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RESUMEN

El germoplasma de frijol comun es una fuente importante de informacion para los procesos de
domesticacion y flujo de genes que se han llevado a cabo dentro y entre los acervos
Mesoamericano y Andino. La previa clasificacion de las razas en cada uno de los acervos ha
ayudado a proveer un mejor uso del germoplasma cultivable, de esta misma manera los
marcadores moleculares han sido una gran herramienta para analizar grupos de genotipos
representativos que puedan conllevar a la obtencion de caracteristicas de interés agronémico,
ademas de ayudar a comprender los procesos de diversificacion que se han llevado a cabo en
la especie. El objetivo de este estudio fue analizar la estructura poblacional y la diversidad
genética de los acervos Mesoamericano y Andino, usando 202 genotipos arbustivos de la
coleccion referencia del programa de germoplasma de frijol del CIAT, por medio de 88
marcadores moleculares fluorescentes tanto génicos como gendmicos, e implementar la
metodologia de marcaje fluorescente por medio del cebador universal M13. Se identificé un
total de 960 alelos con un promedio de 10 por marcador. La diversidad genética promedio fue
de 0.65 y el Contenido de Informacion Polimdérfica (PIC) de 0.60. Por medio del programa
STRUCTURE se identificaron seis poblaciones, tres para el acervo Mesoamericano
(Mesoamérica, Complejo Durango-Jalisco, y Lineas avanzadas), y tres para el Andino (sub-
raza Nueva Granadal, Nueva Granada2 y Lineas avanzadas). Se observd que algunos
individuos presentaban introgresién entre razas debido tal vez a un alto flujo génico. También
se analizaron grupos de marcadores por separado donde se reflejo el grado de discriminacion
que se puede generar a nivel de razas de acuerdo al grupo de marcadores evaluados. La
comparacion entre los diferentes grupos evaluados generé diferencias entre ellos, por lo que
los marcadores del grupo B presentaron mayor discriminacion entre las poblaciones dando una
estructura poblacional mas diferenciada, contrario en lo observado para los marcadores del
grupo A, sin embargo en el analisis unificado de los marcadores se observé una buena

estructura poblacional de acuerdo a las clasificaciones realizadas en estudios previos.

Palabras clave: cebador universal M13, coleccién referencia, diversidad genética,

fluorescencia, Phaseolus vulgaris L., SSR.
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1. INTRODUCCION

El frijol comun es la tercer leguminosa mas importante para el consumo humano a nivel
mundial (Broughton et al. 2003, FAO 2011), ya que presenta alto contenido de proteinas,
vitaminas, fibra dietética y minerales. El género Phaseolus, y especificamente su especie
econémica mas importante, P. vulgaris L., provee interesantes caracteristicas para el estudio
del proceso de domesticacion. De las 70 especies que han sido reconocidas en el género,
cinco han sido domesticadas y pocas especies adicionales muestran signos de domesticacién
incipiente (Debouck 1991; Blair et al. 2009a).

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los cultivos mas antiguos del nuevo mundo.
Junto con el maiz y la yuca, ha sido de suma importancia en bajas, medias y hasta grandes
altitudes de las Américas por milenios. Es un cultivo extremadamente diverso en términos de
métodos de cultivo, usos, rango de ambientes a los cuales ellos han sido adaptados (Broughton
et al. 2003). Son encontrados desde el nivel del mar hasta 3000 m.s.n.m, cultivados en
monocultivos e intercalados con otros sistemas de cultivos (Broughton et al. 2003; Chacén et
al. 2005).

El frijol comun presenta dos centros de origen que constituyen los acervos genéticos, el
Mesoamericano que comprende América central y México y el Andino que incluye las
montanas Andinas de sur América (Singh et al. 1991). Las diferencias entre acervos estan
determinadas por el tamafo de la semilla, morfologia de la planta (Singh et al.1991), patrones
de faseolina (Gepts et al. 1986) y alelos de varios tipos de marcadores moleculares incluyendo
microsatélites (Diaz & Blair 2006; Blair et al. 2007,2009).

Los microsatélites son conocidos como Secuencias Simples Repetidas (SSR) o secuencias
hipervariables que son organizaciones de pequefios motivos repetidos en tandem de 1 a 6
pares de bases en longitud. Estos marcadores que pueden ser de Unico locus o mutilocus, son
caracterizados por su hipervariabilidad, abundancia, reproductibilidad, modo de herencia
mendeliana y naturaleza codominante (Gaitan et al. 2002; Blair et al. 2009b). Los marcadores
microsatélites han sido desarrollados para un amplio rango de especies de plantas de interés
humano y han sido muy usados para analisis de genomas de los cultivos agronémicos
(Hancock 1999). Ademas, se ha encontrado que los SSR estan bien distribuidos a lo largo de la
mayoria de los cromosomas y regiones genomicas y génicas de eucariotas, haciendo de ellos

muy apropiados para mapeo genético (Varsney et al. 2005). Los SSR pueden ser usados en
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evaluaciones de diversidad dentro de germoplasma estrechamente relacionado y para

Seleccion Asistida por Marcadores (MAS) de caracteristicas ligadas. (Blair et al. 2009a).

La genotipificacion con marcadores microsatélite es una técnica que ha sido amplia y
exitosamente usada en diversas areas de investigacion en genética de plantas, incluyendo
mapeo genético, genética de poblaciones, analisis de QTL, ciencia forense y diagnostico
(Schuelke 2000; Missiaggia et al. 2006). En la actualidad los SSR han sido automatizados,
debido a que los SSR son marcados con fluorocromos, lo que permite la precisiéon en el tamafo
de los alelos amplificados en PCR. Este aspecto es particularmente importante en el analisis
poblacional de plantas para minimizar errores de genotipificacién (Missiaggia et al. 2006). Sin
embargo el elevado costo de esta marcacion también limita el desarrollo de proyectos basados

en analisis de gran numero de loci (Schuelke 2000; Missiaggia et al. 2006; Arruda et al. 2010).

