
133

Agronomía Trop., 64 (3-4): 133-141. 2014

Asociación entre marcadores microsatélites y el gen de resistencia
a la bacteriosis común en familias F2:4 de Phaseolus vulgaris L.

Association between microsatellite markers and the resistance gene
to common bacterial blight in F2:4 families of Phaseolus vulgaris L.

Rossmary Castañeda1*, Catalina Ramis2 y Delis Pérez1

1Instituto Nacional de Investigaciones Agrícolas, Laboratorio de Biotecnología Vegetal (INIA Lara) y Banco
de Germoplasma Leguminosas (INIA-CENIAP). 2Universidad Central de Venezuela, Facultad de Agronomía,
Instituto de Genética. *Correo electrónico: rossmarych@gmail.com.

RESUMEN

La incidencia de enfermedades es uno de los
factores que limita la producción de la caraota
(Phaseolus vulgaris L.). La bacteriosis común de
la caraota causada por Xanthomonas phaseoli
(Xph) es la enfermedad bacteriana más importante
del cultivo, reduce la producción de grano en un
45% y también afecta la calidad de la semilla. Es
necesario incorporar genes de resistencia a través
de programas de cruzamientos. El objetivo del
presente trabajo fue verifi car la asociación entre
marcadores moleculares tipo microsatélites (SSR)
y el gen de resistencia a la bacteriosis común en
familias F2:4 de caraota. La evaluación molecular
se realizó mediante la amplifi cación de cebadores
PV-ctt001, PV-atgc001, BM-140, BM-156 y BM-
202 que mostraron posible asociación con el
carácter resistencia. Para la amplifi cación de SSR
se utilizaron las condiciones estandarizadas en el
Laboratorio de Genética Molecular, Facultad de
Agronomía, Universidad Central de Venezuela. Se
contrastó la segregación esperada de la población
F2:4 para cada SSR con el programa MapDisto
Genetics V 6.3. BM-140, el cual se comportó como
marcador monomórfi co y no fue posible diferenciar
entre familias resistentes a Xph y PV-atgc001
como un locus independiente. Existió asociación
entre los SSR: BM-156, BM-202 y PV-ctt001 y el
gen mayor de resistencia en las familias F2:4. La
selección asistida hacia el alelo “b” utilizando esos
SSR será de gran utilidad para identifi car plantas
portadoras de la resistencia, y darle continuidad al
programa de mejoramiento genético.
Palabras clave: Xanthomonas phaseoli, marcadores
genéticos, mejoramiento genético, caraota.

