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INTRODUCCION

El Frijol comun Phaseolus vulgaris L , nativo del

hemisferio occidental, es un componente importante en la
dieta de los paises en via de desarrollo, siendo una de
las principales fuentes proteinicas en América, Asia y
Africa donde la proteina animal es escasa o cara (Bliss

vy Brown 1983)

Los centros internacionales de investigacidn agricola
que adelantan programas de mejoramiento en frijol taenen
entre sus objetivos obtener variedades mejoradas de
frijol que tengan un mayor rendimiento y calidad de 1la
semilla Para tal fin se requiere gque los genotipos
seleccionades, ademés de presentar genes para alto
rendimiento vy/o calidad, deban tener genes de
resistencia a enfermedades, tolerancias a sequia vy
plagas, asi como otras caracteristicas agrondémicas
deseables tales como precocidad y capacidad de
adaptaciédn Es de gran amportancia el conocimiento de
la variabilidad genética de estas accesiones O grupos

génicos, en el 1lugar de procedencia o centros de



domesticacidn para asi adelantar programas de

mejoramiento con éxito

Los fitomejoradores intentan transferir el potencial de
rendimiento de accesiones de frijol de semilla pequeia
a materiales de semilla grande, pero han encontrado
restricciones en la obtenciédn de hibraidos vaiables,
debido a un par de genes DLl y DL2 (Coyne 1965, Shii et
al 1980), que inhiben el desarrollo de la parte aérea y
radicular Singh y Gutiérrez (1984), estudiaron la
d_stribucién geogrdfica de dichos genes, encontrando que
eviste una ceorrelacidén positiva entre el gen DL1
asociado ccn semilla pequefia, caracteristica del centro
de domesticacién de Meso America, y la falta de
desarrollo de raices Para el gen DL2Z2 encontraron que
estd asociado con semillas grandes provenientes del
centro de domesticacién Anding, y la falta de desarrollo
de la parte aerea Gepts y Bliss (1985) estudiaron 1los
parentales que producen hibridos con fenotipo anormal,
encontrande que 1los de semilla pequeila presentan
faseolina tapo S y los de semilla grande presentan
faseolina tipo T, con la conclusibén, que en frijol
existen dos centros de domesticaciédn principales, el de

Meso América y el de los Andes



Evans (1976), sugiere que el germoplama de frijol
(Phaseolus wvulgarais L), de semilla pequeiia fué
domesticado en Centro America y el de semilla grande se
domesticd en los Andes Sin embargo en los ultimos afios
han aparec:ido trabajos tendientes a elucidar su origén

Con el estudio de 1los patrones electroforéticos de los
ﬁlpos de faseolina, principal proteina de almacenamiento
de la semilla {Ma y Bliss 1978) y debido a su gran
polimorfismo, estabilidad ambrental vy complejxrdad
bioquimica se convierte en un buen marcador molecular
para el estudio de este cultavo Gepts y Bliss (1986b),
analizarén la var:abilaidad de los patrones
electroforéticos de la faseolina asociando el tamafio de
la semilla y tipo de faseolina con el centro de
domesticacién, encontrando gque existe una dominancia
del tipo de faseclina (S) en el centro de domesticacidn
de Meso America y del ¢tipo (T) en el centro de

domesticacidén Andino

Gepts et al (1986a), con base en la variacidn de los
patrones electroforéticos de la faseolina, definié un
tercer centro de domesticacién a nivel secundari0o para
Colombia Singh (1988), basado en caracteristicas
morfo-agronémicas, adaptativas y de tamafio de semilla,
propone la divisién de los dos centros praincipales de

domesticacidn en 12 subgrupos



Con la utilizacién de las técnicas electroforéticas de
1soenzimas, es posible cuantificar la wvariabilidad que
ocurre en los diferentes grupos de germoplasma de frijol

Yy correlacionarlo geografica y geneticamente

El principal objetivo de este trabajo es caracterizar
bioquimicamente 175 1lineas nativas y mejoradas de
Phagseolus wvulgaris L , de Norte, Centro y Sur America,
Africa y Medio Oriente, para estudiar la variabilidad
genética, mediante la wvariacidn de los patrones
electroforeticos de las i1soenzimas FOSFATASA ACIDA
(ACP), DIAFORASA (DIA), o,B8 ESTERASA (EST), MALATO
DEAIDROGENASA (MDH)., ENZIMA MALICA (ME), PEROXIDASA
(FX), RIBULOSA BIFQSFATO CARBOXILASA OXIGENASA
(RUBISCO), vy DEHIDROGENASA SHIQUIMICA (SKDH), para
explorar la base genetaica en la formacibédn de grupos
génicos e inferir su posible utilidad en programas de

fitomejoramiento

Un segundo objetivo fué la busqueda de un marcador
1soenzimatico que permita detectar a nivel de plantulas
F2 de 10-15 dias, hibridos anormales del cruce entre dos
variedades, una de semilla pequefia y la otra de semilla

grande



1 REVISION DE LITERATURA

11 CLASIFICACION DEL FRIJOL

Desde el punto de vista taxonbtmico el frijol es el
prototipo del género Phaseolus {(Debouck e Hidalgo 1983),

cuyo nombre cientifico es

rden Rosales
Famil:ia Leguminoseae

Sub familaia Papilionoidae

Tribu Phaseolae

Sub trabu Phaseolinae

Género Phaseolus

Especie Phaseolus vulgaris Linneo

En el estudic taxonémico de formas silvestres ¥y
cultivadas del género Phaseolus, iniciado por Linneus en
1753, se han estudiado caracteres morfolbébgicos tales
como color, tamafio y forma de la semilla, hadbito de
crecimiento, color y longitud de 1la wvaina, raiz,
morfologira de la flor y fruto (Freytag, 1965 Gentry,

1969, Maréchal et al , 1978)



1 2 CLASIFICACION DE ACUERDO A LOS COMPONENTES

BIOQUIMICOS DE LA SEMILLA DE FRIJOL

Dentro de los estudios de clasificaciédn que se han
realizado en el genero Phaseolus con base en las

técnicas biogquimicas, se han identificado los siguientes

componentes de la semilla

121 Proteinas de la Semilla de frijol

1211 Globulinas

Utilizando las fracciones Gl y G2 de la Globulina
obtenidas de extractos de semilla, Boulter et al
(1967), caracterizaron 12 tribus dentro de la familia
Leguminosae Derbyshire et al (1976), agruparon las
especies del genero Phaseolus y encontraron que
Phaseolus coccineus, P dumosus y B vulgaris L

presentaban un grupo relativamente cerrado

1212 Faseoclina



Brown et al (1981, 1982), Gepts (1984), Gepts et al
(1986a) y Gepts y Bliss (1986b), estudiarén en
extractos de semillas, 1la variacién de los patrones
electroforeticos de 1a faseolina en las formas
cultivadas y silvestres Los diferentes patrones de
faseolina fueron codificados mediante una letra que
corresponde a la inicial del nombre de la accesibdn en la

que primero se describié dicho patrén

Faseoclina (S) del cultaivar Sanilac,
(M) de Middle America {(Centro America)
(T) del cultivar Tendergreen
{C) del cultivar Contender
(A) del cultivar Ayacucho
(H) del cultaivar Huevo de Huanchaco
(B} del cultivar Boyaca 22

