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Resumen:

Se pretende lograr mediante un método que emplea las nuevas técnicas de la biotecnologia,
detectar entre los materiales silvestres de Phaseolus vulgaris, genes de resistencia a la roya. Se
conoce de la existencia de materiales silvestres y cultivados con diferentes genes de resistencia
genética a la roya; la deteccion de esos genotipos puede realizarse con mayor efectividad
apoyandose en el uso de marcadores genéticos moleculares. Este tipo de herramienta
biotecnoldgica puede permitir el conocimiento del comportamiento de materiales valiosos como son
la coleccion de Phaseolus vulgaris que se encuentra en el Banco de Germoplasma del INIFAP y
gue cuenta con 200 poblaciones silvestres. Este conocimiento puede evitar la pérdida de material
cuando se refrescan las semillas del banco ya que se planearia una estrategia de siembra en sitios
adecuados para aquellos materiales con susceptibilidad. Por otro lado, las fuentes de resistencia
destacadas en materiales silvestres podran ser incorporadas a los Programas Nacionales de
Mejoramiento Genético en Frijol, evitando asi que las pérdidas de rendimiento en la produccién
comercial no sean drasticas.

e * El presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente o la
descripcion de los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacién adicional sobre
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1. ANTECEDENTES

En Mexico se siembra alrededor de 2.2
millones de hectareas de frijol comdn
(Phaseolus vulgaris L.) de las cuales
solamente el 12 % son de riego. El
rendimiento promedio bajo condiciones de
temporal es de 580 k/ha y con riego puede
llegar hasta las 2.5 ton/ha. Los principales
estados productores son Zacatecas, Durango,
Chihuahua y Guanajuato en el ciclo primavera-
verano, Nayarit y Sinaloa en el ciclo otofio-
invieno. Los principales tipos son flor de
mayo,  peruanos, canarios,  azufrados,
garbancillos, bayos y negros (brillantes y
opacos en cuanto a la testa de su semilla) asi
como otras variantes para autoconsumo como
franelos, apetitos, morados de agua y canelos
(Acosta Gallegos, J.A., comunicacion personal
1996).

La produccion de frijol en Meéxico esta
limitada por factores ambientales bidticos y
abidticos tecnoldgicos y socioecondmicos. Los
principales insectos que afectan la produccion
de esta leguminosa son el picudo del ejote
(Apion godmani) conchuela (Epilachma
varivestis) y Zabrotes subfasciatus; mientras
que las principales enfermedades son las
pudriciones radicales producidas por un
complejo de hongos, la antracnosis
(Colletotrichum lindemuthianum), roya
(Uromyces appendicularis), el virus del
mosaico, y el tizbn comun (Xantomonas
camprestris) (Acosta, 1992). EI principal
factor abi[otico es la sequia que afecta
especificamente a la produccion de temporal.

Desde la década de los cuarentas los
trabajos de mejoramiento del frijol comdn han
sido prioritarios en México. Principalmente los
relacionados a la formacion de variedades con
resistencia a plagas y enfermedades en los
principales  tipos comerciales. De las

variedades generadas, 30 son las més utilizadas
de un total de 200 tipos diferentes de frijol
comun apreciados en los sistemas tradicionales
de produccion en México (Muruaga, 1993).

A pesar de los relativos logros en el
mejoramiento  del  frijol  comdn, los
investigadores estdn consientes de que la
basqueda de fuentes de resistencia a factores
adversos bidticos y abidticos no debe
concentrarse en las formas cultivadas, sino que
también se deben evaluar y utilizar la
contraparte y las demas especies relacionadas
(Muruaga, et al., 1992).

En el caso del frijol comin se han
definido 3 lineas prioritarias de investigacion:
1) Eficiencia en el uso del agua; 2) Incremento
del rendimiento; 3) Resistencia mdaltiple a
plagas y enfermedades. Lo anterior implica
intensificar los programas de mejoramiento
genético para generar nuevos cultivares, lo que
requerira apelar al componente genético no
explotado de los parientes silvestres del frijol.

Para ello sera necesario estudiar
primero los patrones de variacion de las
formas domesticadas y sus ancestros silvestres
tal como lo hicieron Pickersgill et al., 1979)
con algunas especies domesticadas de
Capsicum utilizando técnicas de taxonomia
numérica como son el indice de similaridad de
Gower, el analisis de conglomerado (“cluster
analysis”) y el andlisis de componentes
principales.  Actualmente se tiene un
conocimiento parcial de la diversidad genética
presente en P. vulgaris por la falta de
informacion relevante de su forma ancestral.

De acuerdo con varios autores
[Muruaga et al., (1992), Acosta et al., (1996)]
para poder utilizar en forma eficiente el
potencial genético de las variantes del frijol
comin es necesaria una caracterizacion mas
rigurosa  de la coleccion incluyendo



caracteristicas agrobiologicas que aporten
informacion util sobre la arquitectura de la
planta, la potencialidad de su rendimiento, su
eficiencia fotosintética y su respuesta a los
principales factores adversos. Asi mismo, se
requiere de suficiente cantidad de semilla
disponible para los fitomejoradores, ya que un
cuello de botella para su utilizacion es la
limitada cantidad que se guarda en los bancos
de germoplasma.

2. INTRODUCCION

Dentro del grupo de las especies
leguminosas, el frijol comin es una de las mas
importantes. Es originario de América, Yy
México ha sido sefialado como el mas
probable centro de origen, o al menos, como el
centro de diversificacion primaria.El cultivo
del frijol es considerado como uno de los mas
antiguos; los  hallazgos  arqueoldgicos
realizados en México y Sudamérica indican
que era conocido unos 5,000 afios antes de la
era cristiana. Se ha podido deducir por los
reportes arqueoldgicos que el frijol ha sido
domesticado en América Latina hace un
minimo de 600 afios (Kaplan y Kaplan 1988).
Los cambios realizados durante este largo
tiempo de domesticacién se centraron en el
color, dehiscencia y tamafio de la vaina asi
como en el tipo de habito de crecimiento de la
planta y su fisiologia (Smartt 1969 y 1988).

En México, el ancestro del frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) silvestre se encuentra
desde el sur de Chihuahua hasta el sur de
Chiapas. Este crece a lo largo de la Sierra
Madre Occidental (Miranda, 1967). De
acuerdo con las normas establecidas por
DeCandolle (1986) y Vavilov (1949-50),
citados por Miranda (1967); para determinar el
centro de origen de las plantas cultivadas, la
especie P. wvulgaris procede del éarea de
México y Guatemala por las siguientes
razones: en México, dicha especie tiene una

amplia distribucion de su forma silvestre, y
ademas estan presentes 50 especies de este
género. Las formas silvestres de P. vulgaris se
originaron en el Continente Americano (Arido
Ameérica, Mesoamérica y Sur de América) las
principales evidencias es la elocuente
diversidad genética presente a la fecha y los
restos arqueoldgicos que prueban la
antiguedad de su cultivo en el Continente
Americano.

Esta diversidad genética del género
Phaseolus sin duda ha sido conservada a
través de la domesticacion realizada por las
etnias americanas, asi como por el tipo de
distribucion de la misma. Asi P. acutifolius se
reproduce en los climas de desierto; P. lunatus
en las regiones de clima calido seco y calido
humedo; P. polyanthus en las regiones de
transicion, entre climas templados y secos o
hdmedos; P. vulgaris tiene una adaptacion en
la mayoria de las regiones de Meéxico, y P.
coccineus se encuentra principalmente en las
regiones de Valles Altos entre 1800 y2800
m.s.n.m. ( Vargas V. P. et al. 1998).

El frijol es una planta anual, herbacea,
intensamente cultivada desde el trépico hasta
las zonas templadas, aunque es una especie
que no soporta heladas. En general Las
leguminosas de grano son una fuente
importante y economica de proteina en la dieta
de muchos pueblos tropicales y se usan como
suplemento  de  alimentos  ricos en
carbohidratos como el arroz, el maiz y otros
cereales. El grano de frijol tiene un alto
contenido de proteinas, que varia alrededor de
un 22%, las semillas pueden ser consumidas
tanto inmaduras como secas, también puede
consumirse la vaina entera inmadura. En
general, el frijol es parte muy importante de la
dieta alimenticia en México, Centro y Sur
América.



3. CARACTERISTICAS GENERALES DE
LAS ESPECIES CULTIVADAS DEL
GENERO Phaseolus

El frijol comun desde el punto de vista
taxonémico es el prototipo del género
Phaseolus y su nombre cientifico completo es
Phaseolus vulgaris L. asignado por Linneo en
1753. Pertenece a la tribu Phaseoleae de la
subfamilia Papilionoideae dentro del orden
Rosales. El género Phaseolus incluye
aproximadamente 35 especies, de las cuales se
cultivan cuatro: P. vulgaris L., P. lunatus L.,
P. coccineus L. y P. acutifolius A. Gray var.
latifolius Freeman.

En general, una especie puede tener
subespecies y variedades que se pueden
presentar en forma silvestre o en forma
cultivada. De las especies cultivadas la mas
importante es, sin duda, el frijol comun
Phaseolus vulgaris. Es importante anotar que
Phaseolus coccineus o frijol ayocote tiene dos
subespecies cultivadas: P. coccineus subsp.
coccineus y P. coccineus subsp. polyanthus.
Ademés de las 4 especies cultivadas de
Phaseolus, hay quizas entre 30 y 50 especies
mas de este género, que Se encuentran en
forma silvestre y que son de origen americano;
algunas de ellas han sido colectadas Yy
mantenidas en bancos de germoplasma
mientras que otras solo son ejemplares de
herbario.

En contraste con la diversidad
morfolégica del frijol cultivado, existe mucha
mas diversidad genética en las formas
silvestres, lo que indica que s6lo una porcion
de esta variabilidad ha sido domesticada. El
valor de la variabilidad en estado silvestre esta
demostrado, por ejemplo, por el hallazgo
reciente de la arcelina en material silvestre de
México, la cual es factor de resistencia a los
braquidos (CIAT Report/Informe CIAT
1988). Segun Daniel Debouck, de la Unidad

de Recursos Genéticos, el "efecto fundador"
explica el hecho de que las poblaciones
domesticadas sOlo presentan parte de la
variabilidad genética original, esto es, aquella
pequefia porciobn de interés para los
cultivadores. La mayor variabilidad en la
faseolina de las formas silvestres es prueba de
ello.

Otra indicacion de la variabilidad
genética del material silvestre es el "complejo
maleza-cultivo"”, todavia presente en lugares
aislados de agricultura rudimentaria en Per( y
Bolivia. Alli los aborigenes usan material
silvestre para consumo Yy aprovechan los
cruces naturales de aquél con material
cultivado, variacion que, segun ellos, "resulta
de la tierra". Investigadores peruanos y del
CIAT encontraron recientemente en los Andes
peruanos mezclas de semilla que contenian
hasta 30 genotipos -muestra de que los
agricultores conocen los materiales “maleza” y
los usan para enriquecer sus mezclas de frijol
cultivado.

4. OBJETIVO DEL TRABAJO

Caracterizar en atributos morfolégicos
fenoldgicos, fitopatologicos y moleculares 200
colectas de Phaseolus vulgaris tipo silvestre,
repatriadas, que representan una parte de la
coleccion mexicana de frijoles silvestres.

Identificar colectas a partir de las 200
repatraiadas de silvestres, tolerantes a la
enfermed conocida como roya.

Analizar las relaciones existentes entre
los materiales por agrupamientos derivados de
sus atributos.



5. METAS ALCANZADAS

Con semilla obtenida en las diferentes
fases del este proyecto se rejuvenecid una
parte de la coleccién mexicana de P. vulgaris,
forma silvestre almacenada en el banco de
germoplasma del INIFAP.

Se gener6 una metodologia para la
caracterizacion de germoplasma vegetal que
involucra caracteristicas agrobotanicas clasicas
y atributos funcionales y moleculares para su
posterior manejo agronémico en los sistemas
de conservacion ex situ y esquemas de
mejoramiento genético.

6. REVISION DE BIBLIOGRAFIA
6.1. Origen

En general, se acepta que todas las
especies del género Phaseolus se originaron en
la América Tropical (México, Guatemala,
Pert). Las principales evidencias de su origen
son la diversidad genética de los materiales
que existen en esta region, y los hallazgos
arqueoldgicos que prueba la antiguedad de su
cultivo en México y Pert (Cuadro 1).

6.2 Distribucion geogréfica
Phaseolus vulgaris

El frijol comin ademas de cultivarse en
el tropico también se produce en la zona
templada de los hemisferios norte y sur. Su
diseminacion a las otras partes del mundo fue
hecha después del descubrimiento de América.
El mapa (Figural) también muestra la
distribucion de las especies silvestres, y los

lugares donde se han hecho hallazgos
arqueoldgicos.

Cuadro 1. Hallazgos arqueoldgicos de las
especies cultivadas del género Phaseolus.

Especie Edad Lugar
arqueoldgica de

(afos atras) Excavacion
P. vulgaris 7,000 México
(Tehuacan)
P. lunatus 5,300 Perl
Big lima 1,400 (Chilcas)
México
Tipo sieva (Tehuacan)
P. coccineus 2,200 México
(Tehuacan)
P. acutifolius 5,000 México
(Tehuacan)

Los frijoles silvestres tienen un rango
de distribucion continuo y variable (Debouck y
Tohme, 1998). Esta variacion puede medirse
por el uso de criterios morfoldgicos,
fisiologicos y bioquimicos como se vera mas
adelante en capitulos posteriores. Delgado
Salinas et al (1988) puntualizan que las formas
silvestres mexicanas de Phaseolus vulgaris
pueden colonizar algunas vegetaciones
secundarias 'y podrian encontrarse mas
frecuentemente en diferentes habitats. Pero si
se aplica el criterio de poblaciones ya
encontradas en América, el que se refiere a
semillas con machas grises, cafés o con puntos
negros, gran dehiscencia en las vainas,
trepadoras, crecimiento  indeterminado, Yy
crecimiento libre, entonces se puede eatablecer
la distribucion de las formas silvestres (Fig. 1).
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FIGURA 1. Distribucion de Phaseolus vulgaris en América.

Se puede observar que la forma
silvestre del género Phaseolus se extiende
desde Durango, México o tal vez desde
Chihuahua (Nabhan et al 1986) hasta San Luis,
Argentina (Burkart y Bucher; 1953) bajo una
distribucion continua usualmente arriba de
1000 m.s.n.m. Se tiene una laguna sobre el
conocimiento de la distribucion evidente para
Honduras, Nicaragua, Panama y Venezuela,
donde se estan realizando esfuerzos de nuevos
Investigadores. Se conoce sobre la existencia
de frijoles silvestres en Honduras gracias a las
muestras colectadas por el herbario de Molina
en Venezuela, gracias a observaciones
realizadas por los Bruchers (Berglund-Bucher
and Bucher 1976). Dos poblaciones fueron

encontradas recientemente en Ecuador por
Debouck y colaboradores (1989b). El reciente
descubrimiento de 2 poblaciones mas de frijol
en Piuza, PerG (Debouck 1989c) confirma la
hipotesis de la distribucidn continua a través de
Sud América.

Los frijoles silvestres han sido
encontrados en bosques de Mesoamérica los
cuales se distribuyen en toda su extension. Los
arboles y arbustos dominantes son: Pinus,
Buddleia, acacia, mimosa, bursera, opuntia y
verbesina (Delgado Salinas et al 1988; Gentry
1968). En estos habitats es frecuente
encontrarlo acompafiado de especies como las
compositae, solanaceae, y graminae (algunas



veces con tripsacum y teozintle) todos son
indicativos de ciertos disturbios en el habitat.
En América del Sur y en especial el sur de
Bolivia y Argentina es parte de la vegetacion
histérica de los bosques de Poducarpus pero
también raramente de bosques de Alnus
conseltis, Datura isolanum (Verglund-Brucher
y Briicher 1976; Briicher 1988) en Per( se ha
encontrado frecuentemente en una vegetacion
densa con Schinus molle (como érbol
dominante), opuntia, cereus y salanum
(Delgado, Salinas et al 1988) observaron que
el frijol silvestre acompafia a diferentes
especies que colonizan como pioneras
destruyendo habitats de forma natural
modificado por desviaciones de rios, fuego
natural, volcanismo o espacios modificados
por el hombre.

Se esta necesitando informacion para el
hueco existente de la distribucion de los tipos
maleza (Weedy), ya que la mayoria de este
tipo de material no ha sido colectado. Es claro
que este material no es vendido en los
mercados y rara vez se ve en una vegetacion
natural, pero se encuentra en los jardines de
traspatio de los agricultores. Las razas tipo
maleza (Weedy) se cosechan raramente por los
agricultores y no se encuentran en sus
graneros como semilla. Sin embargo estas
razas han sido vistas en México (Delgado
Salinas et al 1988; Vanderbordth 1983),
Guatemala (Debouck 1988% Costa Rica, Peru
(Debouck 1987, Debouck Tohme 1988) y
Bolivia (Debouck 1988b).

Durante exploraciones de germoplasma
llevadas a cabo en Per0 y Bolivia se
observaron complejos mejorados  entre
silvestres y frijol cultivado comdn en ambos
paises 8 en Apurimac y Cusco pertenecientes a
Pert y 8 en Cundinamarca y Boyaca
pertenecientes a Colombia. La existencia de
estos complejos fue evidente por la
segregacion de los caracteres morfoldgicos en

ciertas poblaciones tanto hacia el silvestre
como al cultivado y por la presencia de los
tipos estabilizados o malezas de los cuales se
asumid que eran el resultado de hibridaciones
pasadas. Se confirmé por la presencia de la
proteina phaseolina el intercambio genético.
Los tipos introducidos de phaseolina de otras
regiones se presentaron en estados incipientes
por introgresién en poblaciones locales. Por
otro lado, los tipos locales de phaseolina se
observaron en todas las fases de los complejos
en la totalidad de los silvestres y en los frijoles
cultivados, esto sugiere que los complejos han
sido sometidos a una larga evolucion.

Estos complejos podrian ser un
efectivo medio para generar variabilidad
genética, introgresion de genes de poblaciones
silvestres a tipos cultivados y para
complementar los programas de mejoramiento.
La conservacion de dichos complejos depende
de la existencia continua de silvestres, tipos
maleza (Weedy) y frijoles cultivados en
estrecha proximidad; ElI mantenimiento de un
ambiente de semidomesticacion 'y la
espontaneidad de los agricultores para dejar
los tipos maleza (Weedy) en el campo.

Phaseolus lunatus

Se considera que el frijol lima es
originario de México y PerQ, y se cultiva en
America del Norte, en América del Sur, en
algunas regiones de Africa, como Liberia y
Nigeria y ademas en Asia. Asi mismo, la
distribucion por tamafio de los granos es
importante ya que los grandes se encuentran
distribuidos especialmente en la regién de
Pert; los granos de tamafio mediano en
México y Guatemala y los pequefios vy
redondos en la zona del Caribe.



