.U.
U.U.
U.u.

México

E.E.
E.E.

E.E.

U.U.
U.U.
U.u.

México

México

México

E.E.

E.E.

U.u.
U.u.

México

E.E.

U.U.

México

E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.

E.E.

U.u.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.

México

E.E.

U.U.

Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Chihuahua
Arizona
Arizona
Arizona
Michoacan
Michoacan
Michoacan
N. México
N. México
Sonora

Arizona

Texas
Texas
Texas
Texas
Arizona
Arizona
Chiapas

Arizona

G40205
G40206
G40207
G40208
G40209
G40210
G40210A
G40211
G40212
G40212A
G40213
G40213A
G40214
G40215
G40216
G40217
G40218
G40219
G40220
G40221
G40222
G40223
G40224
G40225
G40226
G40227
G40228
G40229
G40230
G40265
G40269
G40270
G40271

2.1
4.4
1.7
1.9
2.3
1.8
1.7
1.9
2.3

1.9
24

1.7
23
2.2
2.4
2.8
2.2
2.5
2.2
1.7
3.1
23

23
14
16.3
4.4
15.5
15.9
19

E.E.

U.U.

México

E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.

E.E.

EE

E.E.

U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.u.
U.U.
U.U.
U.u.
U.u.
U.U.
U.U.
U.u.
U.u.
U.U.
U.U.
U.u.
U.u.
U.U.
U.U.
U.u.
U.u.
U.U.
.U.U.
U.u.

México

México

México

México

Arizona
Durango
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona

Arizona

Chiapas
Chiapas
Chiapas



G40234
G40235
G40236
G40237
G40237A
G40238
G40239
G40242
G40243
G40244
G40245
G40246
G40247
G40248
G40248A
G40249
G40250
G40251
G40252
G40253
G40253A
G40254
G40255
G40256
G40257
G40258
G40258A
G40259
G40260
Neb T-6-S
G40262
Tep 29

PI 440800

21.6
32
2.1
17.1

16

16.2
2.2
2.1
1.6
32
2.6
24
33
2.2

2.1
2.8
2.1
2.2
1.9
2.2
23
23
23
2.2
2.8
2.8
1.7
2.1

3

E.E. U.U.

México
México
México
México
México
México
México
México

México

E.E. U.U.

México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México

Meéxico

México

Puerto Rico

E.E. U.U.

Wyoming

Durango
Coahuila
Coahuila
Coahuila
Durango
Durango
Durango
Zacatecas
Michoacan
N. México
Chihuahua
Chihuahua
Chihuahua
Chihuahua
Chihuahua
Chihuahua
Chihuahua
Chihuahua
Chihuahua
Chihuahua
Chihuahua
Chihuahua

Arizona
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G40272
G40273
G40274
G40275
G40276
G40277
G40279
G40282
G40283
G40284
G40285
G40286
G40287
G40288
G40289
G40290
G40291
G40294
G40295
G40296
G40297
G40298
G40299
G40300
G40301
G40302
G40303
G40304
PI 440785
P1 440792
P1 440793
P1 440798

15.5
2.2
5.4
15
14.4
15.2
15.2
18.2
16.2
27.2
2.7
4.8
5.6
59

3.7
4.5
4.6
4.1

5.2

12.6
13.2
10.9
9.2

13.9
17.2

México
México
México
México
México
México
México
E.E. U.U.
E.E. U.U.
E.E. U.U.
México
E.E. U.U.
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
Guatemala
El Salvador
Zimbabwe
Zimbabwe
Nicaragua
E.E. U.U.
México
México
México

E.E. U.U.

Sonora
Chihuahua
B. California
Sonora
Sonora
Sonora
Sonora
Arizona
Arizona
Arizona
Veracruz
Arizona
Sonora
Sonora
Sonora
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Sinaloa
Guerrero
Guatemala
Santa Ana
Manicaland
Mashonaland

Rivas

Sonora
Sonora
Sonora

Arizona



PI 440801
PI 440802
PI 440805
PI 440806
PI 458873
PI 458874
P1 462026
P1 476858
P1 477033
PI 477035

P1 477036
PI 477038
PI 440795
PI 527335
PI1 535224
PI 535227
PI1 535233
PI 549447
PI1 638833
PI 653254
PI1 638925
PI 638926
W6 32480
W6 32481
W6 32483
W6 32485
Neb-T-8a-S
Neb-T-15-S
Tep 23
TARS-Tep 32

TB 1

E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.
E.E.

E.E.

U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.
U.U.

México

E.E.
E.E.
E.E.

E.E.

U.U.
U.u.

U.U.

U.u.