Para reducir el costo de genotipaje con marcadores microsatélite marcados fluorescentemente,
Oetting et al. (1995) han propuesto una estrategia de PCR, con cebadores de “cola”, los cuales
emplean un cebador forward, un cebador reverse y un tercer cebador universal marcado con
fluorescencia M13. En esta estrategia de tres cebadores, la deteccidn es asi basada en la
adicion de una secuencia que no tiene homologia con el genoma obijetivo, al extremo 5 del
cebador forward del marcador microsatélite (Missiaggia et al. 2006; Arruda et al. 2010). Este
cebador de “cola” provee una secuencia complementaria al cebador universal fluorescente,
generando un producto que puede ser detectado en un secuenciador automatico de ADN
(Missiaggia et al. 2006).

La colecciéon Core o nucleo del CIAT contiene 1.719 genotipos que representan la variabilidad

genética de la diversidad del frijol comun (Unidad de Recursos Genéticos

http://isa.ciat.cgiar.org/urgbsearchparam2.do| consultado 23 Mayo 2011). A partir de esta

coleccion, el programa de frijol, bajo auspicio del proyecto especial TL 1 del GCP, comenz6 los
primeros analisis sobre estructura poblacional. Blair et al. (2009a) seleccionaron el 42% de los
genotipos de la coleccién Core para su analisis. Posteriormente este mismo grupo seleccioné
202 genotipos cultivables para realizar evaluaciones con énfasis en sequia; esta coleccion fue
denominada coleccion referencia. Esta coleccion se caracterizé principalmente por la seleccion
de genotipos con habitos de crecimiento tipo I, Il y lll, y ausencia de los genotipos con habito de
crecimiento tipo IV. Dentro de este grupo también se seleccionaron Lineas avanzadas y/o
mejoradas que presentan caracteristicas agroecologicas de interés, asi como resistencia a

factores de estrés tanto bidético como abidtico.
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Las colecciones referencia son importantes ya que permiten explorar en diferentes aspectos las
colecciones con un minimo de genotipos y asi disminuir costos, ademas sirven para evaluar los
genes donantes y alelos, descripciéon de la estructura de muestras, identificacién de controles
significativos para los mejoramientos, y fenotipos extremos conocidos. Todo esto ayuda a
seleccionar genotipos estandares para el conocimiento del control genético de variacion de
caracteres mediante la formacion de paneles para estudios de asociacion lo cual hace realidad
un camino para fomentar el uso de la diversidad genética (Glaszmann et al. 2010). El objetivo
de este trabajo fue analizar la estructura y la diversidad genética de la coleccién referencia que
contiene 202 genotipos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cultivables arbustivos,
seleccionados por el Laboratorio de Caracterizacion de Germoplasma de Frijol (LCGF) para el
proyecto TL 1, a partir de microsatélites fluorescentes con y sin la metodologia del cebador

universal M13 marcado con fluorocromo.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Origen

El frijol comun cultivado fue domesticado del silvestre P. vulgaris, una planta con crecimiento
indeterminado de la media altitud del neotrépico y subtrépico que tiene un alto rango de
distribucion desde el norte de México hasta el noroccidente de Argentina (Gepts & Debouck
1991). En este rango de distribucién P. vulgaris coloniza muchas variedades de nichos
ecolégicos, usualmente en habitats distribuidos con vegetacién secundaria (Delgado et al.
1988). La genealogia intraespecifica y origenes geograficos de frijol comun son ahora bien
entendidos (Gepts 1998; Chacén et al. 2005), como es la filogenia del género Phaseolus
(Delgado et al. 1988) y hasta cierto punto los centros de diversificacion primaria (Debouck
1986; Kami et al. 1995; Chacédn et al. 2005; Kwak & Gepts 2009).

Los acervos geograficamente distintos, Mesoamericano y Andino, califican como subespecies
basadas en la existencia de aislamiento parcial reproductivo entre ellos (Broughton et al. 2003).
Preliminarmente los estimados muestran un tiempo de divergencia de unos 500.000 afios entre
estos acervos, 0 sea antes de la domesticacion (Coulibaly 1999). En frijol silvestre se han
propuesto dos acervos mas como centros de diversificacién, uno en Colombia y otro en el norte
de Peru y sur de Ecuador (Diaz et al. 2011). Estudios filogenéticos que incluyen especies tanto
silvestres como domesticadas de Phaseolus usando datos morfolégicos, bioquimicos y
moleculares (proteinas de semilla, isozimas y ADN nuclear, mitocondrial y cloroplastico etc.)

han confirmado que el género es monofilético (Debouck 1999).

El frijol comun silvestre esta amplia pero discontinuamente distribuido a través de las altas
tierras de Mesoamérica (regién que se extiende desde México a Panama), y Suramérica (la
region que se extiende desde el noreste de Colombia hasta Argentina). Este rango ha sido
también fragmentado recientemente por actividades humanas tales como agricultura,
urbanizacion y deforestacion (Debouck et al. 1993; Jones et al. 1997a). P. vulgaris silvestre
pudo haber alcanzado su rango de distribucion por al menos tres veces, dos desde
Mesoameérica al norte de Suramérica y uno desde los Andes a Centroamérica (Chacon 2001).
Relativamente reciente en la historia de las especies (probablemente hace un poco mas de

4.000 afios) (Kaplan et al. 1999), los humanos comenzaron su domesticacion
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independientemente en Mesoamérica y sur de los Andes de Suramérica (Gepts et al. 1986).
Siguiendo la domesticacion, el frijol comun se dispersé entre Mesoamérica y Suramérica v,
después del descubrimiento de las Américas por los europeos, a Europa y Africa. (Gepts &
Bliss 1986; Gepts et al. 1986; Gepts & Bliss1988; Gepts & Bliss 1998).

Actualmente los acervos domesticados parecen estar organizados en cuatro razas
Mesoamericanas y tres Andinas (Singh et al. 1991; Beebe et al. 2000, 2001; Diaz et al. 2006,
Blair et al. 2009). El origen de estas razas es aun controversial. No se conoce si son el
resultado de multiples domesticaciones independientes dentro de cada region o el resultado de

una unica domesticacion en cada region seguida por diversificacion bajo cultivo.