Phaseolus coccineus

En el tropico, el frijol ayocote se
encuentra generalmente en las zonas altas;
también es cultivado en la zona templada en
donde se consume principalmente como
habichuela. El cultivo de Phaseolus coccineus
es tan antiguo como el del frijol lima, sin
embargo, actualmente esta especie no se
cultiva en forma tan amplia como el frijol
comin o el frijol lima. Este frijol tiene 4
subespecies, dos de las cuales presentan
formas cultivadas: Phaseolus coccineus subsp.
coccineus distribuida especialmente en la zona
de México y Guatemala, y P. coccineus subsp.
polyanthus que se encuentra tanto en México
y Guatemala como en Colombia, Ecuador y
Venezuela.

Phaseolus acutifolius

La distribucion del frijol tepari esta
limitada al igual que la del frijol ayocote, a
pesar de que su antiguedad como especie
cultivada es de 5,000 afios. Se ha determinado
que esta especie se puede adaptar a regiones
secas de tipo arido. Su cultivo fue
relativamente intenso a principios de este siglo
en algunas partes de los Estados Unidos, pero
ahora solo la cultivan los nativos del sudoeste
de Norte América. Los frijoles silvestres tienen
todos los atributos de las legumbres silvestres:
un fuerte mecanismo de dispersion de semilla 'y
una habilidad para crecer libremente y
mantenerse por ellas mismas con una
vegetacion exuberante.

6.3 MORFOLOGIA

Los caracteres morfolégicos del frijol
se agrupan en caracteres constantes y
caracteres visibles; los constantes son aquellos
que caracterizan el taxon, es decir la especie, 0
la variedad; Generalmente son caracteres
altamente  hereditarios. Los  caracteres

variables de la morfologia del frijol reciben la
influencia de las condiciones ambientales;
podrian ser considerados como la resultante de
la accion del medio ambiente sobre el
genotipo. Puede ser util afiadir que la baja o
alta heredabilidad de un carécter, no tiene
siempre correlacion directa con su nivel de
importancia o de utilidad. La descripcion de la
morfologia de frijol, se hace normalmente
tomando algunos o todos los caracteres en
listados a continuacion:

. Raiz

. Tallo principal

. Ramas axilares y complejos axilares.
Hojas

. Inflorescencias

Flor

Fruto

. Semilla

O~NOOUTAWN

Raiz

El sistema radical se concentra cerca de
la base del tallo, casi en la superficie del suelo.
En condiciones muy favorables, las raices
pueden alcanzar mas de un metro de longitud.
A los pocos dias de la emergencia de la
radicula es posible ver las raices secundarias,
que se desarrollan especialmente en la parte
alta de la raiz principal (Figura 2); después
aparecen las raices terciarias y otras
subdivisiones.  Aunque  generalmente se
distingue la raiz primaria, el sistema radical
tiende a ser fasciculado, fibroso en algunos
casos, con una amplia variacion, incluso dentro
de una misma variedad. Como miembro de la
subfamilia Papilionoideae, Phaseolus vulgaris
L. presenta nddulos distribuidos en las raices
laterales de la parte superior y media del
sistema radical. Estos nddulos tienen forma
poliédrica y un diametro aproximado de 2 a 5



mm. Son colonizados por bacterias del género
Rhizobium, las cuales fijan nitr6geno
atmosférico.  Esta actividad  bacteriana
contribuye a satisfacer los requerimientos de
nitroégeno de la planta.

FIGURA 2. Sistema radical fasciculado y
fibroso en el genero Phaseolus (tomado de
Ciat 1978).

Tallo principal

El tallo principal de la planta de frijol,
estd formado por una sucesion de nudos y
entrenudos. Un nudo es el punto de insercion
en el tallo, de una hoja (o de los cotiledones) y
de un grupo de yemas axilares, estas se
encuentran en la axila de cada hoja. El tallo
generalmente es herbaceo y con seccidn
cilindrica o levemente angular, debido a
pequefias corrugaciones de la epidermis.

En el frijol silvestre existen 4 tipos de
habito de crecimiento donde la forma del tallo
define diferentes tipos: el I, crecimiento
determinado (tipo mata); el Il, crecimiento
indeterminado con ramas erectas; el I1lI,
crecimiento indeterminado postrado y el 1V,
crecimiento indeterminado trepador (Debouck
e Hidalgo, 1984). Sin embargo, esta
clasificacion trata no solamente del habito de

crecimiento, el cual involucra el desarrollo de
los meristemos apicales, sino que también
incluye la arquitectura de la planta.

En el <caso de silvestres, la
caracteristica de ser perenne o habilidad para
rebrotar durante el segundo afio después de
sembrar la semilla es una expresion de la
lignificacion de la parte baja del tallo
diseminada por los materiales de México y
Per(. También se ha encontrado que en Costa
Rica existen formas silvestres con una
iniciacion de floracién muy tardia. Evidencias
adicionales de esta variacion en poblaciones
silvestres de frijol se han encontrado en rangos
de fotosintesis, contenido de proteina soluble,
eficiencia del uso del nitrogeno y otros
parametros fotosintéticos relativos a la hoja
(Lynch et al 1989).

La hoja

Las hojas en el genero Phaseolus son
generalmentre trifoliadas (Figura 3) van de
moderadamente lobuladas, a lobuladas y de
divididas a muy divididas. El tamafio de los
foliolos laterales y el central es muy variable
sobre todo en las silvetres.

FIGURA 3. Hojas trifoliadas de frijol silvestre.
Inflorecencia y Fruto



El color del estandarte de la corola varia
dentro de la especie vulgaris y normalmente
esta caracteristica se registra en flores recién
abiertas encontrando colores que van del
blanco, verde, lila palido, blanco con borde lila
y morado (Figura 4), en otras especies como
coccineus se presenta el blanco con lineas
rojas, lila oscuro, carmin, anaranjado, morado,
u otros.

FIGURA 4. Inflorecencia del frijol silvestre

Vaina

Las vainas de P. vulgaris son por lo general
delgadas angostas y ovales y los colores de
estas en forma inmadura pueden varias de
morado oscuro a negro, rojo carmin, con
manchas moradas sobre verde, manchas rojo
carmin sobre verde, manchas rojo palido sobre
verde, rosa oscuro, verde normal, verde
brillante, de verde opaco a gris plateado,
manchas verde palido sobre ante o cafe,
dorado o amarillo fuerte, de ante/bronceado a
café, de amarillo palido a blanco.

Longitud de la vaina

La longitud promedio en centimetros
de las vainas inmaduras varian de 1.5 a 7 en
los silvetres, lo mismo que el ancho que varia
de 0.2 a 0.8 cm.
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Dehiscencia de la vaina y dispersion de la
semilla

Por lo regular el frijol silvestre presenta
durante la madurez total dos tipos de
dehicencia y por lo tanto de dispersion. En el
primero las vainas secas se abren un poco a lo
largo de la sutura, pero no se enroscaran
permitiendo una dispersion moderada, en el
segundo caso repentinamente las vainas se
torceran y abriran lanzando las semillas
provocando una dispersién explosiva .

Semilla

En el caso especifico de los frijoles silvetres de
P. vulgaris los patrones del color de la testa de
la semilla son muy variados, originandose por
ello una clasificacion por color, moteado y
brillantez.

Asi el color de la testa de la semilla se clasifica
del mas oscuro al mas claro en diferentes
categorias especificas que van desde el negro,
hacia los diferentes tonos de colores como:el
café palido a café oscuro, marrén, gris
cafesoso o verdoso, amarillo o verde amarillo,
de crema palido a ante, blanco, blancuzco,
blanco con matiz morado, verde clorofila, de
verde a olivo, rojo, rosa y hasta morado.

En cuanto al moteado tenemos que la
clasificacion diferentes categorias que van
desde la ausencia del moteado a las otras
categorias como: moteado constante, veteado,
con manchas romboides, salpicada de puntos,
con manchas circulares, con un patron de color
en algun margen, con una mancha larga
grande, bicolor, bicolor con manchas, con
color alrededor del hilium (Figura5).



Ausente

Moteado constante

Tiras (rayado)

Manchas romboides

Puntitos salpicados

Moteado circular

Patrén de color marginal

Tiras Anchas

Bicolor

Manchas bicolores

Patron alrededor del hilium

FIGURA 5. Moteado presente en la semilla de
frijol silvestre.

El brillo de la testa semilla también permite
una diferenciacién fenotipica de la misma en
tres categorias: mate, media o brillante

Forma de la semilla

En general el frijol tambien presenta una gran
variacion en cuanto a la forma de la semilla y
especificamente el silvestre puede clasificarse
en diferentes categorias como son la redonda,
ovalada, cuboide, arrifonada y
truncado(Figura 6.).
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Redonda C}
Oval

Cuboide
Arrifionada =

Truncado de copa conica

FIGURA 6. Diferentes categorias en cuanto a
forma del frijol silvestre

muy aguda

Tamafio de la semilla

El tamafio de la semilla de frijol
silvestre tiene una gran variacion y esta
determinada por la longitud, el ancho y grueso
de las mismas. Estudiosos de esta especie han
observado que dicho tamafio se incrementa
conforme se mueve la distribucion hacia el sur
del continente americano. En base al tamarfio
de la semilla Gentry (1969) coment6 que las
formas silvestres mexicanas son ancestrales,
por lo que las formas argentinas eran
meramente formas escapadas de las cultivadas,
una conclusion con lo que no estuvieron de
acuerdo Berglund-Brucher y Brucher (1976).
Esta discusion ha sido retomada por Kaplan
1981 asi como por Debouck y Tohme 1989);
al parecer los criterios morfologicos solos no
son suficientes y de ambas formas existen en
México y en los Andes.



6.4. DIVERSIDAD GENETICA
Diversidad Morfoldgica de Phaseolus vulgaris

Existen algunas caracteristicas tipicas
de las plantas del género Phaseolus que
permiten su identificacion por especie; las
principales para P. vulgaris son las siguientes:

a) Las hojas son trifololiadas (en muy raros
casos son unifoliadas), de estipelas pequefias y
foliolos casi siempre enteros.

b) Las estipulas son persistentes y no se
prolongan en la base.

c) En la planta se presentan unos tricomas en
forma de gancho llamados pelos uncinulados.
Estos se encuentran especialmente en el tallo y
en los peciolos.

d) Las flores, que pueden ser pocas o0
numerosas, estan situadas en racimos axilares
0 terminales y poseen 2 bracteolas que
persisten minimo hasta la antesis.

e) La corola puede ser blanca, o de color lila,
purpura 0 de una mezcla de estos colores,
pero nunca amarilla.

f) El estilo esta envuelto por la quilla; tiene
forma de espiral pronunciada y es caduco, es
decir, cae después de la fecundacion. Los
estambres son diadelfos, o sea, unidos por sus
filamentos en dos grupos, con la siguiente
distribucion: 9 de ellos soldados por la base y
uno mas que queda libre llamado estambre
vexilar.

g) Las vainas pueden ser rectas o curvas; en
general sus lados son comprimidos.

h) EIl nimero de semillas por vaina es variable,
de 2 a 10; también hay variacion en cuanto al
tamafio, forma y color de las semillas.

Introgresion de genes de poblaciones silvestres
a tipos cultivados.

En América se ha observado complejos
mejorados entre silvestres y frijol comdn
cultivado, especialmente en un estudio
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realizado en Per( y Bolivia. La existencia de
estos complejos fue evidente por la
segregacion de los caracteres morfologicos en
ciertas poblaciones tanto hacia el silvestre
como al cultivado y por la presencia de los
tipos estabilizados o “malezas” de los cuales se
asumid que eran el resultado de hibridaciones
pasadas. Se confirmé por la presencia de la
proteina phaseolina el intercambio genético.
Los tipos introducidos de phaseolina de otras
regiones se presentaron en estados incipientes
por introgresién en poblaciones locales.

Por otro lado, los tipos locales de
phaseolina se observaron en todas las fases de
los complejos en la totalidad de los silvestres y
en los frijoles cultivados, esto sugiere que los
complejos han sido sometidos a una larga
evolucion.

Estos complejos podrian ser un medio
efectivo para generar variabilidad genética,
introgresion de genes de poblaciones silvestres
a tipos cultivados y para complementar los
programas de mejoramiento. La conservacion
de dichos complejos depende de la existencia
continua de silvestres, tipos maleza (Weedy) y
frijoles cultivados en estrecha proximidad; el
mantenimiento  de  un  ambiente  de
semidomesticacion y la espontaneidad de los
agricultores para dejar los tipos maleza
(Weedy) en el campo.



6.5.ENFERMEDADES
EN MEXICO

IMPORTANTES

El frijol cultivado tanto en el tropico
como en las zonas templadas del mundo, es
atacado por enfermedades de naturaleza
fungosa, bacteriana o viral asi como por
nematodos.

Tanto en el tropico como en zonas
templadas, los patdgenos infectan la planta de
frijol, debido a Ila falta de précticas
agrondmicas minimas como el distanciamiento
entre fechas de siembra o falta de rotacion de
cultivos y claro las diversas condiciones
ambientales favorables para el desarrollo de la
infeccion y la supervivencia del patogeno.

Existen algunos patdgenos cuya
presencia y actividad esta restringida a ciertas
regiones especificas, por ejemplo, el virus del
mosaico dorado del frijol se encuentra en
regiones de baja altitud, mientras que la
antracnosis aparece en regiones de valles altos.

Por otra parte, existen algunos
patdgenos que se desarrollan en todas las
regiones, por ejemplo, el virus del mosaico
comun del frijol y la roya.

Enfermedades Causadas por Virus
Virus Trasmitidos por Afidos
Mosaico comin

El virus del mosaico comun del frijol
(BCMV) ataca a este cultivo causando
problemas que se expresan al través de
sintomas con diferente intensidad dependiendo
de la cepa viral, el grado de resistencia de la
planta, la edad de la variedad y a las diferentes
condiciones ambientales.
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Los sintomas visibles se manifiestan en
la hoja con la presencia de un moteado verde
claro-oscuro 0 mosaico. Frecuentemente, los
bordes de la hoja se enroscan hacia abajo y su
tamafio es mas pequefio de lo normal
puediendo presentar pequefias ampollas sobre
la superficie. Con frecuencia, las plantas
presentan un enanismo Y las vainas y botones
florales se deforman. EI BCMV puede ser
trasmitido mecanicamente, por la semilla o por
afidos.

Las temperaturas mayores a 26°C son
favorables para el desarrollo de las lesiones
locales necroticas en las hojas. En el caso de
que plantas resistentes sean atacadas por cepas
de BCMV normalmente se presenta necrosis
sistémica. En plantas susceptibles, el virus
causa una reaccion de mosaico sistémico
normal a altas temperaturas.

Mosaico amarillo

El virus del mosaico amarillo del frijol
(BYMV) tiene un amplio rango de
hospedantes incluyendo el frijol, la soya, el
trébol y los gladiolos. Los sintomas se
manifiestan en diferentes grados dependiendo
de las cepas del virus mas 0 menos patdgenas
y los niveles de resistencia de las variedades.
Los sintomas que se manifiestan en la hoja del
frijol consisten en moteado amarillo y verde de
tipo mosaico, siendo estas afecciones mas
severas en su expresion que las producidas por
BCMV. Las hojas tienden a adquirir una
apariencia brillante, concava y lustrosa. Las
vainas afectadas y las hojas pueden mostrar
deformaciones y torcimientos. La planta
manifiesta un severo  enanismo, mMas
pronunciado que las atacadas por BCMV. Las
cepas especificas del virus pueden causar una
coloracién purpura de las bases de las hojas, y
posteriormente la muerte de la planta. El
BYMV no se trasmite por la semilla pero si es
mecénicamente y por afidos.



Virus Trasmitidos por Mosca Blanca
Mosaico dorado

El virus del mosaico dorado del frijol
(BGMV) es un problema de &reas tropicales.
Los sintomas manifestados en la hoja consisten
en la presencia de un mosaico amarillo y
verde, con enroscamiento hacia abajo. Las
hojas trifolioladas recién emergidas muestran
un amarillo brillante 0 un mosaico general, el
cual puede contrastar marcadamente con las
hojas mas viejas, las cuales exhiben sintomas
de mosaico menos severo. Las plantas
infectadas son detectadas facilmente en el
campo por su apariencia amarilla. Algunas
variedades quedan enanas y producen vainas
deformes.

El insecto vector de esta enfermedad es
la mosquita blanca (Bemisia tabaci Genn.), sin
embargo el BGMV puede ser trasmitido
mecanicamente pero nunca por semilla.

Virus Trasmitidos por Crisomélidos.
Mosaico rugoso

El virus del mosaico rugoso del frijol
(BRMV)  produce sintomas que son
semejantes a los causados por el mosaico
comun del frijol. En la hoja se manifiesta como
un mosaico verde y oscuro, frecuentemente
acompafiado por un severo ampollamiento,
enrollamiento  y deformacion, con una
apariencia gruesa y coriacea. Frecuentemente,
las plantas presentan un fuerte enanismo,
especialmente si la infeccion ocurre durante la
época de plantula. Las vainas pueden mostrar
deformacion asi como un mosaico. Esta
enfermedad es trasmitido mecéanicamente, por
especies de Cerotoma y Diabrdtica.

Mosaico surefio

14

El virus del mosaico surefio del frijol
(BSMV) puede producir lesiones locales
circulares, pardo-rojizas, de 1-3 mm de
didmetro, o un moteado sistémico y bandas
verdes a lo largo de las venas. Los sintomas de
moteado son similares a los producidos por
BCMV y BYMV pero menos intensos. Las
hojas pueden mostrar ampollamiento y
deformaciones. Las vainas presentan manchas
de color verde oscuro. ElI (BSMV) es
transmitido por la semilla y su presencia
generalmente es comprobada por técnicas de
serologia.

Medidas de Control
Virales

para Eenfermedades

Las medidas de control de todas estas
enfermedades consisten en la siembra de
semilla libre del virus, el empleo de variedades
resistentes, y el control del insecto vector.

Enfermedades causadas por hongos

Hongos que afectan las hojas y vaina
Tizon foliar por alternaria

Mancha parda

La mancha parda producida por
Alternaria sp es un problema en localidades
con alta humedad 'y  temperaturas
moderadamente bajas. Los sintomas en la hoja
aparecen como pequefas lesiones café-rojizas,
irregulares, rodeadas por un borde café
oscuro. Estas lesiones se alargan gradualmente
y desarrollan como anillos concéntricos; con
frecuencia, se vuelven brillantes y caen dejando
orificios en la lamina foliar. Las lesiones se
pueden unir y cubrir grandes areas de la hoja,
resultando una parcial o prematura defoliacion
causando asi la muerte de los tejidos de
crecimiento de la planta o reduciendo su vigor.