(CH) Chibcha de la accesidédn NIS22 y NI937

Los tipos de faseolina S y M caracterizan al centro de
domesticaciébn de Meso Ameflca Los tipos A, C, Hy T
caracterizan al centro de domesticacidn de los Andes y
los tipos B y CH son marcadores de materiales de
Colombia, posible zona de transicién entre los dos

centros

12 2 Enzaimas



l1 221 Isoenzimas

En la caracterizacidn del género Phaseolus y la especie
Phaseolus vulgaris L. , se ha utilizando la técnica de
electroforésis de i1soenzimas en diferentes tejidos y
érganos, entre ellos raiz, tallo, hojas, plumula vy

cotiledones

En frajol se han descraito diferentes sistemas
i1scoenzaimatices por West y Garber (1967), Bassiri y Adams
{(1978a, 1978b), _Weeden (1983, 1984) Se ha encontrando
variacién de los patrbdnes electroforéticos entre las
Principales clases comercrales de frijol Wall y Wall
(1975), analizardn las enzimas Alcohol dehidrogenasa
(ADH) vy o,8 Esterasa (EST), entre las especies
si1lvestres de Mejico se encontrd una estrecha relacibdn y

una cerrada similaridad genétaica



2 MATERIALES Y METODOS

21 LOCALIZACION

El presente estudio fué realizado en el laboratorio de
la Unidad de Investigacién en Biotecnologia y en los

.nvernaderos del Centro Internacional de Agraicultura

beplcal (CIAT),—Sltuado en jurisdicién del municrpio de
Palmira, Departamento del Valle del Cauca a 1006 metros

sobre el nivel del mar con una temperatura promedio de

25 °C
2 2 SUMINISTRO DE SEMILLA
221 Phaseolus wvulgaris L , doméstico

Las accesiones nativas y cultivadas fueron suministradas

por el Banco de Germoplasma de la Unidad de Recursos



Genéticos del CIAT, provenientes de Norte Centro y Sur
América y parte del Medio Oriente Estos lugares
representan centros de domesticaciébdn pPrimarios Yy
secundarios o regiones de posible transicién entre los

centros de domesticacidn primarios

Cada una de las accesiones fué escogida con base en
caracteristicas agro-econémicas, habito de crecimiento y

tamafio y color de la semilla

Las lineas mejoradas las suministré el Programa de

Mejoramiento del Frijol del CIAT

22 2 Phaseolus vulgaris L , silvestre

Las accesiones 2097, 2098 y 2111 fueron suministradas
por el Dr Daniel Debouck de la coleccidn realizada en
Costa Rica al 1igual que la accesiédn 2295 colectada en
Peru, las cuales se estudiaron a nivel preliminar para
observar la posible existencia de variabilidad entre los

dos sitios de coleccién

10
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2 2 3 Hibridos

El material hibrido resultante del cruce BAT 477 x Al95
fué suministrado por el Programa de Mejoramiento de

frijol del CIAT

2 3 TRATAMIENTO DE LA SEMILLA

Las semillas se desinfestaron en una solucién de

h.poclorito de sodro al 0 5% durante 1-2 minutos,

dependiendo de su tamaifio Luego fueron pregerminadas en
papel de germinacibén a temperatura ambiente durante 1-2
dias, posteriormente se transplantardn individualmente a
potes de 1icopor conteniendo una relacibén suelo/arena
11 Por ultimo se dejaron crecer en el invernadero a

temperatura ambiente por 15 dias

2 4 PREPARACION DEL GEL DE ALMIDON

Para la preparacién del gel se siguid la metodologia
descrita por Scandalios (1969) y Gottlieb (1973), vy

modificada para el presente trabajo
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F

En un erlemmeyer de 1000 ml con salida 1lateral, se
mezcld 1 parte de buffer Litio-Borato pH 8 1 (Hidroxado
de Laitio 0 02 M, Acido BdOrico 0 15 M), utilizado como
buffer del electrodo y 10 partes de buffer Trais-Citrato
PH 8 4 (Trizma Base 0 05 M, Acido Citrico 0 04 M), vy
almidén de papa hasta una concentracién final de 10 6%

Los reactivos fuerén suministrados por (SIGMA)

Se calentd en un mechero Bunsen hasta ebullicibén, y con
agitacidn constante, se degasificd durante 15 segundos,
Yy se vertid en un molde de plexiglass de 19 x 17 x 1 1

cms y se deja polimerizar por 1 hora, finalmente se

cubri$® con Saran-Wrap para evitar su deshidratacidn

25 PREPARACION DEL EXTRACTO CRUDO DE LAS
MUESTRAS
251 Raiz

Se tom6 0 1 g de puntas de raices de plantulas de 15
dias de edad El tejido se maceré con 25 ul
(microlitro) de buffer de extraccién Tris-Malato 01 M

PH 7 4, que contiene 20% glicerol, 5% de Traton X-100,
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14 mM de 2-Mercaptoetanol y 10% de Polivinilpirrolidona

(PVP-40)

25 2 Hoja

Se tom6é 0 30 gr de tejido de hoja primaria y macerd
con 30 ul de buffer de extraccibdn Tris-Malato 0 1 M pH
7 4 (descrito anteriormente) Todo el proceso se

realizé a 5 °C.

Nota para las enzimas analizaaas ver Anexo 1

2 6 COLOCACION DE LA MUESTRA, CORRIDA

ELECTROFORECTICA Y CORTE DEL GEL

Las muestras eran embebidas en papel Whatman #3 de

5S5mm x 11 mm, las cuales se 1insertan a 6 0 cm del
extremo que va ha ser el polo negativo (caitodo) En 1la
primera y ultima posicién del gel se coloca papel
Whatman #3 de las dimensiones anteriormente descritas,
impregnadas con colorante azul de bromofenol (0 1%), el
cual se usa como 1indicador de corraida La corrida
electroforética se realizd en una unidad de plexiglass a

40 mA durante 6-7 horas, hasta alcanzar un voltage
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maximo de 300 voltios, refragerdndose con bolsas con
hielo con el fin de evitar el calentamiento del gel
Una vez finalizada la corrida, se cortdé el gel en 5-6

capas de 2 mm de grosor

27 TINCION

Para la tincidén de la actaividad enzimatica, se sigulo
los protocolos descritos por Harris y Hopkinson (1976)
para DIA (,B-EST, Weeden y Gottlieb (1980) para ME vy
SKDH- Weeden (1984) para ACP, GOT, PX, RUBISCO, algunos
de los cuales se modificarédn, referirce al Anexo 1 para

la descripcién de los procedimientos de tincidn

28 OBTENCION DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizéd el metodo de minima varianza de Ward (1963),
por optimizar la minima varianza dentro de los grupos vy
minimizar la varianza entre grupos, los datos analizados

pueden ser variables cualitativas o cuantaitativas

Para el analisis de 1los patrones 1soenzimdticos de las

accesliones mostradas en la Tabla 1, se realizdé un



analisis de grupos por medio del método de minaima
varianza, usando el paquete estadistico del saistema de
anadlisis estadistico (SAS, 1985) Los patrones
1soenziaticos fueron codificados de acuerdo al sistema
mostrado en la Tabla 4 Los resultados codificados se
estandarizaron a una media = 0 y una desviacidn

estandar = 1

Para la definicibén de estos patrones se tomdé como
criterioc la movilidad de una banda (x), con referencia a
la muestra patrén para definirla como {F) del Ingles
{"ast), para la posicién rapaida, (S) del Ingles (Slow),
para la posicion lenta y (N) de nula por la ausencia de
una banda Figura 5 (B) Para la enzima DIA se tuvo en
cuenta no solo la ausencia de una banda sino un grupo de
bandas para la designacién del patrén nulo (N), Figura 5
{A) Utilizandose ademds el patrén (I) de aintermedio,

referirse a la Figura 5 (C y D)