ABSTRACT

The incidence of disease is one of the factors
limiting the production of black bean (Phaseolus
vulgaris L.). The common bacterial blight of bean
caused by Xanthomonas phaseoli (Xph) is the
most important crop bacterial disease because
reduces grain yield by 45% and also affects the
quality of the seed. It is necessary to incorporate
resistance genes through crossing programs. The
object of this study was to verify the association
between type microsatellite molecular markers
(SSR) and the resistance gene to common
bacterial blight in families F2:4 of black bean. The
molecular evaluation was performed using the
amplifi cation primers PV-ctt001, PV-atgc001, BM-
140, BM-156 and BM-202, that has previously
showed a possible association with resistance. For
amplifi cation of SSR, the standardized conditions
in the Molecular Genetics Laboratory Agronomy
Faculty, Central University of Venezuela were
used. Expected segregation of F2:4 families for
each SSR was verifi ed using MapDisto Genetics V
6.3 program. BM-140 behaved as a monomorphic
marker and PV-atgc001 as an independent locus,
so it was not possible to differentiate between
resistant families using these markers. Signifi cant
association between SSR: BM-156, BM-202 and
PV-ctt001, and resistance controlled by a dominant
gene in families F2:4 was found. Assisted selection
to the “b” allele using these SSR will be useful to
identify plants carrying the resistance in black bean
breeding programs.
Key words: Xanthomonas phaseoli, genetic markers,
plant breeding, black bean.
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INTRODUCCIÓN
La caraota (Phaseolus vulgaris L.), constituye
la leguminosa de grano de mayor consumo en
Venezuela. Representa uno de los alimentos
básicos en la dieta del venezolano y es la
principal fuente de proteína vegetal (Mekbib,
2003; Mwale et al., 2008).
Sin embargo, la incidencia de enfermedades es
uno de los factores que limita la producción de
este cultivo; siendo la bacteriosis común de la
caraota, causada por Xanthomonas phaseoli
(Xph), la enfermedad bacteriana más importante
(Maselli et al., 2006) y una de las principales
causas de los bajos rendimientos, lo que reduce
la producción del grano hasta en un 45% y
afectando además, la calidad de la semilla (Cruz
et al., 2001; Mutlu et al., 2008; Nunes et al.,
2008).
La resistencia genética se presenta como la
alternativa de control económicamente efectiva
y ecológicamente sustentable (Yu et al., 1998;
Cruz et al., 2001; Santos et al., 2003; Cruz et
al., 2004), especialmente cuando se combina
con prácticas de cultivo que previenen el
establecimiento de patógenos en el campo
(Santos et al., 2003; Nunes et al., 2008).
Ante tal contexto, los marcadores moleculares
asociados a genes de resistencia son una
herramienta útil para la evaluación y selección
de plantas. El primer paso de un programa de
mejoramiento, mediante la selección asistida
por marcadores moleculares (SAM), es la
identifi cación de los marcadores de las regiones
del genoma asociadas a tal resistencia.
Los genes que condicionan la resistencia a
determinados aislamientos de Xph han sido
reconocidos al emplear marcadores moleculares
(Nodari et al., 1993; Jung et al., 1994; Miklas et
al., 1996; Park et al., 1996; Jung et al., 1997;
Lagarde et al., 2010). Estos genes han logrado
explicar y son responsables, en forma individual,
del 18 al 53% de la variación fenotípica del
carácter bajo estudio. Cuando se analizan en
grupos de dos, estos valores oscilan entre 46 y
65%, mientras que en conjunto alcanzan hasta
aproximadamente el 75% (Nodari et al., 1993;
Milklas et al., 1996; Jung et al., 1997; Salomón,
2002; Lagarde et al., 2010).
Los microsatélites o secuencias simples repetidas
(SSRs) son regiones de secuencias pequeñas

(2 a 10 pares de bases) repetidas y arregladas en
serie, las cuales se asume que están distribuidas
al azar por todo el ADN. Se caracterizan por su
hipervariabilidad, abundancia, reproducibilidad,
herencia mendeliana simple, son multialélicos de
naturaleza codominante y genomas eucariotas
(Yu et al., 2000; Gaitán et al., 2002).
En este proceso, es importante la identifi cación
de marcadores moleculares tipo SSRs asociados
a la resistencia a Xph, ya que, permitirán a
los programas de mejoramiento iniciados, la
obtención de cultivares de caraota mejorados
para tal característica, con mayor efi ciencia y
efi cacia.
Por tanto, en un programa de mejoramiento
fi nanciado por el proyecto del Banco
Interamericano de Desarrollo y el Fondo
Nacional de Ciencia, Tecnología e Innovación
(BID-FONACIT) N° 26110 2004-000410, a través
del Sub-proyecto “Búsqueda de Marcadores
Moleculares Asociados a la Resistencia a la
Bacteriosis común en caraota”, se realizaron
cruzamientos usando parentales resistentes a la
enfermedad, originando 9 poblaciones F2.
Las plantas F2 fueron caracterizadas y evaluadas
con marcadores moleculares SSRs, donde cinco
marcadores resultaron polimórfi cos; y se realizó
el análisis de asociación entre los marcadores
moleculares polimórfi cos y el gen de mayor
resistencia identifi cado.
Se verifi có el origen heterocigoto de las
plantas F1 por medio de los SSR polimórfi cos
y la segregación obtenida para los marcadores
moleculares con la segregación esperada en
la población F2 (Ramis et al., 2007). A partir de
las familias F2:3 disponibles se obtuvieron las 98
familias F2:4, material utilizado en este estudio.
El objetivo del presente trabajo fue verifi car la
asociación entre marcadores moleculares tipo
microsatélites (SSR) y el gen de resistencia a la
bacteriosis común en familias F2:4 de caraota.