El hecho de que cuatro razas Mesoamericanas, (Durango, Jalisco, Mesoamérica y Guatemala)
difieren en adaptacion ecoldgica, rango geografico, caracteristicas morfo-agronémicas, alelos
de alozimas y marcadores RAPD (Amplificacion al Azar de ADN Polimorfico) (Singh et al. 1991;
Beebe et al. 2000) soportan multiples domesticaciones. Sin embargo la presencia de un tipo
electroforético de faseolina, tipo S, y patrones de AFLP (Amplificacion de Fragmentos de
Longitud Polimorfica) entre razas Mesoamericanas sugieren una unica domesticacion en este
acervo (Gepts et al. 1986; Papa et al. 2003). Las tres razas Andinas, (Nueva Granada, Peru y
Chile) también difieren en caracteristicas morfo-agronémicas, alozimas y tipos de faseolina
(Singh et al. 1991), los cuales soportan multiples domesticaciones. Sin embargo sus rangos
geograficos se sobrelapan, y esto parece ser similar en patrones de (AFLP) (Beebe et al.
2001), pero no en microsatélites (Blair et al. 2007) los cuales soportan un Unico origen con

introgresion de diversidad posteriormente a la domesticacion.

Dentro de la gran diversidad del frijol comun, ademas del frijol silvestre y cultivado, existe un
grupo intermedio llamado en inglés “weedy form” o “weedy type” frecuentemente denominado
como poblaciones hibridas, producto de la cruza entre frijol silvestre y variedades
domesticadas. Papa et al. (2003), mediante marcadores moleculares, confirmaron que existe
flujo genético entre las dos formas principales y que el frijol intermedio podria presentar mas
relacion con la forma silvestre. La forma tipo hibrida se ha observado en los Andes y también
en Mesoamérica (Delgado et al. 1988; Debouck et al. 1993); produce pocas semillas por vaina
(4.2 vs. 5.8) pero mas grandes (11.9 vs. 6.3 g en 100 semillas) que la forma silvestre (Delgado
et al. 1988; Zizumbo et al. 2005).
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2.2. Generalidades

Con aproximadamente 20.000 especies (Gepts et al. 2005), 643 géneros agrupados en 40
tribus (Broughton et al. 2003), las legumbres son la tercer gran familia de plantas superiores
que presentan una distribucién en ambientes templados y tropicales (Polhill 1981; Lavin et al.
1990; Polhill 1994; Mabberley 1998; Gepts et al. 2005). La tribu Phaseolae [frijol comun (P.
vulgaris), caupi (Vigna unguiculata) y soya (Glycine max)] es el mas importante grupo
econdémico y contiene el 75% de las legumbres comerciales en el mundo. Phaseolus vulgaris L.
es la tercer leguminosa mas importante, después de Soja y Mani, en términos financieros en el
mundo (Broughton et al. 2003), y es el alimento mas importante entre estos. Presenta un area
de produccion de 18 millones de hectareas con grandes regiones de produccion en
Latinoamérica, el este y el sur de Africa donde las cosechas son criticas para la seguridad

nutricional y generacion de ingresos (Broughton et al. 2003).

2.2.1. Clasificacion del frijol segun Gepts (2001).

Orden Rosales
Familia Leguminosae
Subfamilia Papilionoidae
Tribu Phaseolae

Subtribu Phaseolinae
Género Phaseolus
Especie Phaseolus vulgaris L.

A nivel morfolégico el frijol comun presenta un tallo herbaceo con seccion cilindrica o
levemente angular, debido a pequefas corrugaciones de la epidermis. Las ramas se
desarrollan a partir de un complejo axilar que generalmente estad formado por tres yemas
visibles desde el inicio de su desarrollo (Debouck et al. 1985); presenta hojas simples o
cotilodenales una vez, que aparecen en el segundo nudo del tallo y se forman en la semilla
durante la embriogénesis. Las hojas son compuestas, siendo las que durante toda su vida se
generaran (Debouck et al. 1985).

La inflorescencia se presenta comunmente como pseudo-racimo con diversas flores en donde
solo unas pocas producen vainas, una excepcion a ello es la habichuela que produce

abundantes vainas. Las flores de Papilionaceas pueden ser de color rosa, purpureas, blancas o

16



bicolor con o sin rayas y en la base exterior lleva un estandarte muy pronunciado. Las
bractéolas sésiles a menudo son mas grandes en genotipos Mesoamericanos que en Andinos y
pueden ser cordado, ovado, o lanceolado. El caliz bilabiado es pequefio (<5 mm) con los dos
dientes superiores unidos. Las flores son mayormente cleistbgamas y normalmente se

autopolinizan (< 1% es por cruzamiento) (Miklas & Singh 2007).

Segun el habito de crecimiento, las plantas de frijol pueden ser de crecimiento determinado o
indeterminado, de acuerdo con las caracteristicas de la parte terminal del tallo y de las ramas.
Si al inicio de la fase reproductiva el tallo y las ramas terminan en un racimo, la planta es de
habito determinado; si termina en un meristemo vegetativo, es de habito indeterminado (Rios-
Betancour & Quirds-Davila 2002).

Segun estudios hechos por el programa de frijol en el CIAT, se considerd que los habitos de
crecimiento podrian ser agrupados en cuatro tipos principales (Fig. 1). Tipo |, determinado
arbustivo; Tipo I, indeterminado arbustivo; Tipo lll, indeterminado postrado; Tipo [V,

indeterminado trepador (Debouck et al. 1985).

Las semillas presentan una amplia variacion de color (blanco, crema, amarillo, rosado, rojo,
purpura, negro y marron, mas un sin fin de tonalidades) asi como de forma (cilindrica, de rifidn,
esférica, redonda, eliptica u ovoide) y brillo (brillante, semibrillante y opaco). La combinacion o
patron de colores también es muy frecuente (jaspeado, moteado, punteado, rayado vy
venacion). La variabilidad de los caracteres externos de la semilla se tienen en cuenta para la

clasificacion de las variedades de frijol (Rios-Betancour & Quirés-Davila 2002).