Las medidas de control incluyen
rotacion de cultivos, aplicacion de fungicidas y
desarrollo de variedades resistentes.

Mancha angular

La infeccidn y desarrollo del hongo que
produce la mancha angular se favorece por
temperaturas moderadas (18-25°C) y periodos
con alta humedad o lluvias frecuentes. Los
sintomas aparecen generalmente, primero, en
el envés de la hoja, como manchas grises; éstas
se tornan posteriormente color café y se
cubren de pequefias columnas de hifas
(sinema), las cuales cambian de gris a negro
debido al color de las conidias. Las lesiones
son angulares a causa de su delimitacion por
las venas y venillas. Las lesiones de las vainas
y los tallos son de color cafe-rojizas y
frecuentemente rodeadas por un borde mas
oscuro. El patdégeno puede ser portado
internamente por la semilla y la trasmision
también puede ocurrir por esporas diseminadas
por el viento.

Antracnosis

La antracnosis prevalece en la mayoria
de las regiones del mundo, especialmente en
elevaciones superiores a los 1000 m. La
infeccion y el desarrollo de este patégeno son
favorecidas por temperaturas bajas (14-18°C)
y alta humedad. Las esporas son diseminadas
por el viento, la lluvia o esparcidas a través del
campo por el hombre y los insectos. Los
signos y sintomas en la hoja, aparecen
inicialmente en el envés y las lesiones son de
un color que varia desde rojo hasta negro y se
localizan a lo largo de las venas y venillas de la
hoja. Estas lesiones también pueden aparecer
en los peciolos, ramas, tallos, cotiledones o
vainas. Generalmente, la infeccion en las
vainas aparece en forma de manchas rosadas o
de color herrumbroso hasta negro, las cuales
se convierten en chancros que contienen masas
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de esporas rosadas. El hongo puede ser
portado internamente por la semilla y causar
severas pérdidas en el campo.

Mancha de Ascochyta

La mancha de Ascochyta es,
basicamente, un problema en valles altos, a
méas de los 1500 m y se favorece por
temperaturas frias y alta humedad. Los
sintomas en las hojas se manifiestan en forma
de lesiones de color gris oscuro o negro, las
cuales pueden contener pequefios picnidios. En
epidemias severas ocurre la caida prematura de
las hojas. El hongo es transmitido por la
semilla.

Mancha redonda

La mancha redonda es un problema en
regiones con temperaturas moderadamente
frias y ambientes himedos. En Meéxico, la
infeccion usualmente ocurre en las hojas
primarias, inmediatamente después de que la
planta emerge. Los signos y sintomas se
presentan en forma de lesiones circulares de
color café claro o crema en el centro, rodeadas
por un borde café-rojizo. En la lesion se
pueden formar pequefios picnidios grises. Si el
ataque es severo se presenta una defoliacion,
con las consiguientes pérdidas de rendimiento.
El hongo puede ser transmitido por la semilla.

Las medidas de control incluyen
rotacion de cultivos, uso de semilla limpia,
aplicacion de fungicidas y desarrollo de
variedades resistentes o tolerantes.

Mancha gris

La mancha gris prevalece en regiones
con altitudes de 1500 m, en donde persisten
temperaturas bajas y epoca de alta humedad.
Los sintomas y signos consisten en lesiones
angulares verde claro o cloroéticas, de 2-5 mm



de didmetro, en el haz de la hojas . En estas
lesiones se presenta un crecimiento de micelio
y esporas de color blanco-grisiceo por el
enves de la hojas, siendo estos signos muy
caracteristicos de este hongo. Las infecciones
severas pueden causar defoliacion prematura.

Moho gris

El patogeno responsable del moho gris
es Botrytis cinerea en el estado conidial de
Botryotinia fuckeliana y se presenta en los
periodos de baja temperatura y alta humedad.
La infeccion ocurre usualmente en las heridas,
causadas en hojas, tallos, vainas, o botones
florales envejecidos. Los sintomas se presentan
como areas humedecidas de color gris-verdoso
en el tejido afectado, usualmente se presenta
una pudricion acuosa suave de las vainas.

Oidium

El crecimiento del oidium esta
favorecido por baja humedad y temperaturas
moderadas. EI hongo puede prevalecer en un
rango muy amplio de condiciones ambientales,
causando dafio severo si las plantas jovenes
son infectadas; sin embargo, la infeccion es
mas notoria en plantas adultas y rara vez
produce pérdidas. Inicialmente, los sintomas y
signos se presentan como areas oscuras de la
hoja, las cuales posteriormente se cubren de
micelio blanco, en la cara superior. Estas
manchas superficiales se pueden unir y cubrir
en su totalidad la hoja entera con micelio y
esporas, presentando una apariencia polvosa..
La infeccion severa puede causar defoliacion
prematura. Es posible que aparezcan sintomas
en el tallo y en las vainas, causando
deformacion y decoloracion café o puarpura.
Las esporas pueden presentarse fuera de la
semilla, y la diseminacion primaria de esporas
ocurre por las corrientes de aire.

Roya
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La infeccibn de este pardsito esta
favorecida por temperaturas moderadas (18-
25°C) y alta humedad relativa. Las esporas de
la roya son trasmitidas principalmente por
corrientes de aire. Pueden resultar pérdidas
severas en la produccion si la infeccion aparece
muy temprano, antes de la floracion. Los
sintomas se presentan como manchas
cloréticas o blancas en las cuales se desarrollan
pustulas o uredos de color café-rojizo, en el
haz y envés de la hoja, dependiendo de la raza
del patégeno, de la variedad y de las
condiciones ambientales. La infeccion severa
puede causar defoliacion prematura. Es posible
que también ocurra infeccion en las vainas.

Mustia hilachosa

La mustia hilachosa causa severas
pérdidas en la produccion del cultivo de frijol,
en las tierras tropicales bajas, en donde
persisten temperaturas altas y condiciones
hdmedas. Los sintomas en la hoja comienzan
como pequefias manchas hamedas con
apariencia de escaldado, de color verde
brillante hacia gris, frecuentemente rodeadas
por un borde oscuro. El hongo produce hifas
de color oscuro las cuales crecen desde las
manchas hacia el follaje no infectado y
eventualmente puede cubrir la planta entera
con una tela de hifas, si las condiciones
ambientales son favorables. Las vainas también
pueden ser infectadas por el hongo. Este
produce pequefios esclerocios cafés (0,2-0,5
mm de diametro), los cuales sobreviven en el
suelo. ElI hongo puede ser transmitido
internamente por la semilla.

Moho blanco del tallo

El moho blanco esta diseminado por
todo el mundo y tiene un amplio rango de
hospedantes, el cual incluye la mayoria de las
especies horticolas y muchas malezas. Este
hongo se favorece con temperaturas



moderadas Y frias, alta humedad y senectud de
los tejidos de la planta. Los sintomas y signos
de la infeccion se presentan inicialmente como
lesiones de apariencia himeda, seguidas por
un crecimiento algodonoso blanco que
envuelve las partes afectadas de la planta, tales
como hojas o0 vainas.

Posteriormente, este tejido infectado se
seca, tomando color claro y una apriencia
blanquecina. Los esclerocios negros (1-10 mm
de didmetro o mas) se forman sobre los tejidos
infectados unos pocos dias después de la
infeccion. Toda la planta puede infectarse
pero, generalmente, la infeccion ocurre en las
partes de la planta proximas al suelo. EI hongo
puede ser portado internamente por la semilla,
sin embargo la diseminacion primaria se hace
por esclerocios o esporas liberadas por las
estructuras reproducitvas llamadas apotecios,
producidas a partir de esclerocios enterrados
en el suelo.

Hongos que Afectan la Raiz y el Tallo
Pudricidn gris de la raiz

La pudricion gris de la raiz ocurre en
regiones con temperatura moderada o calida y
alta humedad. Generalmente, los sintomas
aparecen cuando el micelio o los esclerocios
del suelo germinan e infectan los tallos de las
plantulas o la base de los cotiledones en
desarrollo. El hongo produce chancros negros,
con margenes muy definidos, los cuales con
frecuencia presentan anillos concéntricos. El
meristemo apical se puede morir o el tallo
quebrarse. Las infecciones en plantas viejas
pueden causar atrofiamiento, clorosis,
defoliacién prematura, degradacion de la raiz y
el hipocotilo, y finalmente, muerte de la planta.
La infeccidn es, a menudo, mas pronunciada
en un lado de la planta. Las lesiones
posteriores se vuelven grises y frecuentemente
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contienen pequefios picnidios negros o
esclerocios. La semilla es portadora del hongo.

Marchitamiento por fusarium

El  marchitamiento por Fusarium
oxysporum produce sintomas que son
facilmente confundidos con los causados por
Fusarium solani. Esta infeccion penetra a
través de la raiz y heridas en el hipocotilo
causando una coloracion rojiza del sistema
vascular, raices, tallos, peciolos y pedunculos.
Esto ocasiona un amarillamiento de las hojas
inferiores, el cual progresa hasta las situadas
en lo alto de la planta; volviendose amarillas y
con frecuencia envejecen prematuramente. Si
la infeccion se presentan en las plantulas, éstas
se atrofian. ElI hongo puede ser trasportado
por medio de esporas localizadas en la parte
exterior de la semilla.

Medidas de Control
Fungosas

para Enfermedades

Las medidas de control incluyen
rotacion de cultivos, eliminacion de residuos
de la planta, uso de semilla limpia, preparacion
del terreno con  arado profundo, bajas
densidades de siembra, aplicaciones de los
fungicidas y utilizacion de variedades resistente
0 tolerantes.

Enfermedades Causadas por Bacterias
Tizon comun

Estas bacterias causan graves pérdidas
en la produccion, especialmente en regiones
hdamedas, con temperaturas que van desde
moderadas hasta altas. La infeccion inicial por
Xanthomonas, aparece en forma de puntos
acuosos por el envés de la lamina foliar. Estos
puntos aumentan de tamafio en forma irregular
y las lesiones adyacentes se agrupan. Las
regiones infectadas se presentan flacidas y



estdn rodeadas por un circulo estrecho de
tejido, color amarillo-limén, el cual después se
vuelve café y necrotico. Las lesiones presentan
pequefias gotas de exudado bacteriano, en
contaminaciones severas los tallos y vainas
también se infectan, mostrando sintomas como
decoloracion y probocando dafio de la semilla;
con lo que se provoca la transmision de la
bacteria.

Las medidas de control incluyen
rotacion de cultivos, siembra de semilla libre
de bacteria, aplicacion de bactericidas y
utilizacion de variedades tolerantes.

Tizon de halo

La bacteria causante del Tizdn es un
problema serio en regiones con temperaturas
frias o moderadas (menos de 28°C). Los
sintomas iniciales aparecen de 3 a 5 dias
después de Ila infeccion como pequefias
manchas humedas, generalmente en el enveés
de la hoja. Posteriormente, aparece un halo de
color amarillo-verdoso alrededor de estas
areas humedecidas y se puede presentar
clorosis sistémica, con amarillamiento y
deformacion de las hojas, sin aparente
infeccién externa. En las lesiones se puede
observar un exudado bacteriano de color
crema o plateado. Los tallos y las vainas
también se pueden infectar, con la posterior
trasmision por medio de la semilla.

Medidas de Control
Bacteriananas

para Enfermedades

Las medidas de control incluyen
rotacion de cultivos, uso de semilla libre de
bacterias, aplicacibn de bactericidas y
utilizacion de variedades tolerantes. La
tolerancia es afectada por la existencia a cepas
con diferente virulencia.

6.5.5. Enfermedades Causadas por Nematodos
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En la literatura se han descrito varias
especies de nematodos que infestan el frijol,
entre ellas: Meloidogyne sp., Trichodorus sp.,
Pratylenchus sp Belonolaimus sp., Heterodera
sp. y Ditylenchus sp.

Las plantas infectadas por nematodos
que producen agallas de la raiz, se atrofian;
durante las horas méas calurosas del dia
muestran amarillamiento y marchitamiento. Al
examinar el sistema radical de una planta
infectada se notan numerosos alargamientos o
agallas (1-15 mm de didmetro o mas), en los
cuales se localizan los neméatodos. Estas
agallas interfieren en la capacidad de la planta
para obtener humedad y nutrimentos del suelo,
reduciendo significativamente la produccion.

Las medidas de control para las agallas de la
raiz y otras lesiones causadas por nematodos
incluyen rotacion de cultivos, tratamiento
quimico del suelo y desarrollo de variedades
con resistencia o tolerancia.

6.6. ARQUETIPOS FISIOLOGICOS Y
DOMESTICACION

Segun datos arqueoldgicos, la domesticacion
de la especie, se inici6 hace por lo menos
10,000 afios. Gracias a la aparicion de la
ceramica, hace aproximadamente 5000 afios,
tanto en Mesoamérica y los Andes, fue posible
preparar el frijol como alimento en su forma
actual.

En la zona andina hay varios sitios de
domesticacion, lo cual ocurrio en distintas
épocas. Uno de esos comprende el area de los
Andes del sur, de donde proviene la mayor
cantidad del material que actualmente se
cultiva en América del Sur y América Central,
Africa, China, Medio Oriente, y el este de
Estados Unidos. Mesoamérica fue otro centro
de domesticacidon importante pero de diferente
alcance que el de los Andes del sur.



Se ha podido deducir por los reportes
arqueolégicos que los frijoles han sido
domesticados en América Latina hace un
minimo de 600 afios (Kaplan y Kaplan 1988).
Los cambios realizados durante este largo
tiempo de domesticacién se centraron en el
tamafio color, dehiscencia de la vaina, asi
como en el tipo de habito de crecimiento y la
fisiologia de la planta (Smartt 1969 y 1988).

La diferencia genética entre los
ancestros silvestres y los cultivados es estrecha
ya que existe un ligamiento entre grupos de
genes (Gepts and Debouck). Esto reduce la
base genética y la existencia de razas tipo
weedy maleza se encuentran entre las fuertes
razones para limitar los cambios taxonomicos
por lo que no se reconocen rangos
intraespecificos en la nomenclatura formal
como lo ha dicho por su parte Baudet. (1977).

Los frijoles silvestres tienen todos los
atributos propios como son: un fuerte
mecanismo de dispersion de semilla y una
habilidad para crecer libremente y mantenerse
por ellas mismas con una vegetacion
exuberante. Sin embargo en material cultivado
estos atributos han sido alterados (Hartan
1975, Heiser, 1988).

Las formas silvestres del género que
nos ocupa  presentan una  variacion
considerable que puede medirse con criterios
morfoldgicos, fisiologicos y bioquimicos. En el
Cuadro 1 se resumen algunos de los datos
morfofisiologicos observado a lo largo del
rango de distribucion. No se conoce la
morfologia que tenian los frijoles silvestres en
los primeros tiempos de la domesticacion, se
puede solo inferir desde las observaciones
actuales.

Las razas escapadas tipo maleza
(Weedy) tienen, en general, semilla méas larga
que las de los tipos silvestres y colonizan mas
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facilmente los habitats hechos por el hombre
como los campos abandonados y vegetacion
arbustiva de los alrededores de las cabafias y a
lo largo de las veredas cuando las condiciones
las favorecen para su cambio y formacion
ejemplo: eliminacion de material silvestre, o
uso de herbicidas selectivos en cultivos de
macetas), ellos desaparecen sin  mas
generaciones. Bajo las mejores condiciones las
razas escapadas tipo maleza (Weedy)
presentan las siguientes caracteristicas:

- Semilla grande comparada con la de los
tipos silvestres existentes en esa area.

- Color de semilla (café, marrdn, canela, gris
0 negra) menos atractivo que el de los tipos
cultivados presentes en el area, pero son
diferentes a los tipicos manchados de los tipos
silvestres (negros con puntos o estrias en gris
o0 canela),.

- Vainas con gran dehiscencia pero menos
fuerte que la de las formas silvestres.

- Trepadora agresiva y en la mayoria de los
casos habito de crecimiento indeterminado y

- Colonizacion de los habitos hechos por el
hombre y de distribucion vegetativa natural.

En el material cultivado se pueden
distinguir entre las razas criollas primitivas y
modernas. Segun Harlan (1975) la llave de
operacion al inicio de la agricultura fueron las
plantaciones que mediante la presion de
seleccion humana conciente 0 inconciente
(Heiser, 1988), fue ejercida en las
caracteristicas de la semilla.

En arqueologia estd claro que el
caracter que permite separar las formas
silvestres de los materiales cultivados en forma
predominante es el tamafio de la semilla,
aunque faltan las formas de transicion entre los



silvestres y cutlvados (Kaplan y Kaplan 1988).
Sobre este punto Heiser (1982) comenta que
el tamafio de las semillas pudo haber sido
seleccionado inconcientemente.

Otra caracteristica clave puede ser la
reduccion de la dehiscencia,
consecuentemente, los materiales de frijol
tienen que contar con la participacion del
hombre para su dispersion y sobrevivencia.
Saber cual de los dos caracteres fue
seleccionado primero o si los dos fueron
seleccionados al mismo tiempo, es mucho
especular pero varias de las formas primitivas
aun todavia tienen un gran porcentaje de
dehiscencia. (Brucher 1988).

Las razas primitivas son a veces muy
similares a sus parientes silvestres (por
ejemplo en habito de crecimiento), pero se
nota diferencia en tamafio de semilla (cambios
en color de semilla) y en el porcentaje de
dehisencia.

En las variedades modernas algunos
caracteres fueron conservados y mejorados
con mayor diversidad en tipos de semillas;
otras caracteristicas modernas son por
ejemplo, la insensibilidad al fotoperiodo, la
modificacion del habito de crecimiento para
cosecha mecanica y la apariencia de las
variedades como las de frijol reventador.

6.7. MARCADORES MOLECULARES
EN LA CARACTERIZACION DE
ESPECIES VEGETALES

. Marcadores Genéticos

El mejoramiento clasico vegetal se basa
en la seleccién de individuos superiores entre
la progenie segregante de una cruza entre
progenitores elite. Esa seleccion de plantas
prometedoras tiene como base el fenotipo, el
cual es resultado del genotipo y los efectos
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ambientales. Sabemos que es dificil separar los
efectos genotipicos de los ambientales para
muchas caracteristicas de las plantas, por otro
lado las pruebas que realizamos en campo
tanto para la seleccion como para la
caracterizacion de material ya terminado son
dificiles y tediosas o bien muy caras
dependiendo de la naturaleza de la
caracteristica.

El fitomejorador tanto para seleccionar
sus materiales como para caracterizar los ya
terminados  usa  ciertas  caracteristicas
fenotipicas que muchas de las veces le
permiten inferir otras que se presentaran en
otra etapa fenoldgica.

¢Qué es un marcador?

Un marcador es una caracteristica
fenotipica regulada genéticamente que nos
permite inferir la presencia de otras
caracteristicas de la planta si es que estan
ligadas o bien con ellos podemos caracterizar
los materiales.