15



3 RESULTADOS Y DISCUSION

31 CARACTERIZACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA

Las enzimas ME, MDH, RUBISCO y SKDH, no presentan
variabilidad a los patrones (F y S), mientras la enzimas
(ACP, DIA, EST y PX) son las mas polimérficas
encontradas hasta el momento La enzima o, EST Figura
4, presenta los patrones (¥, I, N y S), la enzaima DIA
Figura 5 (A), es la de mayor variabilidad ya que
presenta los patrones (F, N, R, Sy U), la enzima ACP
Figura 5 (B), presenta los patrones (F, Ny S) y la
enzima PX Figura 5 (C), presenta los patrones (F, I y S)
para la parte catddica y el patré4n constante (C) para
la parte anddica en las formas cultivadas, y en las
formas silvestres la parte anddica Figura 2 (A),
presenta los patrones (C, F, S y R), siendo el patrdn

raro (R} una combinacién de los patrones C y F

311 Analisis General de los Sistemas

Isoenzamaticos

16



o,3 ESTERASA (EST) EC 3111

Para el presente estudio se definid la migracidn
relativa (MR), como la distancia recorrida por una banda
(x) dividida por la dzxstancaa recorrida por el
colorante encontrdndose los patrones de migracién (S)
con una movilidad relativa (MR) = 28 8 y el patrén (F)
con un MR = 32 4 (Figura 4) Debido a la debil tincién
observada en geles de almidén y su poca capacidad de
separacién de las bandas, se utilizd el metodo de geles
en polaiacrilamida, con una concentraciédn de 10% en el
gel de separacidn y-4% para el gel concentrador, siendo
modificada sequn lo descraito por Laemmlar (1970) para un
sistema discontinuo Se encontrd la presencia de una
banda intermedia (I) con un MR = 31 5 como lo reportado

por Weeden (1984) para geles en almidén

Segun 10 reportado por Wall y Wall (1975) para EST-1 y
EST-2, en extracto de semilla y lo reportado en el
presente trabajo para el tejido de raiz, se requiere de
un mayor estudio a navel genético para esta enzima en
geles de poliacrilamida, en vista del polimorfismo
presentado para la zona EST-1 y la posible ainteracccién

con EST-2

17



DIAFORASA (DIA) EC 1 6 4 3

La Figura 5 (A), presenta los patrones i1soenzimiticos
(F, N, S, R y U), de la enzima DIA, encontrdndose una
mayor actividad de la enzima en raiz que en hojas

Adem&s se observd que en geles de almidédn el patré4n (N)
presenta 1 6 2 bandas principales Figura 5 (A), y 1la
presencia de 3 Dbandas para esta zona de manera
constante para los 5 patrones encontrados en DIA, las

cuales solo se observan en geles de poliacrilamida

FOSFATASA ACIDA (ACP) EC 3 1 3 2

En la Figura 5 (B), se describen 4 zonas de actividad
enzimatica de esta enzima En nuestro andlisis solo
incluimos la zona 3 Figura 5 (B), por presentar mayor
variabilidad, que la zona 4 reportada por Weeden (1984),
encontrdndose los patrones (S} con wuna Movilidad
Relativa (MR) = 15 75, un patrdén (F) con un MR = 18 y un
tercer patrédn (N) que se caracteriza por la ausencia de

esta banda

PEROXIDASA (PX) EC 1 1 11 7

18



La movilidad de esta enzima presenta dos frentes de

migracién andédico y otro catédico Figura 5 (C)

El frente anédaico estad caracterizado por tener 3 zonas
de movilidad, la zona 1 con un par de bandas
monomé4rficas, sin mostrar variabilidad en el frijol
domesticado, en contraste de la variabilidad encontrada

en los frijoles silvestres (ver secciédn 4 5 )

La zona 2 muestra 1 o dos bandas, variando con el estado

de desarrcolloc de las plantas y las condiciones
ambientales En esta zona se pueden apreciar los
patrones (S F y N) Esta zona no se utilizdé en

nuestros analisis porque sus patrones no fueron

constantes

Frente catédico Los patrones de peroxidasas que migran
hacia el catodo son mas estables que los gque migran
hacia el a&nodo y por tal motivo estos se utilizaré4n en
nuestros andlisas Las peroxidasas catéddicas
constituyen la zona 5 con los sigu:ientes patrones de
migracién (F) con un MR = -43 3/-33 3, el patrén {S) con
un MR = -43 3/-27 7 y un tercer patrén (I) con un MR =

-36 6

19



MALATO DEHIDROGENASA (MDH) E C 1 1 1 37

Tres patrones de bandas fueron obtenidos para la enzima
MDH Faigura 5 (D), el patrén (S) con un MR = 18/21 1, el
patran (F) con MR = 18/24 3 y un tercer patrédnm (I) con
un MR = 19 8/21 1 , encontrado en las accesiones (G 811
y G 13614 de Mejico no incluidas en este estudio) y la G

13379 del Peru

ENZIMA MATICA (ME)-E C 1 1 1 40

La activ_dad enzmmatica de esta enzima, se manifiesta
en plantalas de aproximadamente 7 dias representada por
una banda que tiene un MR = 20 25 ¢  que va
desapareciendo con la edad En plantulas de
aproximadamente 15 dias solo se detecta una debil banda

Esta 1soenzima presenta los patrones (S) con un MR =

12 6 y el patrén (F) con un MR = 13 5 Figura 5 (E)

RUBISCO E C 4 1 1 39

1)

20
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En el andlisis de esta enzima se encuentran los
patrones, F y § correspondiente a la subunidad pequefia

de la enzima segun lo reportado por Weeden (1984)

DEHIDROGENASA SHIKIMICA (SKDH) EC 11 1 25

A

El patrén de tincidén de esta enzima muestra una sola
zona con dos bandas con un MR = 16 2/17 1 para el patrén
(S) y un MR = 17 1/18 45 para el patrén (F) Mientras
cue Weeden (1984), reportd la presencia de una zona con

los patrones (F y S)

TRANSAMINASA GLUTAMICA OXALOACETICA (GOT) EC 2 6 11

En la tinci6én de esta isocenzaima se encontrd un patrén
muy constante entre los materiales de Phaseolus wvulgaris
L doméstico, a excepcidn de algunas accesiones de
origen Peruano que presentan ausencia de la zona 1 (ver
seccidbn 3 2) La zona 2 muestra 3, 2 y hasta 1 banda
que son expresadas segun las condiciones med1o
ambientales de la planta Estd enzima no esta incluida
en los analisis del presente estudio