Durante el proceso de domesticacion han surgido una gran variedad de cambios morfoldgicos
en la planta de frijol comun. Los cambios morfolégicos mas notables ocurridos durante el
proceso son: de raiz fibrosa fasciculada a fibrosa de diferentes tamanos; de tallo trepador con
20-30 nudos a arbustivo con 5-12 nudos; de entrenudos largos de 10-20 cm a cortos de 2-5 cm;
de foliolos pequefios o intermedios a foliolos pequefios a grandes; de inflorescencia lateral a
terminal, en frijol de habito determinado; de vainas fuertemente dehiscentes de 6-8 cm de
longitud y 5-8 oOvulos, a dehiscentes o indehiscentes, de 4-30 cm y 2-9 d6vulos; de semillas
pequefas de 6-14 g en 100 semillas, a pequefias y grandes de 20-100 g en 100 semillas
(Gepts et al. 1991).
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Fig. 1: Habitos de crecimiento de frijol segun los estudios realizados por el programa de frijol del CIAT.

Las semillas de las formas cultivadas germinan rapidamente después de entrar en contacto con
suficiente humedad, contrario a lo que sucede con las formas silvestres las cuales presentan
latencia debido a la impermeabilidad temporal de la testa que impide la penetracion del agua.
Adicionalmente, las formas silvestres reaccionan al fotoperiodo y florecen solamente en
fotoperiodo cortos (10-12 h), mientras que los materiales domesticados pertenecientes a las
razas Mesoamérica y Nueva Granada, son insensibles a la duracion del dia, pero por otra parte
los individuos de la raza Peru son muy sensibles al fotoperiodo igual que otras variedades de

frijol voluble de raza Guatemala (Singh et al. 1991; Gepts et al. 1991).

2.3. Importancia econémica y nutricional

La produccidn total excede los 23 millones de toneladas métricas de los cuales 7 millones son
producidos en Latinoamérica y Africa (Broughton et al. 2003), y una produccién promedio de
700Kg ha™, aunque la produccién en ciertos paises alcanzan 2000 — 3000 Kg ha™ (Gepts
2001).

Los factores sociales y limitaciones ecoldgicas determinan si el frijol esta creciendo en una

region en particular. Como la agricultura y los sistemas sociales han evolucionado juntos, el
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estado actual de sistemas de granjas es el resultado de la interaccién climatica, edafica, bidtica
y factores sociales. Una gran parte de la produccién de frijol en Latinoamérica toma lugar en
pequefas granjas que varian desde 1 a 10 hectareas en tamafo, también en tierras inclinadas
de baja fertilidad. Algunos estimados sugieren que el 80% del area plantada con frijol comun en
Latinoamérica es encontrado en laderas. Ademas estos minifundios estan dispersos,
dificultando la delimitacion de las principales areas de produccion. (Broughton et al. 2003).
Colombia es uno de los principales productores de frijol comun del norte de Suramérica, la
produccion de frijol esta sobre un area de cultivo aproximada de 120.000 hectareas plantadas
por afio, donde los departamentos de Antioquia, Santander, Norte de Santander, Huila, Tolima,
Boyaca, Cundinamarca y Narifio, en orden decreciente de produccién, son la principales areas

de cultivo del pais (Rios-Betancour & Quirds-Davila 2002).

El frijol es consumido como grano maduro, como semilla inmadura, también como vegetales
(hojas y vainas) (Gepts 2001; Broughton et al. 2003). Cuando se consume como semilla
constituye un importante recurso de proteina dietaria (22% del peso de la semilla) (Broughton
et al. 2003; Miklas et al. 2006), que complementa los cereales por encima de medio millén de
personas principalmente en Latinoamérica (Gepts 2001). También se encuentran glucésidos
(65-65%), fibra (3-8%), lipidos (1-5%) y sustancias minerales (3-5 %) (Rodrigo M. 2000), tales
como contenido de Hierro (Fe), Zinc (Zn), Calcio (Ca), y vitaminas como tiamina (B) y acido
félico (Rodrigo M. 2000; Broughton et al. 2003).

Algunas propiedades del frijol han mostrado que contribuyen de manera positiva para controlar
los principales problemas de salud, tales como la diabetes tipo Il. En este respecto, las
caracteristicas positivas de la semilla de frijol incluyen la presencia de minerales esenciales,
alta fibra y contenidos fendlicos. Tipicamente, el consumo de semillas de frijol conlleva a bajos
indices de ciertos tipos de glicemia y colesterol (Andersen et al. 1984; Hangen & Bennink
2003). En paises del primer mundo los beneficios nutricionales y contribucién del frijol a la
dieta en salud humana es reconocido por organizaciones sin animo de lucro orientados a la
alimentacion, ademas de limitar la ocurrencia y probabilidad de enfermedades como el cancer,

diabetes y del corazon. (Hangen & Bennink 2003).
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2.4. Citogenética

P. vulgaris y una gran mayoria de otros cultivos y especies silvestres de Phaseolus son
verdaderos organismos diploides con 11 cromosomas (2n = 2X= 22 cromosomas). Los
cromosomas de P. vulgaris son extremadamente pequefios y de similar morfologia entre ellos
mismos (Broughton et al 2003; Miklas et al. 2007). Los cromosomas mitéticos y meioticos
miden aproximadamente entre 13 um y suelen ser metacéntricos y submetacéntricos (Gepts.
2001). El frijol comun posee uno de los genomas mas pequefos de la familia Leguminosae con
635 Mpb (Miklas et al. 2007). El frijol tiene un mapa genético bien desarrollado (Freyre et al.
1998; Pedrosa et al. 2002; Blair et al. 2003; Broughton et al. 2003; Grisi et al. 2007) y un gran
numero de marcadores moleculares que han sido usados para mostrar que Phaseolusy Vigna;
ambos miembros de la subtribu Phaseolinae, estan estrechamente relacionados, presentando

amplia similaridad entre sus genomas (Broughton et al. 2003).

2.5. Marcadores genéticos

Los marcadores genéticos representan las diferencias entre organismos individuales o
especies. Generalmente ellos no representan los genes objetivo en si mismos pero actuan

como senales o etiquetas ya que son secuencias especificas (Collard et al. 2005).