Indudablemente que estos marcadores
tienen su valor, sabemos que ciertos caracteres
estan condicionados por uno o dos genes pero
muchos otros lo estan por un gran nimero de
genes por lo que se les dia el nombre de
caracteres cuantitativos. Asi que esto hace que
la seleccion y/o caracterizacion basada en el
fenotipo sea mas compleja y se tenga que
recurrir a otro tipo de herramientas como son
los marcadores genéticos moleculares.

En la actualidad la mayoria de los
paises han integrado a sus programas de
fitomejoramiento el uso de marcadores
genéticos  moleculares como son el
polimorfismo de isoenzimas, el de la longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP), el del
ADN amplificado al azar (RAPD), el de sitios
de secuencias marcadas (STS), el de



secuencias repetitivas simples (SSR) o
Microsatélites y el de la longitud de
fragmentos amplificados (AFLP) los altimos
cuatro, basados en la técnica de la reaccion en
cadena de la polimeras (Caetano et al., 1991,
Rafalki et al 1991. Weising et al., 1991).

Estos marcadores tienen las ventajas de
presentar efectos neutros sobre la planta,
tienen una herencia mendeliana, ademas
algunos de ellos son loci marcadores que
presentan efectos codominantes como las
isoenzimas los RFLP, los AFLP o dominante
como en el caso de los RAPD, otra ventaja es
que los marcadores se pueden encontrar a
todo lo largo del genoma y es posible
determinar el genotipo en cualquier etapa
fenoldgico de la planta y en cualquier tejido, se
pueden trabajar en casi todo tipo de poblacion
natural y en el caso de los marcadores de ADN
estos no se enmascaran por el ambiente.

Todas estas técnicas pueden ser
utilizadas para identificar y localizar genes de
caracteres cuantitativos, medir cambios de
frecuencias genicas por efecto de seleccion
natural o artificial; se pueden predecir grados
de heterosis mediante la medicion de la
divergencia genética. Ademas han sido
propuestos como uno mas de los requisitos
necesarios para el registro de variedades, ya
que se considera que el tipo de informacién
que aportan  estos  marcadores  es
complementaria a la exigida por Ila
normatividad establecida para tal efecto.

Marcadores basados en la PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa
puede amplificar secuencias especificas de
ADN de cualquier origen (virus, bacterias,
plantas y humanos).

La reaccion en cadena de la polimerasa
descrita en 1985 ha revolucionado el camino
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de la biologia molecular ya que la reaccion es
altamente especifica, facilmente automatizada
y capaz de amplificar pequefas cantidades de
muestra en poco tiempo.

La técnica se apoya en una serie de
ciclos  repetitivos que involucran la
desnaturalizacion, el alineamiento del primer
oligo y la extension, amplificacion o
duplicacion de la cadena complementaria de
ADN mediante la polimerasa, esto da como
resultado la acumulacién exponencial de un
fragmento especifico.

La mezcla de ADN mas nucledtidos y
Taq polimerasa se calienta a 95°C para separar
la doble cadena del ADN en estudio,
posteriormente se enfria a 35°C y es alli donde
el iniciador encuentra y se liga a las secuencias
complementarias de las cadenas separadas del
ADN posteriormente a 72°C la polimerasa
permite la adicion de cada uno de los
nucledtidos para crear la nueva cadena
complementaria. Este ciclo se repite varias
veces hasta lograr amplificar en suficiente
cantidad para visualizar el fragmento de ADN
de interés. La amplificacion es exponencial
porgue los productos de extension de un ciclo
sirven como ADN de reaccion para nuevas
amplificaciones.

Los polimorfismos resultan de las
inserciones o de las deleciones en las regiones
amplificadas o a partir de cambios de bases
que alteran la union del iniciador. El
procedimiento es rapido, solamente se
requieren pequefas cantidades del ADN (no se
necesita que sea extremadamente puro), no
involucra radioactividad, ni tampoco es
necesaria la transferencia tipo “Southern”. El
polimorfismo puede ser detectado en
fragmentos que contienen grandes secuencias
repetidas, dando lugar a marcadores en la
region del genoma previamente inaccesible al
analisis.



Otra de las ventajas de esta técnica es
la forma tan sencilla de visualizar los
fragmentos amplificados en la mayoria de las
metodologias desarrolladas sobre esta base, ya
que solo es necesario correr los fragmentos en
un gel de agarosa, y una vez efectuada la
electroforesis se revela con bromuro de etidio
y se observan las bandas con luz ultravioleta.

La técnica de PCR, ademas de servir
para la sintesis enzimatica de ADN in vitro
como vimos para el caso de la amplificacion de
sondas, es la base de una serie de marcadores
que ultimamente se han desarrollado como son
el polimorfismo del ADN amplificado al azar,
RAPD (Williams et al, 1990, Welsh and
MacClelland, 1990) las secuencias de sitios
marcados, STS (Olson et al., 1989. Talbert et
al. 1994), secuencias simples repetitivas (SSR)
0 microsatélites (Beckman and Soller, 1990:
Roder et al., 1995) y el polimorfismo de la
longitud de fragmentos amplificados, AFLP
(Zebeau, 1993).

RAPD. Polimorfismo del ADN amplificado
al azar.

Este tipo de marcadores fue
desarrollado en dos laboratorios al mismo
tiempo (Welsh y Meclelland 1990, Williams et
al 1990). Los RAPD se basan en la
amplificacion del ADN gendmico con primers
0 iniciadores simples de secuencias arbitrarias
de nucleodtidos. Este procedimiento detecta
secuencias nucleotidicas polimérficas. En esta
reaccion una sola secuencia simple de iniciador
(primer) de solo 10 nuclettidos, se liga al
ADN genomico en 2 diferentes sitios y en
extremos opuestos al ADN de prueba. Si estos
sitios afectados estdn dentro de la distancia
amplificable, se produce un producto discreto
a través de la amplificacion mediada por el
termociclador.
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La presencia de cada producto de
amplificacion identifica la secuencia homdloga
de nucledtidos completa o parcial entre el
ADN genémico y los oligonucledtidos del
iniciador (primer). En promedio, cada primer
amplificard directamente a varios loci en el
genoma, haciendo una eficiente seleccion del
polimorfismo de secuencias de nucle6tidos
entre individuos.

Esta metodologia funciona
perfectamente para algunas especies pero para
otras son necesarios algunos cambios sobre
todo en el tipo de ADN a trabajar para lo cual
se ha ideado el enriquecerlo eliminando las
secuencias repetitivas con alto ndmero de
copias.

Las Enfermedades y el Uso de Marcadores
Geneticos Moleculares

Las enfermedades bacterianas, virales y
fungosas del frijol comin ocurren anualmente
en todo el mundo y para controlarlas se usan
los pesticidas que aumentan los costos de
producion, reducen el rendimiento, la calidad
del producto final y contaminan el ambiente.

Los  fitomejoradores  desarrollan
constantemente cultivares resistentes en contra
de estos patdgenos ya que este problema es
regional y afio con afio se rompe la resistencia
debido al surgimiento de nuevas razas
patogénicas.

Por esta razon los trabajos en frijol se
basan en la seleccion multiple para mejorar un
complejo de caracteristicas.

El uso de los marcadores genéticos en
la seleccion vegetal se esta utilizando gracias al
descubrimiento de la variacion estructural de la
herencia simple presente en las isoenzimas y
las proteinas de almacenamiento de la semilla
como la faseolina en el frijol comdn.

Con la tecnologia del ADN
recombinante estuvieron disponibles diferentes



tipos de marcadores moleculares. Como es el
caso de los RFLP que debido a su naturaleza
codominante se han extendido su uso en los
mapas genéticos. Sin embargo por su costo
elevado y por lo complejo de la técnica su uso
no es tan frecuente por parate de los
fitomejoradores.

En el frijol comin, como wuna
alternativa al mapeo, se han utilizado métodos
de marcaje de genes que incluyen lineas
isogenicas y analisis de segregantes en masa
para identificar RAPD ligados a la resistencia
de diferentes enfermedades del frijol. Gracias a
esta metodologia se tienen marcadores
asociados a genes de resistencia especifica
(Monogénicos) atractivos a mejoradores que
son de facil incorporacion a materiales
susceptibles por medio de retrocruzas.

Se ha logrado por medio de esta
técnica etiquetar el gene andino Ur-4 que
condiciona la resistencia a varias razas
diferentes de roya. Asi como aquellos
controlados por los genes de América Central
Ur-3y Ur-5.

Esto sugiere que los mejoradores
tienen una oportunidad unica de utilizar los
genes de resistencia de los 2 grandes “pools”
genéticos  para  desarrollar  resistencia
complementaria en un rango de patdgenos del
frijol.

En este sentido un ejemplo de la
utilizacion de marcadores tipo RAPD para
mantener el gene Ur-4 en presencia del Ur-3,
lo tenemos en el desarrollo de la linea novy
Belmidak-PR-7.

Por otro lado se han etiquetado con
marcadores RAPD los genes Ur-4, Ur-3)y Ur-
5 los Ur-3%, y Ur-9; el primero que confiere
una resistencia total y el segundo .

Actualmente, los marcadores se usan
en forma rutinaria para acumular (en forma
piramidal) los genes de resistencia y mantener
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los genes “epistaticos” en el desarrollo del
germoplasma resistente a roya.

Sin  embargo  existen  algunos
inconvenientes del uso de los RAPD, por
ejemplo para los alelos Ur-3 y Ur-3° los
marcadores son dificiles de reproducir, por lo
que se requierede un refinamiento adicional
que consiste en el desarrollo de marcadores
tipo SCAR.

Para mejorar la caracteristica de
reproduccion del marcador, muchas de estos
RAPD se han convertido SCARs 6 regiones
amplificadas de secuencia

7. MATERIALES Y METODOS

Distrubucion geogréafica

Las colectas tienen diversos origenes
ya que provienen de sitios desde 16 hasta 30°
LN, esto es, desde el estado de Guerrero,
hasta el estado de Durango. Este material
puede tener la categoria de silvestre o
“escapado” (o tambien conocido como maleza
cuyo termino en inglés es weedy) y presenta
variacion en su fenologia (dias a floracion y
madurez) tanto como en el tipo de habito de
crecimiento.

La forma “escapada” se define como
un genotipo no cultivado resultante de la cruza
entre un silvestre y un cultivado. Es
genéticamente inestable y produce
segregacién, y también es un colonizador
agresivo en la vegetacion secundaria de los
alrededores de los campos cultivados (Toro, et
al, 1990).

La planta silvestre crece libre en una
vegetacion natural “climax” y es capaz de
mantenerse a Si misma por periodos
indefinidos sin la intervencion humana. Entre
sus caracteristicas basicas se encuentran: su
perfecta adaptacion a una condicion edafica y
climatica en particular, su pertenencia a un



ecosistema especifico, su alto potencial
reproductivo 'y su gran reservorio de
variabilidad para salir adelante en nuevas
condiciones (Toro et al, 1990).

Colectas de P. vulgaris estudiadas

Las accesiones 0 colectas de P.
vulgaris forma silvestre fueron proporcionadas
por el Banco de Germoplasma del INIFAP.
Las 200 accesiones colectadas prodedentes de
diferentes regiones de la Republica Mexicana
se ubicaron geograficamente mediante la
latitud y longitud de cada municipio, (Cuadro
2).siendo estos datos concentrados el sistema
acces proporcionado por CONABIO.

Cuadro 2. Sitios de colecta de las accesiones

silvestres en la buisqueda de resistencia
genética a roya.
ENTIDAD MUNICIPIO LATITUD LONGITUD
Durango Canatlan 24° 28’ 104° 36’
Durango Durango 24° 22’ 104° 28’
Durango Durango 24° 19’ 104°27°
Durango Durango 24°20° 104° 28’
Durango Nombre de 23°57° 104° 17’
Dios
Durango Durango 23°53 104° 16’
Jalisco S.M. del 20° 54° 102° 22’
Valle
Jalisco Zapopan 20° 46’ 103° 24’
Jalisco Arandas 20° 40’ 102° 27’
Jalisco Mascota 20° 34’ 104° 46’
Jalisco Cd. Guzméan 19°41° 103° 29’
Nayarit Ahuacatlan ~ 21° 06’ 104° 36’
Michoacan  Churintzin 20° 08’ 102° 05’
Michoacan Charo 19°41° 100° 55°
Michoacan  Jungapeo 19° 28’ 100° 29’
Morelos Tepoztlan 18° 58’ 99° 06’
Morelos Tepoztlan 18° 57 99° 13’
Morelos Juitepec 18° 53’ 99° 09’
Guerrero Ixcateopan 18°24° 99° 46’
Guerrero Teloloapan 18°19° 99° 49’
Oaxaca Tlalixtac 17° 40° 96° 39’

La coleccion de 200 accesiones
provienen de latitudes que van desde el estado
de Oaxaca hasta el estado de Durango e
incluyen materiales clasificados como 1)
silvestres, 2) “escapados” o 3) lineas de
mejoramiento segun el catdlogo de frijol
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silvestre del CIAT (Toro, Tohme y Debouck,
1990).

Caracteristicas fenologicas

Se registraron en la base de CONABIO las
siguientes variables fenoldgicas de las 200
colectas repatriadas:

1. Dias a floracion

2. Habito de crecimiento

Dias a Floracion: Significa los dias que tardd
la accesion para llegar desde la siembra hasta
la floracién (cuando el 50 % de las plantas que
representas esa colecta presentan flor). Por
ejemplo, si se tiene un nimero 42 6 50 de dias
a floracion, estas plantas son muy precoces, ya
que han empleado menos de dos meses en
llegar a ese estadio fenoldgico. Por el contrario
existen materiales sobre todo muy sensibles al
fotoperiodo que al probarse en latitudes
cercanas al ecuador alargan su periodo para
formar la flor encontrandose datos de 160 y
hasta 190 dias.

Habito de Crecimiento: Esta caracteristica
vario en los materiales silvestres, lo cual
permitd6 evaluar la diversidad genética
intrinseca de la especie (Figura 8).

El tipo de habito de crecimiento se clasifico de
acuerdo a Debouck (1984) en seis formas que
describen a continuacion:

Tipo | determinado arbustivo

Tipo 1l indeterminado arbustivo

Tipo IHA indeterminado totalmente
postrado

Tipo 11I1B indeterminado semitrepador

Tipo IVA indeterminado trepador con las
vainas distribuidas en forma
uniforme a lo largo de la planta.

Tipo IVB Indeterminado trepador con las

vainas concentradas en la parte
superior de la planta.
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FIGURA 8. Habito de crecimiento del frijol

El habito de crecimiento fue tomado una vez
que las planta habia adquirido su
tamafio maximo

Caractéristicas fenotipicas

Se registraron en la base de CONABIO
(Sistema Acces) las siguientes variables
fenotipicas de las 200 colectas repatriadas:

1. Tamafio de hoja

2. Color de flor

3. Color, moteado y brillo de la semilla
4. Largo, ancho y grueso de semilla

Tamafo de Hoja: Este se consideré al
determinar las medidas de las hojas de las
colectas para obtener una escala de 9 tamafios
que se definieron de la siguiente forma:

1: Tamafio pequefio, de 4 cm de largo por 2.5
cm de ancho de base.

2: Tamafio pequefio, de 6 cm de largo por 4
cm de ancho de base

3: Tamafio mediano, de 6.5 cm de largo por
4.5 cm de ancho de base

4: Tamafio mediano, de 7 cm de largo por 5
cm de ancho de base
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5: Tamarfio grande, de 8.5 cm de largo por 6.5
cm de ancho de base

6: Tamafio grande, de 9 cm de largo por 7.5
cm de ancho de base

7: Tamafio grande, de 9.5 cm de largo por 9
cm de ancho de base

8: Tamaro grande, de 10.5 cm de largo por 9
cm de ancho de base

9: Tamafio grande, de 12.5 cm de largo por
10.5 cm de ancho de base

Esta medicién se realizé en condiciones de
campo, cuando las plantas ya han alcanzado, la
floracion y no han crecido con sombra. Se
consideran solamente las hojas de una planta
que ya han alcanzado su tamafio maximo.

sscm . aocm
ssem r6eM
a5 x6scm 99 x T50M 95 X pocM

FIGURA. 7 EI tamafio de hoja en las 200
colectas fue muy variable por lo que se
definieron 9 tamafios.

El color de flor : Este sedefinio de acuerdo a
las normas establecidas con nimeros que
corresponden a un color especifico reconocido
a nivel internacional.



0= Blanco,
1= Lila,
2=Morado,
3=Blanco con vetas lila

Las caracteristicas anteriores fueron
evaluadas en campo y en invernadero durante
tres ciclos consecutivos para lograr obtener
una informacion lo mas completa posible ya
que las colectas resultaron ser sensibles al
fotoperiodo, ademas ser de diferentes regiones
del pais .

El color, moteado y brillo de semilla

Estas caracteristicas se evaluaron por
ser contrastantes en los materiales silvestres.
Como se reviso en la literatura el color va del
negro intenso, hasta el rosado claro calificados
numericamente del 1 al 15.Estos colores
tambien tienen otro componente ligado a la
brillantez que agrega otra variante mas,
clasificandose en mate media y brillante con la
clasificacion numerica correspondiente a 3, 5y
7. Asi mismo presentan diferentes tipos de
moteado dentro del color base de la semilla
clasificados del 1 al 7 segun el tipo.

Largo, ancho y grueso de semilla: Estas
caracteristicas fueron medidas con calibrador
(vernier) y reportadas en milimetros.

7.5.CARACTERISTICAS
GICAS

Se registraron en la base de CONABIO
las siguientes variables fitopatolodgicas de las
200 colectas repatriadas:

FITOPATOLO-

Incidencia de roya,

Antracnosis

Tizon comln

Virus del Mosaico Comun

Cercospora.

Todas estas enfermedades  fueron
evaluadas en campo bajo las condiciones del
area del influencia del Campo experimental
Valle de México( FIGURA 8).
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Figura 9. .Evaluacion de las 200 cole
condiciones de campo

-

ctas en

La roya ademas se evaluod in vitro usando
foliolos jovenes de las colectas e invernadero
donde se mantuvieron vivos en agua por el
tiempo de la evaluacion después de la infeccidn
realizada don una mezcla de roya de la region.

Las escalas utilizadas para evaluar la
reaccion a enfermedades del frijol fué la
recomendada por van Schoonhoven y Pastor-
Corrales (1987) que varia de 1 a 9 donde 1
corresponde a sintomas no visibles o muy leves
y el 9 cuando la planta presenta sintomas
severos (Cuadro 3 ). En la base de datos
pueden existir valores intermedios ( p.e. 5.3 ),
que se derivaron de una media aritmética
resultado de tres evaluaciones periddicas, en
diferentes etapas de desarrollo de los genotipo.