~

3 2 Phaseolus vulgaris I, , SILVESTRE
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Los materaiales de tipo silvestre comprenden las
accesiones 2097, 2111 y 2098, provenientes de Costa Rica
y descritos por Debouck t al (1988 en prensa) y 1la

accesidn 2295 colectada en el Peru

PEROXIDASA (PX) Las accesiones 2097, 2111 y 2098 (6, 7

Yy 8) Figura 2 (A), presentaré4n un par de bandas con wun

MR = 30 6/31 5 para la enzima PX en la zona 1 de la parte
anbédica, mieantras que 1la accesibn 2098 (7 vy 8)

presentarén un par de bandas adicionales con un

MR = 28 8/29.7, similar y constante al encontrado en

Phaseolus vulgaras L , doméstico e igual al presentado

por la accesidn 2295

Con los analisis de los patrones andédicos de Peroxidasa
se suglere que la accesidén 2098 (7 y 8) de la Figura 2

{(A), es un hibrido del cruce con un domesticado

FOSFATASA ACIDA (ACP) Las muestras 2097, 2111 y 2295 (8
y 9), Figura 2 (B), presentarén similar patrén al
encontrado en Phaseolus vulgaris L , doméstico para esta
enzima en las zonas 3 Yy 4 en la region anddaca,

mientras que la accesién 2098 (5 y 6) presentarédn un
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MR = 23 85 para la zona 2, mas ripido que el presentado
por Phaseolus wvulgaris L , domestico que tiene un

MR = 22 5

TRANSAMINASA GLUTAMICA OXALOACETICA {GOT) La
presencia del patré4n (N), manifestado por la ausencia ¥y
presencia de la zona 1 en la region andédica Faigura 2
(C) (2 y 3), en la muestra 2295, (estudiadas dos
plantulas) Lo anterior nos dice que Phaseolus

vulgaris L silvestre presenta el mismo patrén al

observado en Phaseolus vulgaris L , doméstico, tanto en
el patrén no;ggirque presenta las dos zonas, como
también para el patrédn (N) Es aimportante notar que
dicho patrén solo se vid en las accesiones (G 19648, G
19702, G 193715, G 19716, G 19734 de frijol doméstico),
con semillas de tamafio grande o mediano procedentes del
Peru, en contraste al tamafio de 1la semilla de 1la
accesidn 2295 que es de tamafic pequeiic Es importante
conocer, cual es la relacié4n de los frijoles cultivados

y-los silvestres con respecto al tamafio de la semilla

-

DIAFORASA (DIA) Las accesiones 2097, 2111, 2098,
colectadas en Costa Rica (Debouck et al 1988) y la
acces1rb6n 2295 procedente del Peru (Debouck, D G ,

comunicaciédn personal) Figura 5 (A) (6-9), mostraron el
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L

mismo patrén de migracid4n (F) de la enzima DIA, similar

al encontrado en Phaseolus vulgaris L , domestico para

semilla de tamafio mediano~grande, en contraste al tamaifio

de la semilla de estas accesiones

Las enzimas ME, MDH, RUBISCO y SKDH presentardén patrones
de migracién i1dénticos a los reportados por Weeden (1984)

en Phaseolus vulgaris L , doméstico

33 ANAT.TSIS DEL CRUCE BAT 477 x Al95

En el estudio realizado con este cruce cuya
caracteristica morfoldgica mas 1importante es la
diferencia en tamafioc de la semilla Los pesos de las
semillas fueron 20 62 g/100 semillas para BAT 477 y

51 2 g/100 semillas para Al195 (Figura 3) Se encontrd
ausencia del par de bandas en la region catddica para la
enzima o,5 EST que exhibe solamente actividad de tincidn
con el sustrato alfa naftil acetato (Wall y Wall 1975)
Se observé ademas gran activividad de la enzima PX en
plantulas que presentaban inhibicién del c¢recimiento
radicular Al agual que la enzaima SKDH, que presenta un

patrén més rapido que el patrén (F)
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Ademas de los patrones isoenzimaticos antes mencionados
se hizo un estudio del tipo de faseclina de los genotipos
parentales ainvolucrados en diche cruce, usando la
metodologia descrita por Ma y Bliss (1978), modificada
por M Triana (comunicacién perscnal), encontrandose que
el parental con semilla pequeifia presentd faseolina de
tipo (S) y el parental con semilla grande presenta
faseolina de tipo (T) Dichos resultados estan de
acuerdo con lo reportado por Gepts y Bliss (1985), para
la distribucibébn geogrdfica del tipo de faseolina y la
asociacidn del caricter anormal con el tamafic de semilla
Yy la existencia de 1los dos centros de domesticaciédn
primaria del frijol, los cuales son confirmados en el
prresente trabajo mediante el analisis de 8 sistemas

isoenzimaticos

3 4 Phaseolus vulgaris L , DOMESTICO

Del andlisis Estadistico de los patrones electroforéticos
de las 8 i1soenzimas descritas en el presente estudio, se
obtuve un dendograma Figura 1, en el cual se aprecian dos
grupos prancipales con 5 subgrupos en cada uno de ellos

Estos subgrupos explican casi toda la wvariabilidad
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341 Analisis de los dos Grupos Principales

Las 175 accesiones estudiadas, pertenecen a diferentes
habitos de crecimiento (Singh 1982}, color y tamafio de la
semilla Sin embargo de un exédmen mlinucioso de los
grupos praincipales se encuentra que la gran mayoria de
las accesiones del grupo I pertenecen al centro de
domesticacibédn de Meso America, mientras gque la vasta
mayoria del grupo II pertenecen al centro de
domesticacidn Andino Los resultados confirman lo
reportado por Sprecher (1988) vy Gepts (presentacidn
perscnal, Taller Internacional de Frijol IBYAN Nov de

1987)

3.4 2 An&lisis de los 10 Subgrupos

Dentro de los 2 grupos principales, 10 subgrupos pueden
ser definidos Se encontré que el centro de
domesticacidédn de Meso Améraica presenta 5 subgrupocs Lo
mismo que el centro de domesticacid4n Andino Se
presentaron algunas excepciones las cuales son explicadas
en el andlisis de los 10 subgrupos y en las secciones
3 5-3 6 Los cuales son de gran interes en el estudio de

las relaciones genéticas inter e intra grupos, ayudando a
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esclarecer un poco la estructura genetica del germoplasma

del frajol

3421 Subgrupos 1 y 2

En el subgrupo 1 {Tabla 1), se encuentra alta
homogeneidad de los 8 sistemas 1soenzimaticos, a
excepcién del polimorfismo presentado por las enzimas PX
gque presenta los patrones (F, S e I) y la enzima DIA con
los patrones (F, U y N), mientras que la enzima EST
presenta los pangges (S y F), encontra&ndose que las
accesiones 11, 57, 69, 73 y 181 wvarian solamente a navel
de un sistema 1socenzimatico mientras que las accesiones
22, 55 y 203 presentan variacién a dos sistemas

isoenzimaticos

En el subgrupo 2 (Tabla 1), los sistemas 1soenzimiticos
ACP, DIA, MDH y SKDH, no presentan variabilidad, mientras
que PX presenta los patrones (F, S e 1I), no siendo asi
con las enzimas EST, ME y RUBISCO que presentan variaciédn
en uno 6 dos sistemas para las accesiones 4, 68, 71, 100

y 180
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En el grupo de Meso America, las accesiones de 1los
subgrupos 1 y 2, son principalmente lineas de semilla
pequefia y tipo 1II erecto que se caracterizan por tener un
patrén DIA  (U), segun lo reportado por Sprecher
(comunicacidén personal) y Gepts (presentacidn personal,