México

E.E.

E.E.

E.E.

E.E.

U.u.

U.u.

U.u.

U.U.

México

México

E.E.

E.E.

E.E.

E.E.

E.E.

E.E.

E.E.

U.u.

U.U.

U.u.

U.U.

U.u.

U.U.

U.u.

Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Maryland
Puerto Rico
Arizona
Sonora
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Sonora
Arizona
Puerto Rico
Puerto Rico

Puerto Rico

N. México

Washington

Washington
Nebraska

Nebraska

Nebraska

Nebraska
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Apéndice 4: Resultado de los marcadores SW13, SAP6, SU91, PvelF4E?, SR2, SW12 de
68 lineas interespecificas INB.

Marcadores
SW13 SAP6  SU91 PvelF4E? SR2 SW12
Linea I Pse-3 QTL  QTL be-3 bgm-I QTL
BCMV  CBB CBB BCMV BGMV  BGMV
INB 806 H ) ) ) ) )
INB 807 H ) ) ) ) )
INB 808 H ) ) ) ) )
INB 809 ) ) H ) ) H
INB 810 ) H H ) ) )
INB 811 ) ) H ) ) )
INB 812 () () ) ) ) )
INB 813 () ) ) ) ) )
INB 814 () () () ) ) )
INB 815 () () () ) ) ()
INB 816 ) ) ) ) ) )
INB 817 H ) ) ) ) H
INB 818 H ) ) ) ) H
INB 819 H ) H ) ) )
INB 820 () ) () ) ) ()
INB 821 () ) ) ) ) )
INB 822 () () ) ) ) ()
INB 823 () () () ) ) )
INB 824 H H H ) ) )
INB 825 H ) H ) ) )
INB 826 H H ) ) ) H
INB 827 H H ) ) ) H
INB 828 () () ) ) ) )
INB 829 () () () ) ) )
INB 830 () () () ) ) )
INB 831 () ) () ) ) )
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INB 832
INB 833
INB 834
INB 835
INB 836
INB 837
INB 838
INB 839
INB 840
INB 841
INB 842
INB 843
INB 844
INB 845
INB 846
INB 847
INB 848
INB 849
INB 850
INB 851
INB 852
INB 853
INB 854
INB 855
INB 856
INB 857
INB 858
INB 859
INB 860
INB 861
INB 862
INB 863
INB 864
INB 865

()
(+)
(+)
(+)
(+)
()
()
()
()
(+)
)
)
)
(+)
(+)
(+)
(+)
)
)
)
)
()
()
()
()
)
)
)
)
(+)
(+)
(+)
(+)
)

)
)
()
()
()
)
)
Q)
Q)
)
Q)
Q)
)
Q)
)
)
)
Q)
)
)
)
Q)
Q)
)
)
Q)
)
)
)
)
Q)
Q)
Q)
*)

)
()
()
()
)
)
)
)
Q)
()
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
Q)
)
)
)
)
Q)
Q)
Q)
Q)
)
)
)
)
*)
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Q)
)
)
)
)
Q)
Q)
Q)
Q)
)
Q)
)
)
Q)
Q)
Q)
Q)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

Q)
)
)
)
)
)
Q)
)
Q)
)
)
)
)
Q)
Q)
Q)
Q)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

Q)
)
)
)
)
Q)
)
)
)
)
)
)
)
Q)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
Q)
Q)
Q)
)
Q)
)
)
)
)



INB 866 ) ) Q) Q) Q) )

INB 867 ) ) () “) ¢) ¢)
INB 868 ) ) ) Q) Q) )
INB 869 ) ) ) Q) Q) )
INB 870 ) ) ) Q) Q) )
INB 871 ) ) ) Q) Q) )
INB 872 ) ) Q) Q) Q) )
INB 873 *) *) ) ©) ©) *)

Apéndice 5. Crecimiento de cultivos aislados a partir de ndédulos de poblaciones interespecificas,
en medio YMA+Azul de Bromotimol, utilizando como control las diferentes cepas de Rhizobium
y Bradyrhizobium.

Cultivo a partir
de nédulos de
las poblaciones
interespecificas.
INB y SK
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Apéndice 6. Gel de electroforésis con productos amplificados del gen nodC de cepas de
Rhizobium y Bradyrhizobium.

Purificacion a partir de Purificacion desde
producto en el gel producto de PCR

Apéndice 7.Gel de electroforésis con productos amplificados del gen recA de cepas de
Rhizobium y Bradyrhizobium.

o . -
wo - /E--QQQQL_
.o - —
oo | \ -
Purificaciona partit Purificacion desde
de producto en el gel producto de PCR
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