MATERIALES Y MÉTODOS
La evaluación molecular se realizó en el
Laboratorio de Genética Molecular del Centro
de Investigaciones en Biotecnología Agrícola
(CIBA) de la Facultad de Agronomía de la
Universidad Central de Venezuela, Maracay,
estado Aragua.
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Material vegetal
Para el estudio se utilizaron 102 genotipos
que incluían las familias F2:4 y los testigos. En
un principio se trabajó con 104 familias, sin
embargo no todas sobrevivieron, por lo que solo
se extrajo ADN de 98 y se realizó la evaluación
molecular de asociación para un máximo de 71.
Las familias F2:4 provenían del cruce entre el
progenitor resistente XAN-154 y el susceptible
MEM-0301013 a la bacteria Xph. Se utilizaron
como testigos resistentes: XAN-154 y
XAN-149, líneas avanzadas procedentes
del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT) y conservados en el Banco
de germoplasma de la Unidad de Recursos
Fitogenéticos del Instituto de Genética, Facultad
de Agronomía de la Universidad Central de
Venezuela; y como testigos susceptibles MEM-
0301013 y ‘Tacarigua’, procedentes del Banco
de germoplasma del INIA-CENIAP.

Extracción de ADN
El ADN fue obtenido a partir de hojas jóvenes
no expandidas, de cada una de las familias F2:4
de caraota y testigos. El tejido fue macerado
con nitrógeno líquido y se procedió a efectuar
la extracción con tampón CTAB (2%), siguiendo
la metodología de mini extracción de ADN de
Gepts y Clegg (1989), Gepts y Koinange (1992);
y Murray y Thompson (1980), empleadas en el
Laboratorio de Genética Molecular (CIBA). La
calidad y cantidad del ADN se verifi có en geles
de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Las

muestras de ADN fueron preparadas a una
concentración fi nal de 2,5 ng µL-1.

Evaluación molecular
Con base en los resultados de Ramis et al.
(2007) se obtuvo el genotipo para cada planta de
las familias F2:4 para los cebadores PV-ctt001,
PV-atgc001, BM-140, BM-156 y BM-202 que
mostraron posible asociación con el carácter
resistencia cuando fue evaluado molecularmente
el polimorfi smo entre los progenitores del cruce
simple, lo que permitió la obtención de las
familias F2:4, (Cuadro 1).

Amplifi cación de cada SSRs a través de la
técnica de PCR
En general se utilizaron las condiciones
estandarizadas por Ramis et al. (2007), tanto
para la mezcla de reacción de amplifi cación
(Cuadro 2), como para los programas del
termociclador. La temperatura de alineación
(TM) varió según el SSRs a amplifi car. En los
Cuadros 3 y 4 se presentan los programas de
PCR utilizados para cada SSRs. Los fragmentos
se separaron en geles de poliacrilamida al 6%
con revelación en nitrato de plata (Arnao, 2003).

Análisis estadístico
Con los perfi les electroforéticos visualizados
para cada familia y microsatélite se preparó
una matriz de genotipaje, donde se le asignó
alelo(s) a cada familia (Figura 1). La segregación
esperada de la población F2:4 para cada marcador
molecular, se determinó a través del programa
MapDisto Genetics V 6.3.