Las escalas de evaluacién son una
herramienta necesaria para determinar y/o
discernir sobre probables fuentes de resistencia
hacia uno o varios patdgenos, a continuacion
se detallan las escalas utilizadas para
“Calificar” la incidencia de diferentes
enfermedades en las colectas de frijol.

En este informe se tendran valores
enteros y fracciones, éstos ultimos indican que
entre las plantas evaluadas hubo una o mas
con dafio superior al de las plantas promedio.
Como la colecta se compone por una
poblacion, al sefialar la sensibilidad al ataque
de cualquier patogeno deberan incluirse todos
los individuos por lo que el valor promedio da
una fraccion.

Escala para roya

=

Altamente resistente: ausencia, a simple

vista,de pustulas de roya

3. Resistencia: presencia en la mayoria de las
plantas, de solo unas pocas pustulas, por lo
regular pequerias, que cubren
aproximadamente el 2% del area foliar.

5. Intermedia: presencia, en todas las plantas,
de pustulas  generalmente pequefias o
intermedias que cubren aproximadamente el
5 % del &rea foliar.

6. Susceptible:  presencia de  pustulas
generalmente  grandes y  rodeadas,
generalmente, de halos cloréticos que
cubren aproximadamente el 10% del area
foliar.

9. Altamente susceptibles:Presencia de pustulas

grandes y muy grandes, con halos cloréticos

que cubren aproximadamente el 25 % del
area foliar y causan defoliacion prematura.

CUADRO 3. Escala general para evaluar la reaccion del germoplasma de frijol a patdgenos

bacterianos y fungosos

Califica- Categoria  Descripcion Comentarios

cion
1 Germoplasma util como progenitor o
2 Resistente  Sintomas no visibles 0 muy leves variedad comercial
3
4 Sintomas visibles y conspicuos Germoplasma utilizable como fuente
5 Intermedio  que solo ocacionan un dafio de resistencia a ciertas enfermedades
6 economico limitado
7 Sintomas severos a muy severos Germoplasma para su conserva cion ex
8 Susceptible que causan pérdidas situ
9 considerables en rendimiento o

la muerte

Como ya se menciond en un principio ademas
de evaluar en campo la incidencia de esta
enfermedad se hizo un estudio in vitro
infectando hoja de cada una de las colectas
con una mezcla colectada en la region.
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Colecta del patdgeno

Se colectaron hojas de frijol cultivado
infectadas con el patdgeno que contenian
esporas viables del hongo. Los sitios de
colectas pertenecen a diferentes localidades de



los estado de Puebla, Tlaxcala y México
(Cuadro 4). Las muestras colectadas se

trasladaron en bolsas de plastico al
Laboratorio de Fitopatologia del CEVAMEX
donde se conservaron en refrigeracion a 5° C
para su posterior incremento e inoculacién

Inoculacion y evaluacion en el invernadero

La inoculacion se efectu6 con una
suspension de esporas provenientes de las 3
entidades federativas antes mencionadas. La
separacion del hongo del tejido se obtuvo
golpeando las hojas sobre un tamiz de 40
mallas y recogidas en una superficie plastica
para vaciarlas despues en matraces con agua
destilada y formar la mezcla para inocular las
plantas.

La concentracion aproximada del
inculo fue de 5x10°, que se formé con gr 10
de esporas colectados en hojas enfermas de
roya.

La inoculacion en planta se dirigié con
el uso de atomizadores en ambos lados de las

hojas y se colocaron en una cdmara de plastico
de 3.0 x 1.5 m que funcion6 como camara
hdimeda ya que mantuvo la humedad relativa
cercana al 100% durante 20 horas.

Posteriormente, las plantulas se
llevaron a un bancal de invernadero y se
asperjaron 3 veces al dia con agua destilada.
Después de 7 dias empezaron a aparecer los
sintomas. La evaluacion se realiz6 12 dias
después de la inoculacién para lo que se utilizo
la escala recomendada por CIAT (Van
Schoohoven, 1978). La técnica utilizada fue la
de hoja desprendida (Llagedorn et al, 1986).

En invernadero se efectuaron dos
inoculaciones con roya. La primera en foliolos
colectados de accesiones silvestres establecidas
en campo, las cuales se colectaron en tubos de
ensayo previamente esterilizados y llenos de
agua destilada. La segunda se llevd a cabo en
plantas vivas para corroborar los resultados
obtenidos de la primera inoculacion

Cuadro 4. Sitios de colecta de material atacado por roya en tres entidades. 1995.

ENTIDAD MUNICIPIO ENTIDAD MUNICIPIO

Puebla Amozoc Puebla Tlachichuca
Nopalucan México Texcoco
Libres Xochimilco
Tlatlanquitepec San Vicente
Tecamachalco Tlaxcala Tlaxcala
Acatzingo Calpulalpan
Palmar de Bravo Chiautempan
Tlacotepec de Juarez Apizaco
S.N.B.A. Huamantla
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Escalas utilizadas en la evaluacién de otras
enfermedades

Antracnosis

1.Sin sintomas visibles de la enfermedad

3. Presencia de muy pocas y pequefas
lesiones, generalmente en la vena primaria del
enves de la hoja o de la vaina, las cuales
cubren aproximadamente el 1% del area foliar.

5. Presencia de varias lesiones
pequefias en el peciolo o en las venas primarias
0 secundarias del envés de las hojas. En las
vainas las lesiones redondas y pequefias
(menos de 2 milimetros de didmetro) con
esporulacion reducida o sin ella, cubren
aproximadamente el 5% de la vaina.

7. Presencia de numerosas lesiones
grandes en envés de las hojas . También se
pueden observar lesiones necraticas en el haz y
en los peciolos. En las vainas presencia de
lesiones de tamafio mediano ( mas de 2 mm de
didmetro) Aunque también pueden hallarse
algunas lesiones pequefias y grandes,
generalmente con esporulacion, que cubren
aproximadamente el 10 % de la superficie de
la vaina.

9. Necrosis severa evidente en el 25%
0 mas del tejido de la planta como resultado

Tiz6n comuln

1. Sin
enfermedad

3. Con 5 a 10% de la parcela evaluada
esta infectada.

sintomas visibles de la

5. Con 20 a 30% de la parcela evaluada
esta infectada.
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7. Con 40 a 60% de la parcela evaluada
esté infectada

9. Més del 80% de la parcela evaluada
esta infectada

Cercospora

1. Sin sintomas visibles de la
enfermedad

3. Presencia de pocas lesiones

concentricas pequefias y obscuras, que cubren
aproximadamente el 2% del area foliar y del
area de las vainas.

5. Presencia de varias lesiones de
tamafio pequeiio a ( hasta de 1 cm de
didmetro), con esporulacion limitada, las
cuales cubren aproximadamente el 5% del area
foliary del area de las vainas.

7. Presencia de grandes lesiones con
esporulacion que cubren aproximadamente el
10 % del area foliar y del area de las vainas.

También pueden aparecer lesiones en tallos y
ramas. En el follaje estas lesiones pueden
juntarse.

9. Necrosis severa evidente en el 25%
0 mas del tejido de la planta como resultado
de lesiones en la hoja, peciolos tallo, ramas e
incluso en el punto de crecimiento; esta
necrosis causa frecuentemente la muerte de
gran parte de los tejidos de la planta.

Virosis

Esta escala se presenta en el Cuadro 5
donde se explica a detalle la incidencia de la
enfermedad y la calificacion del sintoma.

9.



CUADRO 5.Escala general de evaluacion para enfermedades virales

Calificacion sintoma incidencia%

1 ausentes 0

2 dudosos 1-10

3 débiles 11-25

4 moderados 26 - 46

5 intermedio 41 - 60

6 generales 61-75

7 intensos 76 - 90

8 Severos 91-99

9 muerte 100

7.6. CARACTERISTICAS MOLECULARES

Para poder deteraminar la presencia de los
marcadores asociados a los genes de
resistencia Ur3 y Ur5 se tuvo que extraer
AND para lo cual se utilizé el método de de
Minipreps que desarrollo Afanador et al.,
(1993)e involucra el uso del detergente
biolégico CTAB. Se considera como un
método de minipreps especial porque requiere
una cantidad relativamente grande de tejido
vegetal (100 mg) en contraste con los
minipreps que requieren alrededor de 100 ug.
Este método fue adaptado por el personal del
Laboratorio de Biotecnologia del
CEVAMEX-INIFAP,

Tratamiento de las muestras.

El tejido foliar joven. seleccionado, estaba
libore  de enfermedades o plagas,
completamente sano Y sin regiones cloréticas.

Las muestras se etiquetaron perfectamente y
colocaron en bolsas de malla plastica (fibra de
vidrio) para congelaron inmediatamente con
Nitrégeno liquido.

Posteriormente se liofilizacié (deshidratacion
de las muestras por sublimacion durante 48
horas como minimo) y se efectud la
extraccion.
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Metodologia.

1.- Se molio el tejido vegetal liofilizado y peso
en tubos eppendorf de 2 ml al rededor de 100
mg.

2.- Se agregd 1 ml del amortiguador de
extraccion (Tris 100mM pH 8.0, CTAB 2%
EDTA 20mM pH 8.0, NaCl 14 M,
Bmercaptoetanol 1%) y mezclo
cuidadosamente. Incubando después por 20
minutos a 65° C.

3.- Se adicionaron con 600ul de cloroformo-
alcohol  isoamilico  (24:1), mezclando
suavemente por 15 minutos.

4.- Se centrifugd 15 minutos a 2500 x g para
precipitar paredes celulares y fragmentos de
membranas.

5.- Se transfirio el sobrenadante a un nuevo
tubo que contenia 700ul de isopropanol
preenfriado, incubando a —20°C por 15 min.

6.- Se centrifugd 15 minutos a 2500xg Yy
decanto el sobrenadante para secar la pastilla
de ADN precipitada en el fondo del tubo.



7.- Al tubo se le agregaron 10 ul de TE (tris
HCI 0.1 mM a pH 8.0) mas 4ul de ARN’asa A
(10 pg/ml), e incub6 30 minutos a 37°C.

7.-El1 ADN se precipité con 200ul de EtOH
Absoluto frio

7.-.- Se centrifugd 10 minutos a 2500xg a
temperatura ambiente para separar las fases.
Despues se descartd sobrenadante y secd la
pastilla de ADN

8.- EI AND se resuspendié en 100 ul de TE
pH 8.0, y almacenad a 4°C hasta su uso.

ADN Polimorfico Amplificado al Azar
(RAPD)

La técnica RAPD es una de las mas
sencillas entre las que involucran el manejo
directo del ADN. Se  fundamenta
principalmente en la extraccion del ADN
gendomico y el uso de oligonuclettidos
(normalmente de 10 bases) como iniciadores
para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Los pasos fundamentales de la técnica son:

1.- Seleccion de la muestra de tejido vegetal.
2.- Extraccion del ADN gendmico.

3.- Amplificacion.

4.- Separacion de los fragmentos amplificados.
Seleccion de la muestra.

Al igual que para cualquier otra técnica
que requiera la extraccion de ADN deben
tenerse cuidados especiales al  hacer las
colectas ya que una mala seleccién de la
muestra puede conducir a resultados erroneos,
lo cual debe evitarse en cualquier trabajo de
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investigacion. Los principales cuidados que
deben tenerse son:

Seleccionar tejido sano, sin rastros
visibles de enfermedades por hongos o
bacterias, sin insectos o aracnidos (&caros ,
afidos, aleurddidos, etc) o sus huevecillos, sin
zonas clordticas y de preferencia tejido joven.

Extraccién de ADN.

La extraccion se puede realizar por
cualquier método ya sea maxipreps o
minipreps, siempre y cuando se obtenga un
ADN de la calidad necesaria (que la razon de
absorbancias a 260/280 nm de longitud de
onda se encuentre entre 1.7 y 2.0

Amplificacion.

La amplificacion se llevd a cabo por
medio de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en un Termociclador (Amplificador
de ADN) usando una ADN- polimerasa
termoestable cuyo punto de temperatura
optima se encuentra alrededor de 70°C. La
primera enzima que se usé con este fin fue la
ADN-polimarasa extraida de la bacteria
Thermus aquaticus que vive en ambientes de
temperatura extrema, por lo que recibe el
nombre de Taq polimerasa.

Escencialmente la obtencion de este
tipo de marcadores se basa en la replicacion
del ADN a nivel celular, de este proceso
bioldégico se aislaron los pasos escenciales
minimos necesarios para replicar fragmentos
de ADN. Las modificaciones mas importantes
son el uso de iniciadores de ADN en lugar de
ARN, la separacion completa de las dos
cadenas de ADN y el uso unico de la Taq
polimerasa.

Las reacciones tipicas de amplificacion
incluyen: ADN blanco (el ADN extraido
previamente de las muestras de interés), taq



polimerasa, amortiguador estabilizador de la
enzima (normalmente se encuentra a
concentracién 10X y se provee junto con la
enzima y el Cloruro de Magnesio). Ademas se
adisionan Cloruro de Magnesio, que funciona
como cofactor de la polimarasa, bases
nucleotidicas en la forma de desoxinucleotidos
(desoxi-adenosin-trifosfato, desoxi-citidin-
trifosfato, desoxi-timidin-trifosfato y desoxi-
guanidin-trifosfato) que en conjunto se
conocen genéricamente como dNTP’s. Asi
mismo son indispensables los primers o
iniciadores que serviran para reconocer sitios
homablogos en el ADN blanco y se anclarén a
ellos dando la oportunidad de que Ila
polimerasa los reconozca e inicie la
polimerizacion de las bases complementarias a
la cadena de ADN, y finalmente agua
bidestilada estéril para ajustar a un volimen y
concentraciones predeterminadas (Cuadro6).

CUADRO 6. Una mezcla de reaccion tipica
incluye lo siguiente:

Componente Concentracion
Final

Agua Cuanto baste para 25
ul

Amortiguador  para 1X

PCR 10X

Cloruro de Magnesio 2 mM

DNTP’s 200 uM clu

Iniciadores 200 nM

Taq polimerasa 1U

ADN 20-50 ng

Como los volimenes a medir son
demasiado pequefios es de utilidad hacer
mezclas maestras de reaccion que incluyan los
reactivos necesarios para el total de las
muestras a analizar (es atil incluir 1 o 2
reacciones mas para asegurar que todos los
tubos tengan el mismo volimen) exceptuando
el ADN blanco. Posteriormente el volimen
total se divide entre el nimero de muestras y a
cada una se le agrega la muestra de ADN. Una

vez hecho esto a cada tubo se le agregan 1 o 2
gotas de aceite mineral estéril para evitar la
evaporacion.

En el termociclador se llevd acabo la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
de manera automatizada. La PCR se basa en la
separacion por calor de la doble cadena de
ADN (aproximadamente 90 °C), disminucion
de la temperatura (aproximadamente 40 °C)
para permitir el apareamiento de los
iniciadores con sus sitios complementarios en
el ADN blanco y, por ultimo, una elevacion de
la temperatura (aproximadamente 72°C) para
permitir el buen funcionamiento de la taq
polimerasa. Esto se repite alrededor de 35
VeCes.

El primer ciclo es de desnaturalizacion
inicial para asegurar una buena separacion de
la doble cadena de ADN y que el iniciador se
pegue apropiadamente. El dltimo ciclo es de
extension final para asegurar que todos los
fragmentos se polimericen adecuadamente.
Los 35 ciclos intermedios corresponden
propiamente a la amplificacion (Cuadro 7).

CUADRO 7. Un programa de amplificacion
tipico consta de lo siguiente:

No. De No. de
Ciclos  segmentos

Temperatura  Tiempo

1 1 94°C 5 minutos
35 3 Segmento 1 1 minuto
94°C

Segmento 2 1 minuto
35°C
Segmento 3 2 minutos
72°C

1 1 72°C 5 minutos

Después de que el programa de
amplificacion se ha completado con éxito se
procede a retirar el aceite mineral de cada tubo
mediante la adicion de 25 ul de amortiguador



Tris-EDTA pH 8.0 (cuadro 1) y 50 ul de
cloroformo, se mezcla , se centrifuga y se pasa
la fase acuosa (aqui estdn los fragmentos
amplificados) a otro tubo. A este tubo se le
adicionan 6 ul de colorante de carga 5XSGB
para que la solucién se haga mas densa y
pueda irse al fondo del pozo cuando se cargue
el gel, también sirve para ver la migracion de
las muestras; de esta manera las muestras
amplificadas quedan listas para correrse en
geles de agarosa

ELECTROFORESIS DE ADN

La Electroforesis de ADN es la
separacion de ADN o fragmentos de él en una
matriz porosa de agarosa. Normalmente se
separa el ADN gendmico para ver su calidad,
en este caso el gel se prepara a concentracion
de 0.7%. Los fragmentos de ADN pueden
provenir de la accion de enzimas de
restriccion, de la amplificacion por PCR, de
Plasmidos, etc., en estos casos se usa una
concentracion del 1%-2%, para fragmentos
amplificados se usa comunmente al 1.4%.

A continuacion se describe la técnica
utilizada en el presente trabajo de separacion
de fragmentos de ADN por electroforesis
sumergida en geles de agarosa.

Preparacion del gel.

1.- Pesar la cantidad correspondiente de
agarosa (1.4 g por cada 100 ml para un gel al
1.4%) y formar una suspension en
amortiguador TBE 1X ( Trizma base. 10.8
gr/l, Acido Bérico5.5 gr/l, Na2EDTA2 mM )

2.- Calentar la suspension en horno de
microondas hasta ebullicion. Se debe obtener
una solucion incolora y cristalina. Permitir que
se enfrie hasta aproximadamente 40°C (se
puede enfriar mas rapido en agua corriente con
agitacion continua).
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3.- Servir en el portagel con el/los peines ya
colocados y perfectamente nivelado para
obtener una distribucién uniforme. Permitir
que se enfrie hasta que gelifique (de 30 a 45
minutos).

4.- Colocar el gel dentro de la camara de
electroforesis orientando el peine hacia el
electrodo negativo. Llenar la cémara con
amortiguador TBE 1X hasta que sobrepase el
nivel del gel en aproximadamente 5 milimetros.

5.- Retirar el peine para dejar los pozos bien
formados y que penetre el amortiguador en
ellos sin que les queden burbujas de aire.El gel
preparado de esta forma esta listo para
cargarse con la muestras.

Corrimiento.

1.- De los productos de amplificacion o las
mezclas de digestion con enzimas de
restriccion  previamente adicionados con
colorante de carga (5XSGB) se toman 15-20ul
y se colocan cuidadosamente dentro del pozo
procurando no dafiarlo ni formar burbujas al
pipetear.

2.- Hacer un corte en la esquina superior
izquierda del gel para identificar la primera
muestra y el sentido del corrimiento (siempre
se corren de negativo a positivo).

3.- Colocar los electrodos cuidando que se
mantenga la polaridad correcta (negativo a
positivo). Colocar la tapa de la camara como
medida de seguridad.