Taller Internacional de Frijol IBIAN Nov 1987)

Las 1lineas Mejicanas (G 4360, S 28453 y G 2597),
Presentaron un patrén de DIA diferente, las cuales fueron
agrupadas con el tipo II, lo mismo que la lineas

(G 19479 G 19616, G 19609 y G 19643), procedentes del

Peru

3122 Subgrupos 3,4 y 5

En el subgrupo 3 (Tabla 1), 1las enzimas MDH, y SKDH, no
presentan variabilidad en este subgrupo, 1la enzima EST
presenta el patrédn (F) a excepcibédn de la accesibdn 96 que
es (S) mientras que la enzima ACP presenta variacibédn en
la accesibn 12 que es (N) y la accesidn 34 que es (F),
las enzimas RUBISCO, ME, y DIA, presentan los patrones (F
Y S8) dentro de este subgrupo encontramos que la enzaima
PX es la mas polimérfica por presentar los patrones (F,S

e I)
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En el subrupo 4 (Tabla 1), se encuentra que las enzimas
ACP vy MDH no presentan variabilidad mientras que 1la
enzima EST presenta el patré4n (N), siendo exclusivo a
este subrupo con la excepcidn de la accesidn 36 que es
(F), la enzima RUBISCO a excepciédn de la accesidédn 126
que tiene un patrén (S) presenta el patrén (F} Las
enzimas SKDH y ME presentan los patrones (F y 8),
mientras que la enzima DIA tiene el patrédn (S), 1las
accesiones 36 y 94 presentan el patrén (U) y la enzama PX
que es 1la mas variable en este subgrupo presenta 1los

patrones (F, S & I)

En el subgrupo 5 (Tabla 1), se encuentra muy poca
variabilidad convirtiendolo, dentro de este estudio en el
mas ligado genéticamente, como se puede apreciar con la
enzima PX en la que un 73 3% de las accesiones presentan
el patrén el (F) y un 26 6% presentan el patrén (S), y la
1scenzima DIA presenta el patrén (S), a excecpcidn de las

accesiones 30 y 115 gue presentan el patrén (F)

El subgrupo 3 contiene principalmente material de
semilla pequefia-mediana del centro de domesticacién de
Meso America Estas lineas son hdbito de crecimiento I,

IIT o IV
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Los subgrupos 4 y 5 también pertenecen al centro de
domesticaciédn de Meso America estos materiales son del
tipo Pintoc o estrechamente relacionado al tipo Pinto del

altiplano de Mexico

3423 Subgrupo 6

En el subgrupo 6 {(Tabla 1), la enzima MDH no presenta
variabilidad La enzima EST presenta variacién en la
acces1én 93 y la enzima SKDH presenta variacidn en 1la
—accesiébn 77, las enzimas RUBISCO y ME presentan 1los
patrones (F y S), mientras gque las enzimas DIA, ACP y PX

presentan los patrones (F, S y N), siendo por esta razdén

las mas variables dentro de este subgrupo

Este subgrupo incluye un gran numero de accesiones, dque
pertenecen al grupo de semilla grande Son
principalmente de semilla grande, las accesiones del taipo
rojo Kidney (como Mecosta), cranberry (como Maisanfu
Speckeld sugar) 6 del tipo blanco grande {(como Musolini),
tipo Canario (como Canario 101) En general estas lineas
tienen tipo de faseolaina T, C o H y pertenecen al centro
de domesticacibdn Andino Presentando habaito de

crecimiento tipo I, III y IV
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3424 Subgrupo 7

En el subgrupo 7 (Tabla 1), las i1scenzimas SKDH, ME, MDH
y EST no presentan varaiabilidad en sus patrones
electoforéticos, la enzima ACP presenta el 66 6% del
patrén (N) y un 33 3% del patrdn (S), la enzima RUBISCO
presenta los patrones (F y S), la enzima PX esta
caracterizada por el patrédn (I), con excepcibn de las
accesiones 17 y 192 que presentan el patrédn (F), mientras
gque la enzima DIA es la mas variable dentre de este

subgrupo por presentar los patrones (F, S y N}

Las accesiones de este subgrupo son principalmente
Peruanas de taipo IV (volubles), pertenecientes al
departamento de Cajamarca, Peru (Debouck 1985-1986), con
la excepcién de las accesiones G 13094 y G 13739 de
origen Mejicano, 1la accesiébn G 1892 de Honduras y 1la

accesidbn G 5478 de Estados Unidos

El 66 6% de las accesiones de este subgrupo son (N) para
la enzima ACP, en la zona 3 Figura 5 (B), las cuales son
de origen Peruano a excepciédn de la accesidn G1309%94 que
es de Mejico Este patrén se encuentra ademas en otros

subgrupos, como es el caso la accesion G 5165 procedente
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de los Estados Unidos en el subgrupo 1, la accesién G
1540 procedente de Suecia en el subgrupo 6 y la accesidn
G 201 procedente de Turquia en el subgrupo 9 Podran
considerarse estas accesiones como posibles
introducciones peruanas? 6 cual seria su relacién con el

centro de domesticaciéd4n Andino

3425 Subgrupo 8

En el subgrupo 8 (Tabla 1), las enzimas SKDH y EST no
presentan varianilidad en su patrdn electroforetico,
encontréndose variacibdn en las enzaimas RUBISCO, PX, ME vy
DIA en una 6 dos accesiones la enzima ACP presenta los
patrones (S y N) vy la enzima MDH presenta un 50% con el

patrén (S) y el otro 50% con (F)

Las accesiones de este subgrupo son exclusivamente del
departamento de Cajamarca, Peru, con la excepcidn de la
accesidn 79 (linea mejorada de semilla mediano, blanca
proveniente de la Universidad del Estado de Michigan)

Aunque la linea es de tipo "navy" de un solo tallo vy
habito de crecimiento II, con faseolina tapo T (Tohme,
comun:icacién personal), sugiriendose que es el producto

de algun cruzamiento con el tipo kidney de tipo peruano

-

e — - o TR T

— =



33

3426 Subgrupo 9

En el subgrupo 9 (Tabla 1) , las enzimas SKDH, ME MDH v
EST no presentan variabilaidad en sus patrones
electroforéticos, la enzima DIA presenta el patrédn (F) a
excepcidn de la accesion 179 que es (N), la enzima
RUBISCO, presenta ademas del patrén (S) el patrén (F)
para las accesions 18, 106, 110 y 49, la enzima PX a
excepcidn de la accesidn 106 que es (S), presenta los

patrones (F e I)

Este subgrupo contiene un gran numero de accesiones con

tipo I de semilla grande, sea material mejorado © nativo

3427 Subgrupo 10

En el subgrupo 10 (Tabla 1), las enzimas EST y ME no
presentan varaabilidad en sus patrones electroforéticos

Las enzimas ACP y RUBISCO, presentan los patrones (N y S)
y (F y 8) respectivamente La enzima SKDH presenta el
patrén de migracién (S), a excepcidn de las accesiones
149 y 178 que presentan el patrédn (F) La enzima MDH

presenta el patrén (F) a excepcidn de la accesidn 178 con

Pt e &
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el patrdén (I) La enzima PX presenta los patrones (I vy
F}, la enzima DIA es la mds polimérfica dentro de este

subgrupo ya que presenta los patrones (F, S y N)