Marcador SSRs Secuencia de iniciadores

BM-140
Secuencia antisentido CCTACCAAGATTGATTTATGGG

Secuencia sentido TGCACAACACACATTTAGTGAC

BM-156
Secuencia antisentido TGCTTGCATCTCAGCCAGAATC

Secuencia sentido CTTGTTCCACCTCCCATCATAGC

BM-202
Secuencia antisentido CCTTTACCCACACGCCTTC

Secuencia sentido ATGCGAAAGAGGAACAAT

PV-ctt001
Secuencia antisentido GCGAGGCAGTTATCTTTAGGAGTG

Secuencia sentido CCAACCACATTCTTCCCTACGTC

PV-atgc001
Secuencia antisentido TATGAGAGAAGCGGTTGGCACG

Secuencia sentido TGCCACCACAGCTTTCTCCTC

Cuadro 1. Marcadores moleculares tipo microsatélites.
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Componente Concentración μL para 1 reacción
ADN 2,5 ng μl-1 10
Tampón Tris-HCL 5X 4
dNTPs 10μM 0,4
Primer F 100μM 0,2
Primer R 100μM 0,2
MgCl2 25μM 2
Taq 5u μl-1 0,2
BSA 1mg ml-1 1
H2O 2
Volumen fi nal 20

Cuadro 2. Mezcla de reacción PCR-SSR.

Programa para SSR (BM)
Paso 1 92 ºC x 3 min
Paso 2 92 ºC x 15 seg
Paso 3 50 ºC x 15 seg
Paso 4 72 ºC x 15 seg
Paso 5 Ir al paso 2 / 34 ciclos
Paso 6 72 ºC x 5 min
Paso 7 14 ºC indefi nido

Cuadro 3.  Programa de PCR para microsatélites tipo
BM.

Programa para SSR (PV)
Paso 1 94 ºC x 2 min
Paso 2 92 ºC x 30 seg
Paso 3 54,5 ºC x 30 seg
Paso 4 72 ºC x 1 min
Paso 5 Ir al paso 2 / 30 ciclos
Paso 6 72 ºC x 5 min

Cuadro 4. Programa de PCR para microsatélites tipo
PV.
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A fi n de realizar el análisis de asociación
de cada marcador con la resistencia a la
bacteriosis común de la caraota, las plantas F2:4
se clasifi caron en resistentes cuando el valor
de la escala de evaluación estaba comprendida
entre 1 y 4; y susceptibles para más de 5. En
vista de que Ramis et al. (2007) demostraron
que la resistencia es un carácter dominante, a
las plantas se le asignó el genotipo R cuando
eran resistentes y rr para las susceptibles; y se
realizó un análisis para detectar los grupos de
ligamiento empleando el mismo programa.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Análisis de segregación
En el Cuadro 5 se presentan los genotipos
para cada marcador SSRs y progenitor,
así como la frecuencia de las 71 familias
homocigotas:heterocigotas para cada marcador.
Durante el proceso de endocría desde F2 hasta
F4 no se realizó ninguna selección dirigida, por tal
razón se espera que la frecuencia de genotipos
para cada gen SSRs corresponda a la esperada
para una población de líneas endocriadas.
El microsatélite BM-140 se comportó como
marcador monomórfi co, por lo que no fue
posible diferenciar entre familias resistentes a
Xph, tampoco se pudo realizar el análisis de
asociación, ni seleccionar las plantas a partir del
registro del marcador.
Las frecuencias de genotipos en las familias
F2:4 no correspondió a la esperada 1:1; por el
contrario, se obtuvo un exceso de homocigotas,