4.- Establecer en la fuente de poder la
corriente necesaria (normalmente 50 a 60
miliamperes) y permitir la separacion de las
muestras por 1 a 2 horas (hasta que el azul de
bromofenol del 5XSGB se encuentre a 1 cm de
la siguiente fila de pozos.



Corrimiento.

1.- De los productos de amplificacion o las
mezclas de digestion con enzimas de
restriccion  previamente adicionados con
colorante de carga (5XSGB) se toman 15-20ul
y se colocan cuidadosamente dentro del pozo
procurando no

Revelado.

Una vez que el corrimiento se completo, se
apaga la fuente de poder, se desconectan los
electrodos y se revela el gel para ello se
procede de la siguiente manera.

1.- Tomar cuidadosamente el portagel y
llevarlo al area de revelado especifica para
manejo de bromuro de etidio. Introducirlo
cuidadosamente en un recipiente que contenga
bromuro de etidio a una concentracion de
Tug/ml.

2.- Agitar suavemente durante 20 minutos.

3.- Enjuagar en agua destilada en agitacion
orbital suave durante 20 minutos.

4.- Colocar en el trasiluminador de luz
ultravioleta (ATENCION: la luz UV puede
causar ceguera por lo que es necesario
protegerse con lentes 0 caretas especiales).

5.- Documentar mediante fotografia con rollo
blanco y negro y filtro naranja.

Los iniciadores utilizados en este
estudio para amplificar el ADN de las 200
colectas fueron los recomendados por Kelly y
colaboradores (1995). Estos iniciadores son
comerciales y los vende la compafiia “Operon”
y sus siglas son OPK14 y OPF10.

Como se menciond en la literatura
estos iniciadores proporcionan un patron de
fragmentos de ADN con diferente peso
molecular. Cada uno de ellos tiene una
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composicion diferente en bases puricas Yy
pirimidicas. Asi el OPK14 del extremo 5™ al 3
se compone como sigue: CCCGCTACAC y su
peso molecular es 2624. Mientras que el
OPF10 de peso molecular 3099, se compone
como sigue: GGAAGCTTGG.

FIGURA 10. Ejemplo de amplificacion de
ADN mediante el primer OPK14 para la
deteccion del gen de resistencia a roya Ur3.
Corrimiento en gel de agarosa al 1.4%.

FIGURA 11. Ejemplo de amplificacion de
ADN mediante el primer OPF10 para la
deteccidn del gen de resistencia a roya Ur3.
Corrimiento en gel de agarosa al 1.4%



El arreglo de las bases permite a los
decameros la amplificacién de fragmentos de
diferentes dimensiones, dependiendo de las
partes del genoma donde se encuentre la
fraccion homologa donde se inicia el proceso
de sintesis de la nueva cadena de ADN.

En el caso del OPK14 uno de esos
fragmentos tiene 620 pares de bases y se
encuentra ligado a la fraccion genética
identificada con el gen Ur3 que confiere
resistencia a un tipo de roya.

Por lo que respecta al iniciador OPF10,
este posee un fragmento de ADN que tiene
970 pares de bases y que esta relacionado con
el gen Ur5, el cul también confiere resistencia
a un tipo de roya.

La metodologia empleada para la
identificacion de la presencia de estos
marcadores asociados a los genes Ur3 y Ur5
consistio en utilizar un testigo cortado con una
enzima especifica para obtener fragmentos con
pesos moleculares proximos a los de los
marcadores.

En este trabajo se utilizaron como
testigos ¢X174 cortado con Hae Il que
proporciono fragmentos con rangos de 72
pares de bases (pb) hasta 1,353 pb y el otro
testigo fue 1Kb ADN con fragmentos que van
desde 500pb hasta 40 Kb.

En las siguientes figuras 12 y 13 se
muestran los testigos que sirvieron de
referencia para la deteccion de los fragmentos
asociados a los genes Ur3 y Ur5.

Con base en las distancias recorridas
del inicio del gel (pozos) hasta la presencia de
los fragmentos de ADN testigo se
determinaron los pares de bases de los
fragmentos en estudio para cada colecta,
logrando determinar la presencia o ausencia de
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los fragmentos de ADN relacionados con la
resistencia a roya

Phy X174 /Haelll

Pb

1353
1078
873

603

310
281
271
234
194

FIGURA 12.Testigo ¢ X174 /Hae Il usado
para identificar los fragmentos de 620 y 970
pares de bases asociados a los genes Ur3 y
Ur5 que confieren resistencia a roya.

ADN 1Kb
Pb 40000

4072
3054

2036
1636

1018

517/506

FIGURA 13.Testigo de ADN 1Kb usado para
identificar los fragmentos de 620 y 970 pares
de bases asociados a los genes Ur3 y Ur5 que
confieren resistencia a roya.



8.RESULTADOS.

Caracteristicas Fenoldgicas

Al analizar el conjunto de las 200
colectas se encontré que los dias necesarios a
floracion variaron de 42 a 190 después de la
siembra, lo cual mostré la variacion del
material para esta caracteristica, al sembrarse
en ésta latitud (19° 297).Estos materiales
silvestres mostraron una marcada respuesta al
fotoperiodo, lo cual indica que su desarrollo
esta influenciado por el medio, caracteristica
acentuada en las especies silvestres, cuya
fenologia esta coordinada con los cambios
estacionales.

Ademads, al estudiarse (mediante analisi
de conglomerados y componentes principales)
70 colectas representativas del conjunto total
de las 200, se encontro que las provenientes del
norte(Durango Yy Jalisco) florecieron primero
(60-100 dias) que las del Sur (Michoacan,
Morelos Gruerrero y Oaxaca) que tuvieron un
periodo vegetativo mas largo (120-134 dias a
floracién). La precocidad de los materiales de
Durango y Jalisco a que en esa region
semiarida los genotipos han evolucionado a
través del tiempo, hacia la precocidad para
evitar factores adversos como la sequia y las
heladas. En tanto que la floracion tardia de los
frijoles de los Estados del sur, como Morelos,
Michoacan y Guerrero, son materiales que han
evolucionado con menos factores climaticos
limitantes y que no han permitido Ila
precocidad.

Caracteristicas Fenotipicas

En lo referente al habito de crecimiento
se encontraron 18 colectas con tipo | esto es
determinado arbustivo. Este hecho en plantas
silvestres no se esperaba, sin embargo tal vez
este material puede considerarse como
escapado.
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Del tipo indeterminado arbustivo se
tubieron 26 colectas (tipoll), mientras que del
indeterminado  totalmente  postrado  se
detectaron 5 (tipo I11A) lo que nos lleva a
pensar. Del tipo indeterminado semitrepador
fueron 25 (tipo I11B) y del trepador con las
vainas distribuidas uniformemente a lo largo de
la planta se presentaron 89 (tipo 1IVA) y 35 del
tipo Indeterminado trepador con las vainas
concentradas en la parte superior de la planta
(Tipo IVB).

Con respecto al tamafio de hoja los
tamafos variaron desde el tamafio pequefio de
4 cm de largo por 2.5 cm de ancho de base(14
ejemplares) hasta, el tamafio grande de 12.5 cm
de largo por 10.5 cm de ancho de base (un
ejemplar). Los dos tamafios medianos
predominaron en 71 ejemplares, mientras que
los cinco tamafios grandes se presentaron en
diferentes proporciones concentrandose en el
tamafo grande de 8.5 cm de largo por 6.5 cm
de ancho de base (46 ejemplares) y en el
Tamario grande de 9 cm de largo por 7.5 cm
de ancho de base (21 ejemplares).

Con referencia al color de flor
codificado para los fines de este estudio en 0=
Blanco, 1= Lila, 2=Morado, y 3=Blanco con
vetas lila, se observd que el color
predominante fue el morado con 75
ejemplares, siguiendo el lila con 67 despues el
blanco con 49 y finalmente 5 ejemplares con
flores blancas con betas color lila.

Las caracteristicas intrinsecas de la
semilla fueron evaluadas de acuerdo a las
normas internacionales establecidas como son
el color, la forma, brillo, y el moteado
caracteristico. Asi mismo se determiné el largo,
ancho y grueso de la semilla.

En cuanto al color éste vario
fuertemente dentro y entre colectas, por esta
razon se observard en el catdlogo de
caracteristicas fenoldgicas y fenotipicas, pocos



ndmeros enteros que representan a las colectas
de color homogeneo; mientras que los nimeros
no enteros representan a las que tienen una
variacion interna en color.

Las colectas 1,2, 4, 6, 15, 16, 17, 18, 20,
21, 23, 30, 31, 33, 34, 41, 42, 44, 53, 56, 58,
59, 61, 72, 73, 74, 82, 84, 86, 87, 89, 91, 92,
96, 100, 101, 103, 105, 106, 109, 113, 114,
116, 124, 134, 136, 137, 138, 139, 141, 142,
145, 147, 150, 151, 153, 164, 170, 171, 172,
174, 176, 178, 179, 180, 183, 184, 186, 188,
189, 194, 195 y 198 presentaron colores
uniformes al interior de cada una, mientras que
las restantes 126 colectas presentaron
variacion.

El color predominante fue el café obscuro
a claro con 72 ejemplares, después el marron
con 44, siguiendo el gris con 27 y el negro con
18. Asi mismo se presentaron 8 colectas con
color amarillo, 6 con ante y una con color
morado.

COLOR DE LA SEMILLA
DE ACCESIONES DE FRIOL SILVESTRE
(Phaseolus silvestre)

1. NEGRO » e S @
2.CAFE OBSCUROACAFECLARO @ @ @ @
3. MARRON *eee
4. GRIS JASPEADO/C.P. CREMA - ') -

C.S. MANCHAS
5. AMARILLO GRISACEO - S

AL AMARILLOSO
6. CREMA PALIDO ANTE ‘) @ @ @
7.ROSA e®®
8. MORADO - @ @

FIGURA 13. Coloracién presente en la
coleccion de phaseolus silvestre repatriado
estudiado en este trabajo.
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Dentro del color del grano también se
presentan  caracteristicas de brillantes,
clasificAndolas en tres categorias, mate, media y
brillante.

La coleccion presentd en la mayor parte de
sus ejemplares granos brillantes, (151 colectas).
Con respecto a los materiales opacos o medios,
éstos presentaron una variacion interna como
se observa en los datos del catdlogo de
caracteristicas fenoldgicas y fenotipicas de la
planta y semilla.

En cuanto a la forma, ésta tambien varié
dentro de los materiales estudiados y solo 66
colectas presentaron una forma uniforme al
interior de la misma(Figura 14).

La forma redonda solo fue presentada por
dos materiales y la cubiode por 40, mientras la
gran mayoria presentd una forma intermedia
entre oval y cuboide

FORMA DE LA SEMILLA
DE ACCESIONES DE FRIJOL SILVESTRE
( Phaseolus vulgaris)

1  REDONDO @ ® o
2 OVAL ® e e
3 CUBOIDE ® o @9

FIGURA 14. Formas del frijol silvestre.

El moteado presente en la semilla
silvestre tambien presento una variacion al
interior de 88 colectas, sin embargo 111
materiales fueron uniformes (Figurals).

Se observd que 12 colectas no tuvieron
moteado  simple, 61 lo  presentaron
contrastante,12 con uno tipo rayado, una de



forma romboide, 5 punteado, 11 con tiras
anchas y 16 con manchas bicolores.

Con respecto al tamafio del grano se
encontrd que el largo de toda la colecta vario
de un minimo de 3 a 10 mm con una media de
6.47mm y una desviacion estandard de 1.34.
Asi mismo el ancho vario de 2 a 6.2 mm con
una media de 4.0, cuya desviacion fue de 0.79.
El grueso también vario de 1 a 4.4 mm con
una media de 2.32 mm y una desviacion
estandard a la de 0.64.

Del total de colectas 24 miden de largp
menos de 5 mm y 77 tienen un ancho menor a
4 mm. Y para el grueso del grano tenemos que
47 materiales se encuentran abajo de los 2 mm.

MOTEADO DE LA SEMILLA
DE ACCESIONES DE FRIJOL SILVESTRE
( Phaseolus vulgaris)

0 AUSENTE

' tonmastae. @ ® @ ®
2 RAYADO ® ®© © ©
3 MOTEADOROMBODE ® @ © ©
4 PUNTEADO il A
5 MANCHACRRCULAR @& @ & @
6  TIRAS ANCHAS ® @ e ©
7 BICOLOR ® ©

8 MANCHASBICOLORES @ @ @& &

FIGURA 15. Muestra del tipo de moteado que
se encuentra en los frijoles silvestres.
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Caracteristicas Fitopatoldgicas

Las enfermedades presentes en campo
fueron: Roya, Virus del mosaico comin, Tizon
foliar por cercospora, antracnosis y tizon
comudn. Los mayores dafos se registraron en la
segunda evaluacion del dia 28 de septiembre
con 2.4 de dafio contra 2.0 y 2.3 de la primera
y tercera evaluacion, respectivamente.

El patégeno que causé los mayores
dafios fue la roya con 4.1 en promedio durante
las tres evaluaciones. EIl nivel se incremento
paulatinamente de un 3.2 inicial a 4.9 en la
tercera evaluacion. Debido a las bajas
temperaturas (10 de octubre) no se pudo
determinar si el dafio seguiria incrementandose
(Cuadro 8).

Campo

El mayor dafio que se presento a finales
de septiembre coincidié con las precipitaciones
registradas durante la semana anterior, y
temperaturas promedio de 25° C, propicias
para el desarrollo de dichos patdgenos.

Algunas de las enfermedades que se

desarrollan mejor bajo condiciones de
humedad relativa baja y altas temperaturas
disminuyeron en dafio en la ultima evaluacion
(9 de octubre): como fue el caso de virosis.
resistencia a roya, 16 al VCM, 49 cercospora,
51 a tizon comun y 121 antracnosis.
El menor nimero de genotipos con resistencia
genética a enfermedades se presentd en VMC
y roya, debido a que patdgenos que tienen
gran variabilidad genética, por otra parte la
etapa vegetativa de la planta en la que se
presentaron las enfermedades fue
preponderante en el grado de dafio de las
mismas, no asi en antracnosis, en la cual
existen evidencias de resistencia de planta
adulta y por lo tanto escape de los genotipos
hacia el patégeno.



Cuadro 8. Variacion de dafios en los genotipos silvestres evaluados en campo. Chapingo, México.

1995.

EVALUACION ENFERMEDAD PROMEDIO
ROYA VCM CERCOS ANTRAC. T-C

19 de Sept. 3.21 2.67 2.10 1.03 1.00 2.0

28 de Sept. 4.34 2.64 1.81 1.09 1.35 24

9 de Oct. 4.90 2.39 1.08 1.00 2.42 2.3

PROMEDIO 4.15 2.56 1.66 1.04 1.62 2.2

ROYA = Uromyces appendiculatus VCM = Virus del mosaico comin, CERCOS = Cercospora, ANTRAC = Antracnosis

T-C = Tiz6n comln

En el caso de tizon foliar, el dafio disminuyé
debido a que la presencia de este patdgeno se
restringi6 a la parte baja del dosel,
ocasionando defoliacion en la parte basal de la
planta. Las enfermedades que se favorecieron
con el incremento de la humedad ambiental
fueron la roya, antracnosis y méas aun el tizon
comun. Los dafios mayores fueron causados
por roya 4.9 y los menores por antracnosis
Unicamente con 1.1 en promedio durante todo
el ciclo. En la mayoria de los patdgenos el
dafio fue un aumento, pero por las condiciones
adversas de temperaturaa durante la primera
decena de octubre, no se continué con las
evaluaciones.

Del total de genotipos evaluados en
campo, solamente 18 resultadon con
Invernadero

En la evaluacion con roya, realizada in
vitro en invernadero, Unicamente 27 genotipos
fueron resistentes, los cuales se redujeron a 22
en una segunda evaluacion y sélo 16 se
registraron como resistentes en ambas
inoculaciones (Cuadro 9).

El tamafio de pustula fue variable, y se
registr6 por orden de frecuencia; la presencia
del halo y el grado de intensidad es un
indicador también de genotipos con resistencia
aroya.

Con base en los resultados obtenidos
de campo e invernadero, se detectaron como
fuentes de resistencia de frijol silvestre,
aquellos genotipos que resultaron resistentes
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en ambas condiciones; los resultados de
invernadero nos aseguran la eliminacién de
genotipos con escape en campo.

Cuadro 9. Genotipos con resistencia a roya, en

condiciones de invernadero.  Chapingo,
México. 1995.

NUMERO DE TIPO DE RESISTENCIA
COLECTA

CODIGO GODIGO PRIM. SEG. AMBAS
INIFAP CIAT EVAL. EVAL.
URG-11786 G-10006 * * *
URG-11789 G-10008A * * *
URG-11803 G-10018 * * *
URG-11808 G-10020A * * *
URG-11844 G-12876 - *
URG-11846 G-12877A * -
URG-11845 G-12877 - *
URG-11855 G-12892 * -
URG-11860 G-12898 * -
URG-11872 G-12941 * -
URG-11887 G-12970 * * *
URG-11890 G-12974 * * *
URG-11895 G-12979 * -
URG-11909 G-13004 - *
URG-11906 G-13000 * * *
URG-11908 G-13003 * * *
URG-11755 G-9981C * * *
URG-11756 G-9981D  * * *
URG-11759 G-9982 * * *
URG-11768 G-9987 * * *
URG-11774 G-9987F * -
URG-11777 G-9989A  *

URG-11780 G-9996 * -
URG-11783 G-9998A  * * *
URG-11787 G-10007 * -
URG-11767 G-9986 F *

URG-11785 G-10001 *

* RESISTENTE
- SUSCEPTIBLE

De acuerdo con los criterios anteriores,
Unicamente nueve accesiones presentaron
resistencia a roya en condiciones de campo e



invernadero. Considerando los datos de tres
evaluaciones en campo, solamente cuatro
accesiones mostraron resistencia multiple a
enfermedades; los genotipos fueron los
codificados tipo CIAT G-9883 (URG-11760),
G-9987D (URG-11768),, G-10018 (URG-
11803), y G-13000 (URG-11906).

Analizando globalmente los datos
fenoldgicos, fenotipicos y relacionados con el
grado de resistencia a las enfermedades se
realiz6 un andlisis de componentes principales.

De ese andlisis inicial se seleccionaron
las variables de mayor interés que no
disparaban los datos obteniéndose una
agrupacion de los materiales estudiados de
acuerdo a tres componentes principales que
explican el 70.8% de la varianza. En el
primero las caracteristicas que tienen el mayor
peso son largo, ancho y grueso de semilla, en el
segundo, las variables mas importantes son las
relacionadas con el dafio ocacionado por la
roya inoculada in vitro, el tamafio de la pustula,
y el tipo de halo que presenta este hongo ,
mientras que en el tercero son la incidencia de
tizon y cercospora (ver Cuadro 9 y Figural6).