Para realizar estudios de diversidad genética se tiene actualmente herramientas moleculares
en la determinacion de las caracteristicas de interés en un genotipo determinado (Collard et al.
2005). Entre ellas encontramos diversas metodologias que ayudan a establecer las
caracteristicas de interés dentro de un genoma; tales como Secuencias Simples Repetidas
(SSR), Amplificacién de Fragmentos de Longitud Polimdérfica (AFLP), Amplificacion Polimérfica
al Azar de DNA (RAPD) y Polimorfismos en Unico Nucleétido (SNP). Estas herramientas son
usadas en biologia molecular para observar la variantes que se presentan dentro de una
poblacion, o las caracteristicas de interés que se requieren, las cuales pueden ser necesitadas

por fisidlogos, patélogos o cientificos de las plantas (Collard et al. 2005).

Existen tres tipos de marcadores genéticos: (1) Morfolégicos (también “clasicos” o “visibles”) los

cuales en si mismos son caracteristicas fenotipicas o caracteres tales como color de la flor,
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forma de la semilla, habito de crecimiento o pigmentacidon; (2) Bioquimicos, los cuales incluyen
variantes alelicas de enzimas llamadas isozimas, y (3) Marcadores de ADN (o moleculares), los
cuales revelan sitios de variacion en el ADN (Jones et al. 1997b; Winter & Kahl 1995). Las
principales desventajas de los marcadores morfoldgicos y bioquimicos es que ellos pueden
estar limitados en numero y son influenciados por factores ambientales o el estado de
desarrollo de la planta. (Winter & Kahl 1995).

Los marcadores de ADN son el tipo de marcador mas ampliamente usado debido a su
abundancia. Estos marcadores surgen de diferentes clases de mutaciones de ADN tales como
mutaciones de sustitucion (puntos de sustitucion), reordenamientos (inserciones o deleciones)
o errores en la replicaciéon de ADN repetido en tandem (Paterson 1996). Estos marcadores son
selectivamente neutrales porque ellos estan localizados usualmente en regiones no
codificantes del ADN. Diferente a los marcadores morfoloégicos y bioquimicos, los marcadores
de ADN son practicamente ilimitados en niumero y no son afectados por factores ambientales
y/o estado de desarrollo de la planta (Winter & Kahl 1995). A parte del uso de marcadores de
ADN en la construccion de mapas de ligamiento, ellos tienen numerosas aplicaciones en el
mejoramiento de plantas tales como la evaluacién del nivel de la diversidad genética dentro de
un germoplasma y la identidad de los cultivares (Weising et al. 1995; Winter & Kahl 1995; Baird
et al. 1997; Henry 1997; Jahufer et al. 2003).

Esencialmente los marcadores de ADN pueden revelar diferencias genéticas que pueden ser
visualizadas por diferentes técnicas, por ejemplo geles de poliacrilamida los cuales son tefidos
con quimicos, deteccidn con pruebas colorimétricas con usos de sondas o sistemas
automatizados (Fig. 2). Los marcadores de ADN son principalmente usados si ellos revelan
diferencias entre individuos de la misma o diferentes especies. Estos marcadores son llamados
marcadores polimorficos, mientras que los marcadores que no discriminan entre genotipos son

llamados marcadores monomorficos (Collard et al. 2005).

21



2.5.1. Microsatélites

Los microsatélites también conocidos como secuencias simples repetidas (SSR) por sus siglas
en inglés, o pequefas repeticiones en tandem (STR), son regiones de ADN repetitivo no
codificante compuestas de pequefios motivos de 1 a 6 nucledtidos repetidos en tandem los
cuales estan ampliamente distribuidos en el genoma de eucariotas y procariotas (Field & Wills
1998; Téth et al. 2000). Ampliamente usados como marcadores genéticos, los microsatélites
tienen un atributo particular debido a que sufren altas tasas de mutaciéon en comparacion con el

resto de genoma (Jarne et al. 1996).

Aunque originalmente disefiados para la investigacion en humanos, los analisis de
microsatélites se han convertido en una poderosa herramienta para la investigacion en
animales (Schliotterer et al. 1991) y plantas (Dayanandan et al. 1997; White and Powell 1997;
Steinkellner et al. 1997; Cipriani et al. 1999; Roa et al. 2000; Collevatti et al. 2001). Los
microsatélites proveen informacion relevante para la identificacion y conservaciéon de unidades
geneéticas y para la investigacion de procesos genéticos que tiene lugar en poblaciones tales
como patrones de flujo de genes, generacion de vecindarios genéticos y la incidencia de deriva
genética (Heywood et al. 2003). En la actualidad, los microsatélites son comunmente
empleados para los analisis de estructura genética de poblaciones en plantas silvestres
(Zucchi et al. 2002) y cultivables (Pinto et al. 2003a y b) por su naturaleza codominante y

altamente informativos (Oliveira et al. 2006).

Una caracteristica esencial de los microsatélites es su habilidad para detectar polimorfismos en
paneles de diversos genotipos. Se ha reportado que los microsatélites varian en el
polimorfismo que ellos detectan dependiendo algunas veces en la longitud y secuencia del
motivo repetido que ellos contienen y su localizacion en segmentos codificantes y no
codificantes del genoma. (Thoquet et al. 2002; Temnykh et al. 2000, 2001; Eujay et al. 2002).

En frijol comun, los marcadores microsatélites han sido usados para construir mapas genéticos
basados en PCR (Yu et al. 2000; Blair et al. 2003), para evaluar diversidad intraespecifica
dentro del género Phaseolus (Gaitan-Solis et al. 2002) y para determinar la diversidad genética
en variedades comerciales de frijol comin de Africa (Asfaw et al. 2009; Blair et al. 2010)
Europa (Métais et al. 2002; Masi et al. 2003), China (Zhang et al. 2008), Nicaragua (Gémez et
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al. 2004) y Brasil (Burle et al. 2010), asi como probados extensivamente en colecciones de

germoplasma y usados para mapeo asociativo (Blair et al. 2009a).