hacia el progenitor XAN-154 (bb), con la
excepción del SSR PV-atgc001 donde las
homocigotas correspondieron al genotipo del
progenitor MEM-0301013 (Cuadro 5). Estos
resultados pudieran deberse a la presión de
selección presente en las plantas F2.
Las plantas F2 fueron inoculadas con la bacteria
Xph, la presión de selección ejercida ocasionó
la muerte de numerosas plantas susceptibles,
por lo que la descendencia obtenida, semillas
F2:3, en su mayoría corresponderían a las de las
plantas resistentes. De existir alguna asociación
entre los SSRs y la resistencia, es de esperar la
orientación hacia el progenitor resistente, para
los alelos de los marcadores moleculares.
Es signifi cativo señalar que la evaluación
molecular de asociación se realizó para un
máximo de 71; no con los 98 materiales, y
posiblemente las proporciones esperadas no
correspondan con las observadas (se rechaza
la hipótesis nula de la segregación), tal vez por
el número de materiales evaluados.
Es importante señalar que se identifi caron
familias con presencia de plantas heterocigotas,
lo cual persiste en etapas tempranas de endocría.
A nivel del programa de mejoramiento, se señala
que se debe seguir avanzando hasta llegar a un
mayor nivel de homocigosis, y entonces realizar
la selección individual de plantas; fi nalmente
obtener una línea experimental homocigota de
alta resistencia y rendimiento, para iniciar el
proceso de evaluación en distintas localidades.

Figura 1.  Visualización de los perfi les electroforéticos en familias F2:4 del
cruce entre XAN-154 y MEM-0103013 y los testigos, en gel de
poliacrilamida al 6% para el microsatélite PV-ctt001.
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Asociación de los marcadores moleculares
con la resistencia
La asociación entre marcadores moleculares y
características agronómicas, para poblaciones
segregantes con menos de 100 familias, ha sido
realizada por varios autores en caraota. Santos
et al. (2003) para complementar un mapa
genético del frijol común basado en el cruce
entre un genotipo susceptible ‘HAB-52’ y un
genotipo resistente ‘BAC-6’ utilizaron 88 plantas
F2 para mapear y analizar regiones genómicas
relacionadas con la resistencia a Xanthomonas.
El análisis de ligamiento se llevó a cabo por
el Software MAPMAKER / EXP usando 143
marcadores RAPD, lo que genera un mapa
que se utiliza para detectar QTL asociados con
Xanthomonas en caraota.
Igualmente, Lara (2012) realizó la búsqueda de
un marcador molecular del gen circumlineatus
en semillas de Phaseolus vulgaris para su
incorporación en el mapa genético del frijol,
empleando 12 plantas de genotipos contrastantes
en poblaciones segregantes hasta F5; siendo
analizados usando PCR con 57 microsatélites,
entre los que se encontraban BM-156 y BM-202.

Los Cuadros 6 y 7 presentan los valores de la
fracción de recombinación (r) y los de Lod Score
obtenidos entre los marcadores SSRs y el gen
mayor de resistencia, respectivamente. Los
resultados obtenidos confi rman la asociación
entre los SSRs BM-156, BM-202 y PV-ctt001. A
pesar de haber evaluado 71 familias, se detectó
asociación entre esos marcadores y el gen
mayor de resistencia a Xph, lo que corrobora la
utilidad de los SSR como una herramienta en los
programas de mejoramiento para la resistencia.
Los SSRs BM-156, BM-202 y PV-ctt001 se
encuentran ligados al gen de resistencia.
No así con el marcador PV-atgc001 que
se comportó como un locus independiente.
Resultados similares obtuvieron Ramis et al.
(2007), encontrando un valor r de 0,10 entre los
marcadores BM-156 y BM-202.
Con respecto a la resistencia, Ramis et al. (2007)
lograron detectar la asociación con el marcador
Pv-ctt001 con un valor de r de 0,41. En esta
oportunidad, y en consecuencia a la selección
realizada por la inoculación con la bacteria Xph
en las plantas F2, se incrementó la frecuencia
de plantas resistentes y por lo tanto la mayor
expresión de la asociación.