Este subgrupo es sim:ilar subgrupo 7 en el sentido de que
contiene material del Departamento de Cajamarca, Peru,
con excepcidn de Calima y Mutiki II Las accesiones son
nativas con habito de crecaimiento tipo IV Sin embargo,
el arbol genealédgico de Calima muestra material con tipo

Iv._

35 MATERIAL SIN UBICAR

En los dos grandes grupos o centros de domesticacidn
podemos observar que hay subgrupos con algunas accesiones
que parecen gque no encajaran en el subgrupo correcto,
porque morfoldgicamente y por su tipo de faseolina,
parecen ser diferentes de otras lineas dentro del
subgrupo Estos son la accesiédn 37 del subgrupo 3, las
accesiones 30 y 115 del subgrupo 5, 1las accesiones
83,91,92,127 y 129 en el subgrupo 6, las accesiones 16,17
y 66 en el subgrupo 7 La unica diferencia encontrada
en estos materiales fuerdén los patrones isoenzimiéticos de

DIA Las accesiones de semilla grande dentrc del dgrupo
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de semilla pequefia como las accesiones 30,37 y 115,
tienen el patrén de DIA (F), el cual es propio y
consistente en accesiones de semilla grande Por otra
parte, las accesiones 16,17,66,83,91,92,127 y 129 todas
detvsemilla pequeifia, estdn dentro de un subgrupo de

semirlla grande, teniendo un patrd6n de DIA (S)

e

36 El CASO DEL GERMOPLASMA PERUANO

Con .1a ercepcién del pequefio subgrupo 4, cada subgrupo
thene var.as lineas de la coleccidn de Cajamarca, Peru
1.

No-se puede descartar la posibilidad de gue alguna de
esas lineas nativas son en realidad introducciones de
otros lugares, aun del centro de domesticacidn de Meso
Ameraica, como lo sugiere D Debouck (comunicacién
personal) La determinacidén del tipo de faseolina de
estas lineas es necesaria para ayudar a clarificar este
hecho

1
s

o
£

Varias lineas de 1la colecciédn Peruana tienen patré4n de
DIA (N) Previamente estos (N) han sido reportados
solamente en el germoplasma de Turquia (Sprecher,

1

comunicacién personal y el presente trabajo) Cual es el
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significado de los (N), especialmente en vista de que la
mayoria de los otros patrones de DIA parecen estar
correlacionados a grupos especificos? Y, cual es la
relacidén entre 1los (N) de Turquia como centro de
domesticaciédn secundario y el centro de domesticacidn

Andino considerado como centro de domesticacién primario?

37 EL CASO DEL MATERIAL PERUANO EN EL GRUPO 1

El caso de las accesiones 171, 180 y 181 es importante
prara el entendim:iento de la estructura genética del
germoplasma de frijol Siendo estas accesiones "Weedy”
tipo IV (Debouck 1985-1986), con un patré4n de DIA (U), se
agrupan con el tipo 11 erecto del centro de
domesticacién de Meso America La determainacidn del tipo
de faseolina es crucial Si1 la faseolina es del ¢tipo
Mexicano, la pregunta ha hacerse es sobre la relacién
entre el "Weedy” tipo IV y el tipo II Especialmente
que es casl cierto que esas lineas son tipo Weedy
(Debouck 1985-198%6) S1 el tipo de faseolina indica un
origen Andino, 1la pregunta entonces sera Cual es 1la
relacién con el tipoc II de Meso America y que 1implicacidn
tendrid con relacién al efecto de tomar germoplasma y
Seleccionar alguna caracteristica e 1irse extrechando 1la

base genética?
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Debemos recordar que casi todos los patrones de DIA (U}
son de tipo II o muy relacionados al frijol negro del
Centro Ameraica S1 las accesiones son de origen Andino,
porqué los DIA (U) no aparecen en ninguno de los
materiales cultivados que han sido analizados en el

centro de domesticacdn Andino”?

T
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TABLA 2 CODIFICACION DE VARIABLES

TRT Tratamiento

NUM G Codificacibén Banco de Germoplasma

COD IDEN Codaigo de identificacién

ORI Origen (lugar de procedencia)

TS Tamafio de Semilla (pesoc en gramos de 100
semillas)

HC - Habito de Crecimiento

RUB Rubisco

SKDH Dehidrogena Shikimica

ME Enzima Malica

MDH Malato dehidrogenasa

EST Esterasa

PX Peroxidasa

DIA Dizforasa

sSG Subgrupo

TABLA 3 CODIGO DE_LUGAR DE PROCEDENCIA

BZL Brasail LBN Libano

CDA. Canada MEX Mexico

CIA Centro Internaciocnal de Mich Universidad del

Agricultura Tropical estado de Michigan

CLB Colombia NCA Nicaragua

CLE Chile NLD Nederlans Heolanda

CRA Costa Rica PER Peru

DCM Republica Dominicana PRI Puerto Rico

ECA Ecuador RWA Ruanda

ELS El Salvador SWA Suecaia

GTA Guatemala TKY Turquzia

HDR Honduras Usa Estados Unidos

IND Indaia ZBA Zambia

ITL Italaa
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FIGURA 2 VARIABILIDAD GENETICA DE P wvulgaras L ,

*
A" 1 6 1741 B* 1 Bar 477 c* 1 G 1741
2 BAT 477 2 A 195 2,3 2295
3 A 195 3 2097 3 2097
2 2097 2 2111 5 2111
5 2111 5,6,7 2098 6-8 2098
6,7,8 2098 8.9 2295 9 A 195
9,10 2295

A PEROXIDASA (PX)

1,2,y 3 ( P wvulgaris domfstico)
4-8 ( P wvulgaris silvestre de Costa Raca)
9y 10 (P vugaris silvestre de Peru)

Esta enzima presenta un par de bandas en la zona 1,
las cuales son constantes en el £rijol domesticado, lo
mismoe gue la accesidn proveniente del Peru Mientras que

—las accesiones- silvestres 2097, 2111 vy 2098 (o),
procedentes de Costa Rica presentan un par de bandas mas
rapado Las muestras (7 y 8) de la accesidédn 2098
Presentan un patrén que contiene ambos tipos

*
B FOSFATASA ACIDA (ACP)

2 { vulgaris doméstico)
vulgarisg silvestre de Costa Rica)

1y
3-7
8 vy vulgaris sulvestre de Peru)

oo

!
9 (

Dicha enzima presenta los patrones encontrades en
el silvestre Peruano de semilla pequefia y en los
peruanos domesticados con semilla mediana-grande
(ver el texto)

*-

Cc TRANSAMINASA GLUTAMICA OXALOACETICA (GOT)

vulgaris doméstico)
vulgaris silvestre de Peru)
vulgaris silvestre de Costa Rica)

1 6
2 3
4-

ok

(
(
(

|0 {ra jro

La grafica presenta el patrédn encontrado tanto en el
silvestre Peruano de semilla pequefia accesidn 2295 (2) vy
los domésticados de semilla mediana-grande procedentes
del Peru (ver texto)



A PEROXIDASA (Px)

N - NORMAL |

e Baiiy

| TRANSAMINASA GLUTAMICA
OXALOACETICA (GOT)