CUADRO 9. Componentes Principales

Variable PRIN 1 PRIN 2 PRIN 3
Tizén 0.12653  -0.1469  0.66149
Cercospora 0.06479  -0.0894 0.71226
Dafio por Roya 0.07346  0.50353 0.07260
Tamafio Pustula -0.0089 0.53949  0.01966
Tipo de Halo 0.02477  0.65126  0.16966
Largo semilla 0.57730  -0.0283 -0.0607
Ancho semilla 0.56855  -0.0267 -0.0977
Crueso semilla 0.56318 0.01343 -0.0863
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FIGURA 16. Analisis de Componentes Principales en
la colecta de frijol silvestre repatriada, tomando en
cuenta incidencia de enfermedades in situ e in vitro,
caracteristicas del hongo y de la semilla.

En un siguiente  analisis de
componentes principales se eliminaron los
datos de la semilla y se encontré que los tres
primeros componentes explicaron el 76.3% de
la variacion encontrada. Siendo para el primer
componente las variables de mayor peso el
dafio por roya el tamafio de pustula vy el tipo
de halo formado; en el segundo componente
destacan la incidencia de tizdn y cercospora,
mientras que en el tercero son el dafio causado
por roya in vitro Yy el tamafio de pustula.
(Cuadro 10 y Figura 17)

CUADRO 10. Componentes Principales

Variable PRIN 1 PRIN 2 PRIN 3
Tizbn -0.1330  0.68777  -0.0336
Cercospora -0.0781 0.70299  0.12881
Dafio por Roya 0.50777  0.09377  -0.7331
Tamafio Pustula 0.53819  -0.0048 0.66623
Tipo de Halo 0.65478  0.15476  0.02949
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FIGURA 17. Analisis de Componentes Principales en
la colecta de frijol silvestre repatriada, tomando en
cuenta variables relacionadas con incidencia de
enfermedades y caracteristicas dl ataque de roya

Caracteristicas Moleculares

Las  determinaciones para la
amplificacion de ADN de cada una de las
colectas se efectuaron con dos inicidores
especificos para detectar la presencia de los
marcadores asociados a la resistencia a dos
tipos de roya. Estos marcadores se asocian a la
parte del genoma donde se localizan los genes
de resistencia conocidos como Ur3 'y Urb5.

Mediante la técnica de amplificacion de
ADN amplificado al azar se obtuvieron
patrones de bandas especificos para cada
colecta. Para cada una se determind la
presencia o ausencia de las bandas asociadas a
los genes de interés, en las Figura 15 y 16 se
observan los patrones en cada uno de los
carriles que corresponden a una colecta.

En la Figura 18 se muestran las
amplificaciones hechas con el iniciador OPK14
que permite la amplificacion del fragmento de
ADN con 620 pares de bases que se encuentra
justo arriba de la cuarta banda (de arriba hacia
abajo) del marcador ¢ X 174 Haelll que se
encuantra a los extremos del gel( primer y
altimo carril. Tomando en cuenta esta
informacion la banda buscada se encuentra en
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los carriles 4, 5, 7, y 9. Correspondientes en el
catalogo de enfermedades y presencia o
ausencia de genes Ur3 y Ur5 a las colectas G-
13017, G-13030, G-13505, y G-9987E.

FIGURA 18. Patron de fragmentos de ADN
amplificado al azar con el iniciador OPK14
relacionado con el gen Ur3.

En la Figura 19 se muestran los
fragmentos de ADN amplificados con el
iniciador OPF10 que permite la obtencion del
fragmento con 970 pares de bases, el cual se
encuentra entre el fragmento2 y 3 del

marcador (1078 y 872 pares de bases).

.

FIGURA 19. Patron e fragmentos de ADN
amplificado al azar con el iniciador OPF10
relacionado con el gen Ur5.



Al analizar la presencia o ausencia de
los marcadores asociados a esos dos tipos de
resistencia se encontr6 que 45 ejemplares
poseen los dos tipor de marcadores por lo
deberian presentar los dos tipor de resistencia
Ur3 y Urb. Por otro lado 25 ejemplares no
presentaron ningln tipo de marcador por lo
que estos materiales son sensibles a esos dor
tipos de roya. El resto del material presento
uno de los dos tipos de marcador. En general
el marcador asociado a la resistencia Ur5
predomind en la coleccion.

Se observaron 9 sobre salientes por
presentar los dos marcadores de resistencia y
ademas una incidencia de roya menor de 2.5,
tanto en la evaluacion de campo (incidencia
natural) como la realizada in vitro aplicando la
roya de la zona de Valles Altos. En el cuadro
11 se presentan los codigos de los Bancos de
germoplasma del INIFAP y CIAT donde se
encuentra resguardada esta colecta.

CUADROL11. Materiales sobresalientes de la
coleccion por presentar los marcadores
moleculares asociados a resistencia, mas datos
de incidencia de roya menores de 2.5 en forma
natural y aplicada in vitro.

Colecta Caodigo Caodigo
INIFA CIAT
3 URG-11749 G-7479
22 URG-11793 G-10012
33 URG-11804 G-10018A
52 URG-11823 G-11030
123 URG-11910 G-12992
142 URG-11920 G-13015
144 URG-11922 G-13017
172 URG-11755 G-9981C
173 URG-11756 G-9981D

9.CONCLUSIONES

Este estudio permitio la caracterizacion
en atributos morfoldgicos, fenoldgicos,
fitopatoldgicos y moleculares de 200 colectas
de Phaseolus vulgaris tipo  silvestre,

repatriadas, que representan una parte de la
coleccion mexicana de frijoles silvestres.

Se logré identificar  materiales
tolerantes a la enfermed conocida como roya a
partir de las 200 repatraiadas de silvestres.

Se identificaron materiales resistentes a
dos tipos de Roya (Ur3 y Ur5) mediante el uso
de Marcadores Moleculares

Se analizaron las relaciones existentes
entre los materiales por agrupamientos
derivados de sus atributos.

Se logré refrescar la coleccion de
frijoles repatriados que tenia 10 afios de
conservacion en refrigeracion.

10. CATALOGO DE DATOS DE LA
COLECCION REPATRIADA DE 200
COLECTAS DE PHASEOLUS
VULGARIS.

A continuacion se presentan el catalogo de
datos que han sido reportados en la base de
datos de Acces CONABIO.

El cuadro 12 presenta los datos basicos
de la coleccibn donde se concentra la
identificacion de los  materiales, la
identificacion del estado, municipio, sitio y
localidad donde se colecto el material.

Asi mismo se reportan datos como la
fecha de la colecta nimero de individuos, de
copias y sexo entre otros datos mas.

Parte de esta informacion biene
codoficada, como son el estado, municipio,
sitio y lugar de colecta, sin embargo esta
informacion puede ser obtenida en el sistema
Acces.



CUADRO 12. Identificacion, origen y localizacién geografica de las colectas de phaseolus silvestre en
estudio.
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2 26 505 INIFAP-1 7 11 1 1 1 1 11 99 12 1962 1 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
3 27 505 INIFAP-2 12 58 63 1 1 1 12 99 12 1962 2 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
4 28 505 INIFAP-3 12 58 63 1 1 1 13 99 12 1962 3 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
5 29 505 INIFAP-29 14 58 5 1 13 1 129 12 12 1968 29 G027 1 1 0O 5 2 ND 1:400000
6 30 505 INIFAP-30 14 58 5 1 13 1 130 12 12 1968 30 G027 1 1 0 5 2 ND 1:400000
7 31 505 INIFAP-31 14 58 5 1 13 1 131 12 12 1968 31 G027 1 1 0 5 2 ND 1:400000
8 32 505 INIFAP-32 14 8 6 1 13 1 132 16 12 1968 32 G027 1 1 0 5 2 ND 1:400000
9 33 505 INIFAP-33 14 8 6 1 13 1 133 16 12 1968 33 G027 1 1 0O 5 2 ND 1:400000
10 34 505 INIFAP-34 14 8 6 1 13 1 134 16 12 1968 34 G027 1 1 0 5 2 ND 1:400000
11 35 505 INIFAP-35 14 38 7 1 13 1 13 99 12 197235 G027 1 1 0O 5 2 ND 1:400000
12 36 505 INIFAP-36 14 38 7 1 13 1 136 99 12 197236 G027 1 1 0 5 2 ND 1:400000
13 37 505 INIFAP-37 12 58 63 1 1 1 137 99 12 1962 37 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
14 38 505 INIFAP-38 2 0 8 1 1 1 138 99 12 1962 38 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
15 39 505 INIFAP-39 2 37 9 1 1 1 139 99 12 1962 39 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
16 40 505 INIFAP-40 12 58 63 1 1 1 140 99 10 1962 40 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
17 41 505 INIFAP-41 17 11 10 1 1 1 141 99 12 1962 41 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
18 42 505 INIFAP-42 17 11 10 1 1 1 142 99 12 1962 42 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
19 43 505 INIFAP-43 17 11 10 1 1 1 143 99 12 1962 43 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
20 44 505 INIFAP-44 17 11 10 1 1 1 144 99 12 1962 44 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
21 45 505 INIFAP-45 17 11 10 1 1 1 145 99 12 1962 45 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
22 48 505 INIFAP-46 17 11 10 1 1 1 146 99 12 1962 46 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
23 49 505 INIFAP-47 17 11 10 1 1 1 147 99 12 1962 47 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
24 50 505 INIFAP-48 17 11 10 1 1 1 148 99 12 1962 48 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
25 51 505 INIFAP-49 17 11 10 1 1 1 149 99 12 1962 49 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
26 52 505 INIFAP-50 17 11 10 1 1 1 150 99 12 1962 50 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
27 53 505 INIFAP-51 17 11 10 1 1 1 151 99 12 1962 51 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
28 54 505 INIFAP-52 17 11 10 1 1 1 152 99 12 1962 52 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
29 55 505 INIFAP-53 17 11 10 1 1 1 153 99 12 1962 53 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
30 57 505 INIFAP-54 17 20 3 1 1 1 154 99 12 1962 54 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
31 58 505 INIFAP-55 17 20 3 1 1 1 155 99 12 1962 55 G027 1 1 0 5 2 ND 1:200000
32 59 505 INIFAP-56 6 22 12 1 1 1 15 99 12 1963 56 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
33 60 505 INIFAP-57 6 22 12 1 1 1 157 99 12 1963 57 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
34 61 505 INIFAP-58 16 47 13 1 1 1 158 99 12 1963 58 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
35 62 505 INIFAP-59 16 47 13 1 1 1 159 99 12 1963 59 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
36 63 505 INIFAP-60 16 47 13 1 1 1 160 99 12 1963 60 G027 1 1 0O 5 2 ND 1:600000
37 64 505 INIFAP-61 16 47 13 1 1 1 161 99 12 1963 61 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
38 65 505 INIFAP-62 0 5 14 1 14 1 162 99 99 1978 62 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
39 66 505 INIFAP-63 0 5 30 1 15 1 1 63 5 10 1978 63 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
40 67 505 INIFAP-64 0 5 16 1 15 1 164 28 9 1978 64 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
41 68 505 INIFAP-65 0 5 17 1 15 1 165 29 9 1978 65 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
42 70 505 INIFAP-66 0 5 17 1 15 1 166 29 9 1978 66 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
43 71 505 INIFAP-67 0 5 17 1 15 1 167 29 9 1978 67 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
44 72 505 INIFAP-68 0 5 17 1 15 1 168 29 9 1978 68 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
45 73 505 INIFAP-69 0 5 17 1 15 1 169 29 9 1978 69 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
46 74 505 INIFAP-70 0 5 17 1 15 1 170 29 9 1978 70 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
47 75 505 INIFAP-71 0 5 18 1 15 1 171 25 10 1978 71 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
48 76 505 INIFAP-72 0 5 18 1 15 1 172 29 9 1978 72 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
49 77 505 INIFAP-73 0 5 18 1 15 1 173 29 9 1978 73 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
50 78 505 INIFAP-74 0 5 19 1 16 1 174 25 10 1978 74 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
51 79 505 INIFAP-75 0 1 20 1 15 1 175 26 10 1978 75 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
52 80 505 INIFAP-76 10 0 21 1 16 1 176 27 10 1978 76 G027 1 1 0 5 2 ND 1:1000000
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193 242 505 INIFAP-97 20 553 37 1 14 1 1 97 99 99 9999 97 G027 1 1 0 5 2 ND 1:800000
194 243 505 INIFAP-106 16 69 40 1 13 1 1 106 99 99 9999 106 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
195 244 505 INIFAP-119 14 8 41 1 13 1 1 119 17 11 1968 119 G027 1 1 0 5 2 ND 1:400000
196 245 505 INIFAP-122 14 8 41 1 13 1 1 122 17 11 1968 122 G027 1 1 0 5 2 ND 1:400000
197 246 505 INIFAP-130 14 81 48 1 13 1 1 130 15 12 1968 130 G027 1 1 0 5 2 ND 1:400000
198 247 505 INIFAP-133 16 28 43 1 13 1 1 133 4 11 1968 133 G027 1 1 0 5 2 ND 1:600000
199 248 505 INIFAP-143 14 17 53 1 13 1 1 143 15 12 1968 143 G027 1 1 0 5 2 ND 1:400000

e Tipo IVA 5

En Cuadro 13 se concentran los datos e Tipo IVB 6

fenoldgicos y fenotipicos tanto de la planta
como de la semilla. Los dias necesarios a
floracion fueron son reportados directamente.
Mientras que el tipo de habito de crecimiento
se codifico con nimeros del 1 al 6, como se
indica a continuacion:

El tamafio de hoja también se encuentra
codificado del 1 al 9 representando diferentes
areas, como se indica en la seccion de
materiales y métodos.

El color de flor y grano, asi comoel brillo,
moteado y forma de grano de reportan en
nimeros de acuerdo a la clasificacion

e Tipol 1 reportada en materiales y metodos.
e Tipo Il 2 En lo que se refiere al largo, ancho y
e Tipo llIA 3 grueso de grano este se reporta en milimetros.
e Tipo 1B 4
Cuadro 12. Catalogo de caracteristicas fenoloficas y fenotipicas de la planta y semillas
o
) 2 2 g 2 5
c < S S S O 3 = = )
g <8 o £ = 2 ° 8 o s o g
s g &5 Eg 5 &5 =2 82 Eg 2 § ¢
§ g T £ 8§ 8 & =25 %85 I & &
4 (@) (@)
1 122 5 5 0 4 7.0 1 3 4.6 3.4 1.8
2 127 6 3 0 2 3.8 0 2.2 5.2 3.8 2.0
3 150 4 2 1 2.4 7.0 18 2.6 4.6 3.2 16
4 93 5 6 0 2 7.0 1 3 6.8 4.2 2.6
5 106 4 4 1 2.8 6.2 2 2.6 5.2 3.8 16
6 77 4 4 2 6 7.0 1 2.8 7.4 4.6 3.0
7 60 4 5 2 2.8 7.0 18 2.4 8.2 5.2 2.4
8 111 5 3 1 3.2 7.0 16 2.4 4.0 2.8 1.6
9 116 5 2 1 3.2 7.0 16 2.4 3.8 3.0 1.6
10 126 2 2 3 2.6 6.2 8.0 2.2 6.0 3.6 2.4
11 177 6 9 1 3.6 5.4 18 2.2 6.6 3.8 2.4
12 130 6 2 0 1.4 5.4 0 2.4 7.6 4.8 3.4
14 72 5 3 1 3.6 7.0 2.2 2.2 8.2 4.4 2.8
15 129 5 3 0 2 7.0 0.2 16 8.0 4.4 2.8
16 129 6 4 3 2 7.0 1.2 2.4 9.2 5.2 3.6
17 170 6 8 1 2 3.0 1 2.4 4.0 3.0 1
18 165 5 3 2 2 7.0 1 2.4 5.6 3.8 2.0
19 98 6 4 1 18 7.0 6.0 2.0 5.6 3.4 2.0
20 98 5 3 1 3 7.0 1.0 2.0 5.0 3.2 1.0
21 110 5 4 1 2 7.0 1.2 2.4 4.0 3.0 16
22 103 2 3 1 2.6 7.0 1.4 2 5 3.2 2
23 190 5 4 2 1 6.2 0 3 8.6 5.2 3.2
24 81 5 2 1 2.2 7.0 6.0 2.8 8.6 5.2 3.4
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2.2
2.2
2.2
2.0
2.6
2.6
2.2
2.6
3.0
24
3.0
2.6
2.0
2.6
24
2.6
24
2.2
3.0
2.0
2.0
24
2.6
2.0
3.0
2.6
2.0
2.6
24
2.2
2.6
2.0
2.8
2.6
24
3.0
2.6
2.8
2.6
2.0
2.6
2.2
24
2.6
3.0
3.0
24
3.0
2.2
2.8

5.8
5.8
4.6
8.8
8.2
54
8.6
6.2
7.6
7.4
7.2
6.2

10
6.0
5.8
7.4
8.4
8.4
7.6
6.2
6.6
7.0
6.0
6.2
6.4
5.8
5.6
7.6
3.2
4.0
4.4
4.8
6.8
4.0
7.6
7.0
6.8
4.4
6.0
7.8
5.8
7.6
6.8
54
7.2
8.6
8.0
8.4
9.4
7.2
6.6
6.6
6.0
3.8
54
4.6

3.6
3.8
3.6
5.0
4.8
3.6
52
4.0
4.2
4.4
4.4
3.6
6.2
4.0
3.8
54
5.0
5.0
4.6
4.4
4.0
4.4
4.0
4.2
4.0
3.2
3.0
4.4
2.0
3.0
3.2
3.8
4.2
3.0
4.4
4.4
3.8
3.0
3.6
5.6
3.8
52
4.6
3.6
4.4
5.0
5.0
4.8
6.0
3.8
4.0
4.4
3.8
2.6
3.4
3.4

2.0
2.2
1.6
3.0
3.2
2.4
34
2.2
2.8
2.6
2.6
2.0
4.0
2.6
1.8
3.2
3.0
3.0
3.0
2.2
2.4
2.6
2.6
3.2
2.2
1.6
1.6
2.8
1.0
1.0
1.8
2.2
2.6
2.0
3.0
2.6
2.2
1.6
1.8
2.8
2.0
2.6
2.8
1.8
2.6
3.4
2.8
3.0
3.4
2.6
2.6
2.0
2.4
1.6
2.2
1.4
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87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
113
114
115
116
117
118
119
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144