2.5.2. Microsatélites fluorescentes

Aunque diversos métodos son usados para determinar los alelos generados por los
microsatélites, los sistemas automatizados usan fragmentos con marcacién fluorescente
obtenidos en (PCR) que permiten un llamado preciso de los alelos; aspecto particular
importante en analisis de poblacion de plantas que evita errores de genotipificaciéon
(Schwengel et al. 1994; Bonin et al. 2004; Hoffman et al. 2005). En este método, uno de los
cebadores usados en la PCR esta marcado con un colorante fluorescente en su extremo 5. Sin
embargo, el costo de la sintesis de los cebadores marcados fluorescentemente es un factor
limitante para muchos laboratorios, ya que el costo de los cebadores marcados presenta un
incremento de entre cinco y diez veces mas que los no marcados. Ademas, en analisis de
genética de plantas, tales cebadores son frecuentemente necesarios para genotipar solo unas
decenas o cientos de muestras, y son entonces almacenados por cantidades variables de

tiempo durante los cuales la fluorescencia puede decaer rapidamente (Missiaggia et al. 2006).

Sin embargo el método de microsatélites fluorescentes es considerado la via mas aguda con
este tipo de marcador (Diwan et al. 1997; Blair et al. 2009a; McCouch et al. 1997). En adicion;
los microsatélites con marcaje fluorescente y la organizacién de estos en varios colores
ordenados en paneles tiene ventajas en evitar combinacién durante la separacién de las
bandas; con ventaja para genotipificacion de alto rendimiento y simultaneos andlisis de
multiples loci (Reed et al. 1994; Schwengel et al. 1994; Coburn et al. 2002; Tommasini et al.
2003). La tecnologia actual permite la separacion de las bandas de microsatélites con paneles
compuestos de cuatro colores de cuatro marcadores individuales marcados con diferentes
colorantes evaluados a través de un Unico capilar con una separacion del tamafo estandar,
ocupando un rango de deteccién de longitud de onda, permitiendo estimados del tamafo de la
banda (Tabla 1) (Coburn et al. 2002).

El kit de colorantes DS-33 fue utilizado en este estudio ya que ha sido disefiado para generar
una mejor sefal y definicion de los picos obtenidos, ademas de presentar gran discriminacion

de los cebadores mezclados por cada panel; adicionalmente es utilizado por el ABI 3730 usado
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en este estudio. El colorante LIZ de color naranja, es el marcador de peso molecular de tamafno

estandar, el cual es el necesario para estimar el tamano de los fragmentos obtenidos.

Tabla 1: Set de colorantes estandar para aplicaciones de genotipificacion por medio de marcadores
moleculares fluorescentes.

Applied Biosystems Standard Dye Sets for Genotyping Applications

Dye Set

Red Dyes

G5

Blue Dyes dR110 5-FAM™ 6-FAM™ 6-FAM 5-FAM 6-FAM 6-FAM B-FAM
Green Dyes dREG JOE™ HEX™ vic® JOE viC TET™ dREG
TAMRA™ NED™ NED NED NED HEX

dROX™

ROX™

ROX

ROX

ROX

PET®

TAMRA

Liz#

LIz

LiZ

2.5.3. Primer universal M13

La marcacion de fragmentos de ADN, para una visualizacion exitosa, es llevada a cabo usando
una variedad de tinciones o mediante la incorporacion de fluorescentes, luminiscentes, o de
otra manera, nucleétidos quimicamente modificados. El andlisis de fragmentos automatizado,
basado en la deteccién de colorantes fluorescentes, permite la rapida seleccion de secuencias
polimérficas a multiples loci gendmicos. Intrinseco a estos analisis son los cebadores
especificos los cuales flanquean repeticiones variables y otras secuencias polimérficas. Los
altos precios, sin embargo, de la produccion de nuevos cebadores etiquetados
fluorescentemente para cada uno de los cientos de /oci potencialmente informativos se hace

dificil debido a los precios elevados (Neilan et al. 1997).

Para reducir el costo de genotipificacion con microsatélites marcados fluorescentemente,
Oetting et al. (1995) han propuesto una estrategia de PCR llamada multiplex con cebadores o

primers de cola, la cual emplea un cebador forward con una extensién adicional de 18 pb en su
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extremo 5’ idéntica a la secuencia del cebador M13 (TGTAAAACGACGGCCAGT), un cebador
regular reverse y un tercer cebador universal M13 marcado con fluorescencia. En esta
estrategia de tres cebadores, la deteccidn es asi basada en la adiciéon de una secuencia que no
tiene homologia con el genoma objetivo, al extremo 5 del cebador forward del marcador

microsatélite.

Este cebador “cola” provee una secuencia complementaria del cebador universal fluorescente,
generando un producto que puede ser detectado en un secuenciador automatico de ADN (Fig.
2). Por lo tanto, en lugar de sintetizar un cebador forward especifico para cada marcador
microsatélite, solamente un cebador universal marcado es necesario. Neilan et al. (1997)
describe el mismo método; sin embargo, ellos proponen que el cebador marcado podria ser
disenado para tener una Unica secuencia, exhibiendo insignificante homologia a cualquier
secuencia encontrada en la base de datos. Schuelke (2000) us6 la misma estrategia para un
tipo de locus en el cromosoma X Humano usando el cebador de cola M13 y la marcacion
fluorescente 6-FAM (azul). Guo & Milewicz (2003) uso dos cebadores universales marcados
con colorantes 6-FAM (azul) y HEX (verde), respectivamente para genotipar muestras de ADN
Humano. Aunque la mayoria de estos estudios usaron la secuencia M13 como secuencia de
cola, cualquier otra secuencia que no tenga una secuencia complementaria en el genoma

objetivo bajo estudio podria potencialmente ser usada.

Arruda et al. (2010) proponen la estrategia de cebador universal M13 ya que no presenta
homologia con alguna secuencia conocida en la base de datos, esto para reducir
amplificaciones inespecificas principalmente para genomas pequenos, los cuales puedan
resultar en interpretaciones erroneas de los resultados (Fig. 3). El cebador universal M13 es
una secuencia derivada de un vector Bacterial (David et al. 1993). M13 tiene ventajas sobre
otras técnicas porque este provee la habilidad de trabajar con una Unica secuencia de cola que
evita la necesidad de usar diversas secuencias para el proceso de marcaje fluorescente. Asi,
para multiples propdsitos, la condicidbn Unicamente necesaria es cambiar los colores
fluorescentes para marcar los diferentes productos de PCR de cada microsatélite. Ademas, los
patrones de seleccion son ejecutados totalmente por automatizacion usando un software que
permite la interaccion entre los archivos de los picos generados y la genotipificacion per se.
Uno de los programas mas utilizados es GeneMapper (Fig. 4). Esta técnica es indicada cuando

grandes cantidades de datos deben ser analizados en el mismo tiempo (Oblessuc et al. 2009).