= SER LTINS e -
-

0S
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FIGURA 3 REPRESENTANTES DE LOS DOS CENTROS DE

DOMESTICACION PRIMARIA EN FRIJOL
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FIGURA 4 PATRON ISOENZIMATICO DE (o,3 EST) EN P
vulgaris L., DOMESTICO

I G 1741 8 G 14016
2 G 57 9 G 4827
3 G 404 10 G 3273
4 G 1892 = 11 G 5472
5 G 3648 12 G 9603
6 G 11402 13 G 456
7 G 4488 14 G 13707

Las flechas indican la zona de actividad de 1la
enzima con el sustrato B naftil acetato, observandose los
patrones F, S e I., en la zona EST-1.
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FIGURA 5 PATRONES DE VARIACION ISOENZIMATICA EN P

el

e

=

L
¥

(F)
(S)
()
(N)

(R)

Zona
Zona

Zona

Zona

vulgaris L.
1 G 5773 B* Patron en P wvulgaris L.
2 G 19643 1 G 1741
3 G 623 2 G 5702
4 G 4360 3 G 12709
5 G 5711 4 G 18729
6 2097 5 G 3353
7 2111 6 G 3649
8 2098 7 G 18446
9 2295 8-10 2098
0 G 19609 11-12 2295
1 G 6223
2 G 9384
3 G 4470 B* 1-7 (P. vulgaris L., doméstico)
4 G 6099 8-12 (P. wvulgaris L., silvestre)
5 G 4489
6 G 3645

P. wvulgaris L., doméstico)
P. wvulgaris L., silvestre)

2-5 Y 10-16 (
6-9 {

DIAFORASA (DIA)

En la grafica se muestran los 5 patrones
encontradcs en frijol.

presenta 4 bandas principales

presenta 5 bandas principales

presenta 6 bandas principales

presenta 1 6 2 bandas principales, accesiones

G 19643 y G 623

presenta 4 bandas principales con migracién mas
lenta que el patrédn (F)

FOSFATASA ACIDA (ACP)

La grafica muestra el polimorfismo presentado por P
vulgaris L.

1 variacién encontrada solamente en frijol
cultivado.

2 variacién encontrada solamente en frijol silvestre
procedente de Costa Rica accesion 2098 (8 y 9)

3 la de mayor polimorfismo, con los patrones F, S y
N (caracterizado por la ausencia de esta banda)
encontrado en el frijol cultivado y silvestre del
Peru.

4 se caracteriza por presentar los patrones S y F.
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FIGURA 5
x

c 1 6
.2 G
3 G
4 G
5 G
6 G
7 G
g G
9 G
.

c

D

%*

*
E

PATRONES DE VARIACION ISOENZIMATICA EN P
vulgaris L

1741 D 1 G 1741 E 1 G 1741
6415 2 G 5773 2 G 4495
76 3 G 19479 3 G 4000
5165 4 G 19379 4 G 19643
4017 5 G 19466 5 G 19609
5899 6 G 5717 6 G 8108
4449 7 G 3807 7 G 19575
6271 8 G 45 8 G 19379
13738 9 G 19695 9 G 19466

|
|

PEROXIDASA (PX)
En esta enzima se encontrd los patrones de F, S e I

en la

movilidad hacia el cétodo, siendo mas estable

en esta zona las 1soenzimas que migran hacia el

&nodo

MALATO DEHIDROGENASA (MDH)
Solamente presenta migracié4n hacia el &anodo,
encontrandose los patrones F, S e I

ENZIMA MALICA (ME)

Presenta los patrones de migracién hacia el énodo F y

S

55
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4 CONCLUSIONES

4 1 Phaseolus wvulgarais L , doméstico

La wutilizacidén de la variabilidad de los patrones
isoenzimaticos como marcadores moleculares nos permite
definir mads estrechamente la variabilidad genética de
las accesiones estudiadas para la formacién de grupos

génicos en el caso de Phaseolus wvulgaris 1 , doméstico

Los resultados indican que al menos para ocho sistemas
1soenzimaticos, existe algo de variabilidad Se
obtuvieron 2 grandes grupos principales, caracterizado
cada uno de ellos por la dominancia de un patrdén de
Diaforasa (DIA) En el centro de domesticacidn de Meso
America se encontrdé que el 59 2% del patrédn (S) de DIA
predomina sobre el patrén (F y U) y en el centro de
domesticacién Andino, el 70 7% de las accesiones son (F)

para el patrén de DIA, predominando sobre el patrén (S)
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En el centro de domesticaciédn de Meso America los
subgrupos 1 vy 2 son el 82 6% del patrén (U) dominando
sobre los patrones (N y F) de DIA y en el centro de
domesticacién Andino se encuentra la dominancia del
patrén (F) sobre los patrones (S y N) en cada uno de los

subgrupos

Igualmente se encuentran otros patrones isoenzimdticos
que predominan en ambos grupos y que estan marcando
ciertos subgrupcs Es el caso de los patrénes (N y S)
de EST en los subgrupos 4 y 8 respectivamene, el patrédn
(N; de ACP en el subgrapo 7, el patrdédn (I) de PX en los

subgrupos 7 y 8

No se puede dar ninguna explicacién para las accesilénes
que tienen un patrén de DIA diferente al subgrupo en que
estidn ubicados, considerindose a DIA como la enzima gque
marca un patrén de distribucidn geogridfica en el

germoplasma de frijol

El hecho de encontrar accesibnes del material colectado
en el Departamento de Cajamarca, dentro de todos 1los

subgrupos, a excepcidédn del subgrupo 4, no permite dar

L

tl!l
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como regla que las accesiones nativas son en realidad

introducién de otras areas

Con el desconocimiento de 1la variabilidad genetica
manifestado por la '"diversidad" de los patrones
1soenzimiticos de la forma silvestre ancestral, no
podemos hacer correlaciones en cuanto a la reduccidén 6
no de la diversidad genética del germoplasma de frijol y
por tal razbétm no podemos estudiar 1las diferencias
geneticas entre las dos formas y los cambios gue han
ocurrido para llegar de una forma a la otra Lo mismo
que el efecto gue _haya podido tener la domesticaciédn
sobre la variabilidad genética (estructura genética} en
la consecuente formacién de grupos genicos como los aqui

encontrados

Una pregunta que se haria es a nivel biogquimico
(1soenzimas) la domesticacién ha inducido una reduccién
de la diversidad genética?, lo que si es contrastante
con el aumento de 1la diversidad para caracteristicas

morfoldgicas

Un estudio sobre el tipo de faseolina es aindispensable

para ayudar a aumentar la clariad de estos analisis, en
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especial para las accesiones con un patré4n de DIA que
se encuentran ubicadas en un grupo diferente al dque
deberian pertenecer por su lugar de origen Tambien
ayudaria a aclarar la relacidn de las accesiones que son
(N) para la enzima ACP con el centro de domesticacidn
Andino Y los (U) de DIA en el centro de domesticacidn

de Meso América

En el presente trabajo se reporta la presencia del
patrédn (N) de DIA en accesidnes Peruanas, dicho patrén
fué previamente reportado por Sprecher (comunicaciédn

perscnal), en germoplasma de Turguia

4 2 Phaseolus vulgaris L , SILVESTRE

Por no ser una muestra representativa en este analis:is

preliminar se puede decir que

- Existe variabilidad entre las accesiones

- Hay wvariabilidad en un mismo sitio de colecciédn

- Se presenta variabilidad de los patrones
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1scenzimiaticos entre sitios de coleccidn