120
120
139
116
105
110
97
97
93
111
111
112
66
113
117
117
118
80
133
103
114
117
131
60
128
88
80
107
98
130
144
117
119
130
107
60
60
87
50
62
112
54
117
117
87
80
70
84
84
56
60
56
55
65
66
140
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1.0
1.4
2.0
3.4
6.0
4.0
3.2
3.8
5.8
4.0
2.8
2.8
2.8
2.0
4.0
2.8
3.0
1.0
4.0
5.0
3.2
2.8
2.0
3.2
3.6
2.0
2.0
6.4
2.0
2.8
2.6
2.8
3.6
3.6
2.6
2.0
3.4
3.4
2.8
3.4
3.6
1.3
8.0
4.8
4.2
5.0
2.8
4.0
4.0
4.0
4.0
3.6
4.0
3.0
4.4
3.2

7.0
7.0
7.0
6.2
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
3.0
3.0
7.0
7.0
7.0
4.6
7.0
7.0
7.0
7.0
6.2
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
3.8
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
6.2
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
6.2
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0

1.6
1.0
2.0
24
24
1.8
12
14
12
1.0
12
2.0
14
1.0

1.8
1.0
1.0
1.0
1.2
1.0
1.0
1.0
1.0
1.2
1.0
8.0
1.0
1.4
1.0
1.4
6.0
1.0
1.0
1.2
1.0
8.0
1.0
1.0
1.0
1.6
1.2
1.0
1.4
1.6
1.6
2.0
2.0
14
2.0
1.0
6.0
1.8

2.0
2.0
3.0
24
3.0
2.8
3.8
2.6
2.8
3.0
24
3.0
2.8
2.2
2.0
2.6
24
3.0
24
2.0
2.0
2.2
2.2
2.6
3.0
3.0
3.0
2.0
2.0
2.2
2.2
2.2
2.8
2.8
24
2.2
24
3.0
24
24
2.6
2.8
3.0
2.8
2.8
2.0
2.6
24
2.8
3.0
3.0
2.6
24
24
2.0
2.8

7.6
8.0
5.8
6.8
7.2
52
4.6
5.0
7.4
3.6
8.8
8.8
6.8
4.4
6.6
7.4
7.8
6.6
6.4
6.4
6.2
7.2
7.4
8.8
7.8
7.4
6.0
7.8
6.2
6.8
7.0
7.6
7.2
6.4
7.0
6.6
7.2
6.6
6.6
6.6
7.4
6.4
6.4
5.8
6.0
6.2
5.0
54
5.6
52
4.8
4.8
8.4
7.6
6.8
5.0

52
6.0
3.4
4.4
4.4
3.2
3.0
3.0
5.0
2.4
52
4.8
4.0
2.6
3.6
4.6
4.8
4.0
3.6
4.4
4.0
5.0
5.2
5.8
4.2
4.4
3.8
4.8
3.6
3.8
4.0
5.0
4.2
4.6
4.4
4.2
4.6
4.2
4.0
4.6
4.2
3.8
4.0
3.2
3.4
4.0
3.0
3.6
3.8
3.2
2.8
2.6
4.8
4.8
4.4
3.4

3.0
4.2
2.0
2.6
2.4
2.0
1.4
1.0
3.0
1.0
2.8
2.8
2.4
1.4
2.2
2.8
2.8
3.0
1.8
1.8
2.0
3.0
2.8
2.4
2.8
2.6
2.0
2.6
1.6
2.6
2.8
2.8
3.0
2.6
2.8
2.4
2.8
2.4
2.4
2.4
2.2
2.2
2.0
2.0
2.0
2.8
1.0
1.4
2.0
1.8
1.8
1.2
3.2
3.0
2.8
1.6
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145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
158
159
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199

86
42
134
134
134
134
133
120
120
134
127
130
97
119
83
130
150
97
117
104
98
63
75
168
75
64
86
93
84
52
52
125
95
67
129
170
128
96
82
65
146
127
170
67
115
126
120
110
97
125
119
05
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4.0
3.2
4.0
2.8
24
3.0
2.0
3.2
4.0
3.4
2.8
2.8
3.8
2.8
1.8
1.6
2.0
1.8
1.8
2.2
24
24
1.0
6.0
2.0
2.8
2.0
4.4
2.0
2.8
2.0
2.0
2.0
3.2
2.8
3.0
3.0
3.6
5.0
4.2

1.6
2.6
4.2
2.6
3.0
2.0
24
3.8
1.0
3.2

7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
3.0
7.0
7.0
6.2
7.0
4.6
7.0
7.0
7.0
7.0
6.2
7.0
7.0
7.0
6.2
7.0
7.0
3.0
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
3.8
7.0
7.0
7.0
6.2
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
6.2

2.8
2.8
2.0
8.0
2.8
1.0

6.0
1.0
6.0
0.2
6.0
1.8
1.0
1.2
6.0
1.2
1.6
1.0
8.0
2.0
1.0

1.0
1.0
1.0
1.0
8.0

1.0
1.0
2.0
1.0
8.0
6.0

7.0
1.8
1.0
1.6
1.8
1.2
1.2
8.0
1.0
1.6
1.2
1.0
6.0
8.0

14

3.0
2.8
2.8
2.8
3.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.2
2.2
2.2
3.0
2.8
2.2
2.6
24
2.6
2.2
2.8
2.6
2.2
3.0
2.2
3.0
2.8
2.8
24
3.0
2.8
3.0
3.0
3.0
2.8
1.6
3.0
1.0
1.0
2.2
2.6
3.0
3.0
2.2
3.0
3.0
2.6
3.0
3.0
3.0
2.2
24
2.6

6.0
5.6
52
4.4
52
7.6
7.0
7.4
6.6
6.4
7.4
7.0
6.8
7.8
9.2
6.6
7.4
6.8
7.0
7.0
7.6
7.0
8.2
6.4
6.2
54
4.8
5.8
6.0
5.8
4.0
6.2
6.6
5.8
5.8
4.4
3.0
4.0
7.0
52
5.6
4.4
6.2
8.2
7.2
7.6
7.2
4.0
7.4
6.4
6.6
6.6

3.6
3.2
3.0
3.2
3.2
54
5.0
5.0
52
4.6
52
4.4
4.6
52
4.8
4.0
4.6
3.8
4.6
5.0
4.6
4.6
5.2
3.6
4.2
3.8
3.0
4.2
3.8
3.8
2.8
4.0
4.0
3.2
3.8
3.0
3.2
3.0
4.0
3.2
3.2
2.8
3.6
4.4
4.2
4.2
4.6
3.0
4.4
4.0
4.4
3.6

1.6
2.0
2.0
1.2
1.6
2.2
2.6
3.0
2.0
2.8
3.0
2.4
2.6
2.8
3.2
2.2
2.8
2.2
2.2
2.4
2.8
2.8
3.0
2.2
2.0
1.6
1.2
2.2
2.2
2.0
1.0
2.6
2.0
1.6
1.6
1.4
1.4
1.8
3.0
1.6
2.0
1.4
1.8
2.8
2.6
2.6
2.8
1.0
2.4
2.4
2.6
3.2
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Con respecto a las enfermedades en el Cuadro
14 se presen ta el catidlogo de enfermedades
evaluadas por la intensidad de ataque en las
200 colectas asi mismo tenemos informacion
sobre la infeccién in vitro que se realiz6 con
roya colectada en Valles Altos. En esta
informacion se reportan datos sobre la
evolucion del ataque de este tipo de roya
mediante la evaluacion del dafio vy

caracteristicas de la pustula y el halo formado
por este hongo. Finalmente en este mismo
cuadro se presenta informacion sobre la
presencia o ausencia de los genes Ur3 y Ur5 en
las diferentes colectas detectados mediante
marcadores moleculares.

CUADRO 14. Enfermedades presentes en las colectas, dafio de roya in vitro y presencia o ausencia de
los genes de resistencia Ur3 y Ur5 a dos tipos de roya.

o fs+] ‘E CE

o S = = e S

3 = S o 8 7] = p = n 7]

3 2 8 < = S 25 = g £ <

@) = N > o s g < = 3 3

< = O o8 £ = ot ot
= = g o © o ©
= ®>D oD
1 5.3 1 1 3.6 2 3 1 1 1 1
2 2.6 1 2 1.3 1 2.8 1 6 0 1
3 1 1 1 2 1 2.5 1 1 1 1
4 6 1 2.6 1 1.3 3.5 6 1 0 1
5 3.8 1 2.5 2.3 1 3 1 1 0 1
6 3 1 1.6 1 3.3 3 7 1 1 1
7 1 1 1 1 55 35 4 9 0 1
8 7.6 1 1.6 2.6 1 35 4 9 0 1
9 7 1 2.3 2.3 1 2 1 1 1 1
10 5.6 1 1.6 3 1 45 4 1 0 1
11 7 1 7 4 1 2.8 1 7 0 1
12 1.6 1 1 1.6 1 3.2 4 9 0 1
14 8 1 3 1 4 3 1 3 0 0
15 3.3 1 1.6 3.3 1 2.5 1 3 0 0
16 3 1 1 1.6 1 3 1 3 0 0
17 1 1 8 3 7 2 2 3 0 1
18 1 1 1 4 7 3 1 8 0 1
19 4 1 1 6 1 2.5 2 1 0 1
20 4 1 1 6 1 3.3 1 10 1 1
21 3 1 1 2 1 4 3 7 0 1
22 1 1 1 3.6 2 1.5 1 1 1 1
23 1 1 35 1 2.5 1 8 2 0 1
24 2.3 1 3.6 1 6 2.1 1 1 0 1
25 2 1 2 1 2 2.5 1 1 0 1
27 6 1 1 6 2.4 35 6 9 0 1
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28
29
30
31

3.5

3.5 5.2

2.6

2.5
1.6

3.6

32

1.6

13

33
34
35
37

3.3

3.3
2.6

25

1.6

5.3

39

4.5

40

2.6

5.6
6.3

41

1.6

42

3.5

2.6
1.6

43

2.6

44
45

15

3.3
1.3

13
1.6
13
1.6

5.6
6.6
4.6

46

47

35

48

2.3

4.3

49

4.2

50
51

2.2

3.4

5.4
2.3

6.2

25
35

52

53
54
55
56
57

1.6
1.6

6.6
6.3

15
25

58
59

3.4

1.6

7.6

60
61

1.6

3.3

3.4

62

1.6

63
64

67

2.7

52

4.6

4.8

3.6
4.3

1.6

68
69

2.3
3.2
3.6
2.5

70
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

5.3

4.3

3.3
3.5

4.3

3.3

2.6

3.3

35
4.5

35

3.1

35
4.5

3.1

11

1.6

3.3

6.6

4.9

82

10
10

4.5

2.6

1.3

83
84
85

3.3
3.3

1.6
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25

3.3
3.6
2.6
2.5

1.6
1.6
1.6

3.3
5.6
5.6
3.5
5.6

86
87

88
89

3.4

4.6

90
91

1.6

6.6
6.6
6.6

92

2.6
2.3
13

93
94
95
96
97

1.6
3.6

2.3

6.6
6.6
7.3

4.6

3.3
2.6
1.3
6.3
3.6
3.6

1.6
2.6

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
113
114
115
116
117
118
119
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140

3.6
2.3
2.3

5.3

5.3

25
25

2.6
2.3

2.6
2.6

2.3

2.6

5.3
7.3

2.8
1.6

1.6

5.3
5.3

3.3

6.3

35
4.3

1.6

3.3

35

15

3.8
43

4.6

15

2.7

25

2.6
2.6
1.6

4.3

55
3.6

3.6

3.3

1.6

35

2.6

13

35
4.5

35

3.6

4.1

11

4.5

25
3.5
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141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
158
159
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196

25

3.6

7.6

12

4.6

25

3.8
2.5

1.6

6.6

3.3

1.6

4.3

5.3
3.6

1.6

2.6
3.3
3.3

2.3

3.6

2.3
13
1.6

1.6
1.6

6.3
6.3

25

1.6
13
13
3.5
8.0
1.6

4.3

3.6
3.6
4.3

3.6
2.3

6.3

2.3

2.3
4.0

3.3
3.3
1.8

35

4.6

1.6

4.6

3.6

3.3
3.6

1.6
2.6
3.3

14
25

13

4.5

2.6

1.6

5.6

2.6
3.3

2.3

4.3

13

1.6

2.6

1.8
15
3.8

13

3.3

1.6

2.3

13
13

4.6

53
2.3
2.4
2.3

1.6

5.6

13

13

1.6

13
14

35

6.3

25

3.3

1.6

1.6

3.3
3.8
4.5

4.3

3.3
3.6
2.6

1.6

5.6

25

6.6
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197
198
199

1 3
3.3 3.3
1 3

3.8 4 9 0 1
45 4 9 0 0
3 4 9 0 1

Finalmente en el Cuadro 15 se presentan los codigos de identificacion de los Bancos de Germoplasma
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias y del Centro Internacional
de Agricultura Tropical que poseen dicha coleccion.

CUDRO 15. CODIGOS DE IDENTIFICACION DE LAS COLECTAS DEL BANCO DE GERMOPLASMA DEL
INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES FORESTALES, AGRICOLAS Y PECUARIAS (INIFAP) Y DEL

CENTRO INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL (CIAT).

Colecta Cadigo del banco de germoplasma del Cadigo del Centro Internacional de
INIFAP Agricultura Tropical
CIAT
1 URG-11730 G-13021
2 URG-11748 G-6386
3 URG-11749 G-7479
4 URG-11758 G-7479A
5 URG-11776 G-9989
6 URG-11777 G-9989A
7 URG-11778 G-9989B
8 URG-11779 G-9995
9 URG-11780 G-9996
10 URG-11781 G-9997
11 URG-11782 G-9998
12 URG-11783 G-9998A
13 URG-11784 G-10000
14 URG-11785 G-10001
15 URG-11786 G-10006
16 URG-11787 G-10007
17 URG-11788 G-10008
18 URG-11789 G-10008A
19 URG-11790 G-10010
20 URG-11791 G-10010A
21 URG-11792 G-10011
22 URG-11793 G-10012
23 URG-11794 G-10012A
24 URG-11795 G-10013
25 URG-11796 G-10013A
26 URG-11797 G-10014
27 URG-11798 G-10015
28 URG-11799 G-10016
29 URG-11800 G-10016A
30 URG-11801 G-10017
31 URG-11802 G-10017A
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32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

URG-11803
URG-11804
URG-11805
URG-11806
URG-11807
URG-11808
URG-11809
URG-11810
URG-11811
URG-11812
URG-11813
URG-11814
URG-11815
URG-11816
URG-11817
URG-11818
URG-11819
URG-11820
URG-11821
URG-11822
URG-11823
URG-11824
URG-11825
URG-11826
URG-11827
URG-11828
URG-11829
URG-11830
URG-11831
URG-11832
URG-11833
URG-11834
URG-11835
URG-11836
ERG-11837
URG-11838
URG-11839
URG-11840
URG-11841
URG-11842
URG-11843
URG-11845
URG-11846
URG-11847
URG-11848
URG-11849
URG-11850
URG-11851
URG-11852
URG-11854
URG-11855
URG-11856
URG-11857

G-10018
G-10018A
G-10019
G-10019A
G-10020
G-10020A
G-10022
G-10999
G-11024
G-11025
G-11025A
G-11025B
G-11025C
G-11025D
G-11026
G-11027
G-11027A
G-11027C
G-11028
G-11029
G-11030
G-11030A
G-11032
G-11033
G-11034
G-11050
G-11051
G-11054
G-11055
G-11056
G-11125
G-12860
G-12863
G-12867
G-12867A
G-12871
G-12872
G-12874
G-12874A
G-12874B
G-12875
G-12877
G-12877A
G-12877B
G-12878
G-12885
G-12887
G-12888
G-12889
G-12891
G-12892
G-12894
G-12895
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111
112
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114
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121
122
123
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129
130
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132
133
134
135
136
137

URG-11858
URG-11859
URG-11860
URG-11861
URG-11862
URG-11863
URG-11864
URG-11865
URG-11867
URG-11868
URG-11870
URG-11871
URG-11872
URG-11873
URG-11874
URG-11875
URG-11876
URG-11878
URG-11879
URG-11881
URG-11882
URG-11883
URG-11884
URG-11885
URG-11886
URG-11887
URG-11888
URG-11899
URG-11891
URG-11892
URG-11893
URG-11894
URG-11895
URG-11896
URG-11897
URG-11898
URG-11899
URG-11900
URG-11901
URG-11902
URG-11903
URG-11904
URG-11905
URG-11906
URG-11907
URG-11908
URG-11909
URG-11910
URG-11911
URG-11912
URG-11913
URG-11914
URG-11915

G-12896
G-12897
G-12898
G-12899
G-12910
G-12921
G-12933
G-12934
G-12936
G-12937
G-12939
G-12940
G-12941
G-12942
G-12943
G-12945
G-12946
G-12948
G-12960
G-12962
G-12963
G-12965
G-12966
G-12967
G-12968
G-12970
G-12971
G-12972
G-12975
G-12976
G-12977
G-12978
G-12979
G-12980
G-12983
G-12985
G-12987
G-12988
G-12992
G-12994
G-12995
G-12997
G-12998
G-13000
G-13001
G-13003
G-13004
G-13005
G-13006
G-13007
G-13008
G-13009
G-13010
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138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
158
159
162
163
164
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167
168
169
170
171
172
173
174

175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190

URG-11916
URG-11917
URG-11918
URG-11919
URG-11920
URG-11921
URG-11922
URG-11923
URG-11924
URG-11925
URG-11926
URG-11927
URG-11928
URG-11929
URG-11931
URG-11932
URG-11933
URG-11934
URG-11935
URG-11936
URG-11937
URG-11938
URG-11939
URG-11940
URG-11941
URG-11944
URG-11945
URG-11946
URG-11947
URG-11948
URG-11751
URG-11752
URG-11753
URG-11754
URG-11755
URG-11756
URG-11757

URG-11758
URG-11759
URG-11760
URG-11761
URG-11762
URG-11763
URG-11764
URG-11765
URG-11766
URG-11767
URG-11768
URG-11769
URG-11770
URG-11771
URG-11772
URG-11773

G-13011
G-13012
G-13013
G-13014
G-13015
G-13015A
G-13017
G-13018
G-13018A
G-13018B
G-13019
G-13019A
G-13019B
G-13020
G-13022
G-13023
G-13024
G-13024A
G-13024B
G-13025
G-13026
G-13027
G-3028
G-13029
G-13030
G-13034
G-13035
G-13037
G-13038
G-13505
G-9980
G-9981
G-9981A
G-9981B
G-9981C
G-9981D
G-9981E

G-9981F
G-9982
G-9983
G-9984
G-9986
G-9986A
G-9986B
G-9986D
G-9986E
G-9986F
G-9987
G-9987A
G-9987B
G-9987C
G-9987D
G-9987E

57



191
192
193
194
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197
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URG-11774
URG-11775
URG-11844
URG-11860
URG-11866
URG-11869
URG-11877
URG-11880
URG-11890

G-9987F
G-9988

G-12876
G-12898
G-12935
G-12938
G-12957
G-12961
G-12974
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