25



[rTpN—

| o
- “Hy
1/ ¢

H

SN,
R

[ ~h ?

s

Software Aulo-
analizador
GenelMaper

Fig. 2: Diagrama del funcionamiento del ABI 3730. Tomado de (Joe et al. 2004).

Debido a que el frijol presenta un genoma pequeno y de caracteristica diploide (Gepts et al.
2008) es una especie adecuada para trabajar con M13 ya que hay una gran disminucién de la

posibilidades de amplificar regiones inespecificas.

2.6. Estudios de diversidad genética en frijol comun

La diversidad genética de P. vulgaris en América se ha caracterizado en diversos estudios y
con diferentes metodologias. (Gepts et al. 1986) utilizaron faseolinas, (Koenig & Gepts 1989) y
(Singh et al. 1991) utilizaron isozimas y caracteristicas morfoldgicas; y (Becerra & Gepts 1994;
Thome et al. 1996; Beebe et al. 2000 y 2001) entre otros han empleado técnicas moleculares
con marcadores de ADN.

Becerra & Gepts (1994) mediante la técnica de polimorfismos de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) confirmaron la divergencia de los genotipos evaluados en los acervos
geneéticos Mesoamericano y Andino por medio de 55 accesiones silvestres y cultivables. Los
valores de distancia genética de Nei (>0.10 y <0.8, respectivamente) sugirieron la existencia de
un aislamiento reproductivo parcial, demostrado por la debilidad de hibrido F1 en cruces entre

genotipos Meso Americano y Andino.
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Fig. 3: Diagrama del procedimiento de amplificacion y marcaje del cebador universal M13. Tomado de

(Arruda et al. 2010).

Thome et al. (1996) evaluaron genotipos silvestres y reportaron que, ademas de los dos
acervos mayores, Andino y Mesoamericano, y uno menor en Ecuador - Norte del Peru, otro
acervo menor existe en Colombia. Ellos argumentaron que estos dos Uultimos son
genéticamente unicos y no simplemente el producto de hibridacion entre los acervos

Mesoamericano y Andino.
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Fig. 4: Software GeneMapper usado para la visualizacion de los picos obtenidos a partir de los marcadores
microsatélite fluorescentes, cada color corresponde a un marcador, azul (FAM), rojo (PET), verde (VIC) y amarillo
(NED) quien se observa de color negro para una mejor definicion; los picos de color naranja corresponden al
marcador de peso LIZ. Cada panel estd compuesto de cuatro colores lo que permite ordenar los marcadores de
acuerdo al tamario del fragmento para evitar solapamiento de las bandas al analizarlos con el secuenciador. Tomado
de (Joe et al. 2004).

Beebe et al. (2000) estudiaron una coleccion de 269 cultivares mediante RAPD a fin de analizar
la estructura del acervo genético del frijol cultivado en América Central y México. Los analisis
permitieron relacionar los grupos formados con las razas Durango, Jalisco y Mesoamérica,

revelando una estructura y diversidad genética mas compleja de lo que se creia.

Gaitan-Solis et al. (2002) aislaron, clonaron y secuenciaron fragmentos de ADN gendmico que
contenian los loci de microsatélites de tres librerias gendémicas de Phaseolus vulgaris. Como
resultado, casi todos los loci de microsatélites mostraron un gran poder de diferenciacion y

altos niveles de polimorfismo, para utilizarlos en estudios de diversidad y mapeo genético.

Blair et al. (2006) analizaron la diversidad genética con 129 marcadores microsatelites en 44
genotipos de frijol comun. Entre los microsatélites se evaluaron marcadores génicos y
genomicos, arrojando como resultado un alto grado de polimorfismo dentro del acervo Andino,
mas que dentro del acervo Mesoamericano y la tasa de polimorfismo entre los genotipos fue

consistente con el acervo y la identificacion del genotipo.
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Blair et al (2007) caracterizaron una coleccion de 123 genotipos representantes de la diversidad
del frijol Andino con 33 marcadores microsatélites los cuales han sido muy usados para la
caracterizacion de la estructura de razas en frijol comun. Determinaron la predominancia de
dos grupos, correspondientes a la raza Nueva Granada y Perd, mientras algunos
representantes de la raza Chile formaron un grupo aparte. Entre los genotipos colombianos se
observo una notable introgresion entre las razas Nueva Granada y Peru, de esta manera la
diversidad genética dentro de los genotipos Colombianos fue alta, reafirmando la importancia

de esta regién como una importante fuente de germoplasma.

Blair et al. (2009a) trabajaron con la coleccion de germoplasma de frijol cultivable de los dos
centros de diversidad Mesoamericano y Andino. El objetivo fue determinar la estructura
genética y la diversidad de 604 genotipos de la coleccion Core o nucleo la cual representa una
amplia variabilidad genética de los acervos. Para tal fin, se seleccionaron los mejores 36 SSRs
del estudio de (Blair et al. 2006). Basados en la estructura de la poblacién, asociaciones
significantivas fueron encontradas entre loci SSR y caracteristicas de tamafio de semilla,
algunos en los mismos grupos de ligamiento como el locus de faseolina el cual ha sido

asociado con tamafio de semilla, o en otras regiones del genoma.