Se presenta similaridad del patrédn de DIA en los dos

s1ti10s de coleccidn
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RECOMENDACIONES

Phaseolus vulgaris L , doméstico

Estudiar mas accesidnes Colombianas tipo IV para

cbservar s1 presentan la misma variabilidad como la

existente en las accesidnes Peruanas

Explorar la posibilidad de usar la colecciédn de
Cajamarca en cruces para ampliar la base genética de
los frijoles volubles Colombianos tipo IV, en
primera ainstancia, Yy posteriormente usarlos en
cruces con frijoles tipo II o III de Meso Ameraica,

para ampliar la base genética

Determinar el tipo de faseolina de los patrones

(U,N) de Diaforasa y (N) de Fosfatasa Acaida
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Determinar la genética de DIA, ACP y otras enzimas

Phaseolus vulgaris L , silvestre

Por las grandes perspectivas que ofrecen las formas
si1lvestres de poseer genes de resistencia a gorgojos
que dafian los granos almacenados, segun lo reportado
por Schoonhoven et al (1983), Cardona y Posso

(1987), se recomienda a nivel de preservaciédn

Colectar el mayor numerc de semillas de un mismo

sitio

Incrementar todas las semillas que se colecten, con
el fin de preservar la fuente de variabilidad

presentada

Estudiar el patrdén de DIA en Phaseolus vulgaris L ,

silvestre para observar si1 existe una distraibucaién
geografica, como lo manifestado por Phaseolus
vulgarais L , doméstico y mirar que relacibén tiene

con el tipo de faseolina
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Recursos Genéticos

La variabilidad de los patrones 1soenzimaticos
encontrada en los diferentes subgrupos trae cComo
consecuencia su conservacidén con 1igual pricridad Un
ejemplo es_la alta variabildad encontrada en material
proveniente de Cajamarca, Peru entonces se aconseja
estudiar a nivel bioquimico (isoenzimas), para conocer
la estructura genética de este reservorio génico, del
cual no se conoce nada, y crear politicas para su

conservacidn ex situ e 1n situ

— Se recomienda un estudio a nivel 1soenzimatico de las
formas silvestres con el objeto de conocer su
variabilidad y estudiar la estructura genetica de

este reservorio, y su consrvacidn ex situ e in situ
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fué caracterizar
electroforéticamente 175 accesidnes de Phaseolus
vulgaris L , doméstico de diferentes partes del mundo,
mediante la variabilidad de los patrones de migracidn de
los sistemas isoenzimiticos (ACP, DIA, EST, MDH, ME, PX,

RUBISCO y SKPH), en tejidos de raiz y hoja

La informacién obtenida se codificdé y proceséd por el
metodo de minima varianza, obteniendose dos grupos
principales el centro de domesticacibdn de Meso America
como grupo I, caracterizado por presentar accesiones de
semilla pequefia y un 59 2% el patrén de Diaforasa (DIA),
(S} y el centro de domesticacié4n Andino como grupo II,
presenta accesiones con semila mediana-grande y un 70 7%
tienen el patrén de Diaforasa (F) Ademas se encontrd
5 subgrupos para cada uno de los grupos con un patrdn de
Diaforasa caracteristico y la presencia de otros

patrones iscenzimdticos que marcan ciertos subgrupos

Ademas se encontrd que existen accesidnes con un patrén
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de DIA diferente al cual estan ubicadas es el caso de
las accesibdnes procedentes del Departamento de Cajamarca
Peru, requiriendose del estudic del tipo de faseolina

para aclarar dichas relaciones

Se estudiardn, a nivel preliminar, accesiones de
Phaseolus vulgaris L , silvestre, procedente de Costa
Rica y Peru, encontrandose que tienen el mismo patrdn de

DIA y diferente patré4n de Peroxidasa (PX), entre las

accesiones y entre el germoplasma de Phaseolus yulgaris

L , domestico
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SUMMARY

The objetive of this work 1s to characterize by the use
of electrophoresis 175 accesions of cultivated Phaseglus
vulgaris L from different parts of the world The
variabilaty for the folllowaing aisozymes (ACP, DIA, o,B
EST, MDH, ME, PX, RUBISCO and SKDH) has been studied in
leaf and root tissues

The data have been codified and treated by a minimum
variance analysis It resulted in two principal groups
the center or demestication 1in Meso America classified
as group I offers small seeded accesions and displays in
59 2% a slow (S) pattern in Diaphorase (DIA), While the
center of domestication in the Andes classified as group
II offers medium to large seeded accesions and displays
an 70 7% a fast (F) of DIA Moreover 5 sugbroups were
identified within each groups, with a special pattern of

DIA, as well other enzyme patterns

The accesions from Cajamarca, Peru, display an a-typical

DIA pattern which does not correspond to the subgroups
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in which they should fall A further study on phaseolin

types 18 thus needed

A few wild accesions from Costa Rica and Peru were
studied 1n a preliminary step They displayed the same
pattern of DIA and a different pattern of PX an

comparison to the accesions of Phaseolus wulgaris tested

in this study
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ANEXO

1 Tejido, Enzima y Protocolo de tincidn

Raiz
DEHIDROGENASA SHIKIMICA {SKDH) E C

Tris-Hcl 1M pH 8 5
acido Shaikimico
NADP

MTT

PMS

Agua

DIAFORASA (Dia) EC 1 6 4 3

Tris-Hecl IM pH 8 5

NADH

2,6 Diclorofenol indofenol
MTT

Agua
ESTERASA (EST) EC 3111

Solucién fosfato de sodio 0 2M pH 6 8
alfa Naftil acetato

Beta naftil acetato

{(disolver en 5 ml de acetona)

Sal de Fast Garnet

PEROXIDASA (PX) EC 1 1 11 7
Acetato de sodio 0 2 M

3-amino 9-etil carbazol

(disolver en 5 ml de NN dimetail
formamida)

Perdxido de hidrogeno

Hoja

ENZIMA MALICA (ME) EC 111 40
Tris-Malato 0 1 M pH 7 2

L-4cido malico

NADP

PMS

FOSFATASA ACIDA (ACP) EC 3132

Acetato de sodio 0 1 M pH 5 0

1

11

200
100
100

100

50
30

25
10

30

ml
mg
mg
mg
mg
ml

ml
mg
mg
mg
ml

ml
mg
mg

mg

ml
mg

gotas

ml
mg
mg
mg

ml

T

T

p—

T




ANEXO 1 CONTINUACION

Alfa fosfato &cido de naftilo
Beta fosfato &cide de naftilo
Sal de Fast Garnet GBC colorante

30
30
30

MALATO DEHIDROGENASA (MDH) EC 1 1 1 37

Tris-Malato 0 1 M pH 7 2
Acido Malico

NAD

MTT

PMS

RUBISCO (Proteina)

Azul Negro de Naftol
Solucién de lavado
{(Metanol Agua Acido acétaico 5 5 1)

TRANSAMINASA GLUTAMICA OXALOACETICA
EC 2611

Tris-HCL 1M pH 8 0
L-acrao aspartico

dcido alfa cetoglutarico
Piridoxal-5-fosfato

Sal azul Fast BB

25
50

(GOT)

60
30

30

mg
ml

mg

ml
mg
mg
mg
mg