N° SSR
Progenitores Líneas F2:4

XAN154 MEM0301013 aa bb n ab c2
1:1 p

1 BM-156 bb aa 10 55 65 1 31,15 0,00000
2 BM-202 bb aa 2 50 52 15 44,31 0,00000
3 PV-atgc001 bb aa 60 1 61 0 57,07 0,00000
4 PV-ctt001 bb aa 10 51 61 10 27,56 0,00000

Cuadro 5. Evaluación de la segregación esperada de la población F2:4 para cada microsatélite.

BM-156 BM-202 PV-atgc001 PV-ctt001
BM-202 0,04

PV-atgc001 0,50 0,50
Pv-ctt001 0,03 0,05 0,50

resistencia 0,02 0,01 0,50 0,03

Cuadro 6. Valores de la fracción de recombinación (r) obtenidos entre marcadores
moleculares y el gen mayor de resistencia a Xph, en una población de familias
F2:4 de caraota (P. vulgaris).
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El valor del Lod Score en el análisis de asociación
entre una característica y un marcador molecular,
se puede interpretar como la probabilidad que
los datos observados se derivan de un QTL
presente de uno ausente. Si el valor de Lod
Score sobrepasa un umbral, generalmente entre
2 y 3, es un indicio de que un QTL está en el
marcador molecular evaluado.

En el Cuadro 7, los valores para la asociación
entre el gen de resistencia y los SSR BM-156,
BM-202 y PV-ctt001, fueron de 8,49; 7,48 y 5,89;
respectivamente. Esto es importante debido a
que los valores de Lod Score siempre fueron
mayores a 5, teniendo en cuenta que 3 es el
valor mínimo de Z que se requiere para poder
afi rmar que existe ligamiento signifi cativo entre
dos loci.

Existe una relación de ligamiento entre
la resistencia a Xph y los SSRs BM-156,
BM-202 y PV-ctt001; indicando que los loci
están sufi cientemente próximos entre sí, de
forma que no se produce recombinación entre
ellos en cada división meiótica. Garzón (2012) y
Herrera (2011), en sus trabajos utilizando SSR en
Phaseolus vulgaris hallaron a BM-156 ubicado
en el grupo de ligamiento B02; también reportan
que el BM-202 no ha sido mapeado por lo que
no presenta anclaje a un grupo de ligamiento.
En la Figura 2 se presenta gráfi camente el grupo
de ligamiento para los SSRs BM-156, BM-202
y PV-ctt001 asociados al gen de la resistencia
Xph, el cual se puede utilizar para identifi car
familias que porten el alelo b (XAN-154) en
estado homocigota para los tres microsatélites.
Dichas familias pueden escogerse mediante la
selección asistida con marcadores (SAM).

BM-156 BM-202 atgc001 cctt001

BM-202 5,25

atgc001 0,00 0,00

ctt001 8,25 4,20 0,00

resistencia 8,49 7,48 0,00 5,89

Cuadro 7.  Valores de LODSCORE obtenidos entre marcadores moleculares y el gen
mayor de resistencia a Xph, en una población de familias F2:4 de caraota
(P. vulgaris).

Figura 2. Mapa de ligamiento obtenido entre tres marcadores microsatélites y un gen mayor
de resistencia a X. phaseoli en una población de familias F2:4 de caraota (P. vulgaris).
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CONCLUSIONES
Se verifi có la asociación entre microsatélites
(SSRs): BM-156, BM-202 y PV-ctt001 y el gen
mayor de resistencia a Xph, en familias avanzadas
F2:4 de caraota (Phaseolus vulgaris L.); los SSR
BM-156, BM-202 y PV-ctt001 se encuentran
ligados al gen de resistencia.
La selección asistida utilizando los SSRs BM-156,
BM-202 y PV-ctt001 hacia el alelo “b”, será de
gran utilidad para identifi car familias portadoras
de la resistencia con las cuales continuar el
programa de mejoramiento, escogiendo plantas
que porten el alelo “b” en estado homocigota
para los tres microsatélites.
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