Mensack et al. (2010) realizaron la evaluacion de la diversidad genética entre los dos centros
de domesticacion de frijol comun usando tecnologias “OMICAS” que se refiere a
transcriptomica, protedmica y metaboléomica, los cuales fueron enfocados a diversidad
cualitativa de frijol comun. Los tres enfoques fueron capaces de clasificar el frijol comun de
acuerdo a su centro de diversificacion; estos hallazgos fueron consistentes con la hipotesis de
que existen diferencias en la transcripcion de genes, proteinas y sintesis y metabolismo de
pequenas moléculas entre los cultivares representativos de frijol comun de diferentes centros
de diversificacion. Analisis metabolémico de multiples cultivares dentro de los dos acervos de
frijol comudn revelan diferencias de pequefias moléculas que fueron de gran magnitud que

permite la identificacion de una unica huella de los cultivables.
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2.7. Estudios genéticos realizados por medio del cebador universal M13

La metodologia llevada a cabo con el cebador universal M13 surgié con el fin de disminuir los
costos generados a partir de SSR automatizados, ya que este sistema presenta gran numero

de resultados en menor tiempo y con alta fidelidad en los resultados.

Estos estudios han sido llevados a cabo en diferentes especies, tanto en plantas como en
animales, e incluso seres humanos; sin embargo, en algunas metodologias llevadas a cabo en
el proceso de estandarizacién se han obtenido amplificaciones inespecificas, principalmente
para grandes genomas, de esta manera se ha realizado un mejoramiento del proceso de
amplificacién y marcaje de los productos de PCR conllevando a una optimizacion de los
resultados, obteniéndose hoy en dia una metodologia ampliamente usada con alto grado de
fiabilidad.

Oetting et al. (1995) fue el primer grupo en usar el método fluorescente para propdsitos de
genotipificacion y usé 5 pares de cebadores para ejecutar diferentes amplificaciones multiplex.
La técnica fue basada en un cebador universal M13 marcado con fluorescencia, el cual permitié
analisis de secuenciacion automatizada de ADN vy subsecuente genotipificaciéon con alta

precision y tamafio de los alelos.

Corréa et al. (2000) realizaron una investigacion para la obtencion de un gen de resistencia a la
“roya” en frijol, la cual es producida por el hongo Uromyces appendiculatus. Para ello utilizaron
dos variedades de frijol, OuroNegro quien posee el gen de resistencia y Pinto111, el vulnerable.
Después de obtener el gen disefiaron marcadores microsatélites con la adicion en el cebador
forward de la secuencia de M13 para marcar los microsatélites amplificados y de esta manera
generar datos acerca de la expresion génica, ya que se inferia acerca de, si era un gen

involucrado o varios genes los que conferian la resistencia.

Estudios realizados por Srni¢ et al. (2005) en trigo para determinar la resistencia a la
enfermedad (oidio), que es producida por un hongo de género Uncinula spp., la cual consiste
en un cubrimiento del micelio del hongo en las partes aéreas de la planta, en forma de estrella,
produciendo un amarillamiento y posterior senescencia de las hojas; trabajoé con lineas de

germoplasma de trigo NC96BGTA4 y NC99BGTAG11 que presentan la resistencia a la
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enfermedad y se determino la herencia, la localizacion cromosomal y ligamiento con

marcadores moleculares.

Horvath et al. (2009), realizaron estudios de diversidad genética y desequilibrio de ligamiento
(LD) en trigo en materiales mejorados y silvestres de la coleccidon referencia (272 + 242)

respectivamente.

Entre tanto la metodologia usada por Arruda et al. (2010), quienes trabajaron en la
amplificacién de 8 loci en dos especies de anfibios, 7 loci para Rhinella schneideri (Bufonidae) y
1 loci para Hipsiboas raniceps (Hylidae), obtuvieron que la secuencia utilizada, el cebador M13,
amplificara secuencias inespecificas, segun Arruda et al. (2010) esto se debe a que los
protocolos de PCR para esta metodologia siempre utilizan tres tipos de cebadores, dos de ellos
no fluorescentes, los cuales contienen un cebador Forward y un Reverse que reconoce una
secuencia especifica del genoma de la especie a estudiar, y luego un cebador fluorescente con
la secuencia la cual contiene el fluorocromo que le da la cualidad de la fluorescencia al
producto amplificado. Este ultimo cebador con secuencia M13 generdé amplificaciones
inespecificas debido a la homologia existente entre el cebador y el genoma de las especies

estudiadas.

Sin embargo Arruda et al. (2010) modifican el proceso de amplificacion; las condiciones
consistieron en pausar el proceso de la PCR en los ultimos 10 ciclos, momento en el cual se
agrega a cada una de las reacciones el primer M13 con el fluorocromo (Fig. 4), resultando en
un considerable incremento de la agudeza de la amplificacion, por ello se obtienen amplificados
de las regiones de interés dando una precision del 94%, esto se logra debido a que en las
reacciones finales existe poca competencia entre los cebadores y consiguientemente el poco
tiempo que pueda tener el M13 para generar amplificaciones inespecificas, por lo que su uso
se limita solamente a marcar con fluorescencia los amplificados; adicionalmente el cebador
M13 presenta poca homologia con los genomas conocidos actualmente, y ain menos con

genomas pequenos.

Oblessuc et al. (2009), fue el primer grupo en trabajar con microsatélites marcados con
fluorescencia mediante el cebador M13 en frijol comun para propositos de mapeo genético,
para ello disefiaron 50 microsatélites IAC obtenidos de librerias. Para los propésitos de marcaje

usaron 2 colores (FAM, azul) y (HEX, verde) los cuales fueron secuenciados en ABI/ 3730,
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(Fig. 3) (Applied Biosystems), y analizados en el software GeneMapper v.3.7. Se estandarizé la
metodologia de amplificaciéon y marcaje de los SSR, dicho proceso arrojo datos muy confiables
en poco tiempo; menos de lo requerido cuando se realiza tincion en nitrato de plata con geles

de poliacrilamida.

Kwak et al. (2009) plantearon dentro de sus objetivos elucidar como dos eventos de
domesticacion geograficamente distintos modificaron la estructura y el nivel de diversidad
genética en frijol comun. Para ello analizaron la composicién genética de 346 accesiones
silvestres y domesticadas de frijol provenientes de los acervos Mesoamericano y Andino con 26
marcadores microsatélites fluorescentes, marcados con la metodologia de M13, distribuidos por
todo el genoma. Identificaron nueve poblaciones, entre silvestres y domesticados, de frijol
comun, las cuales incluian 4 de origen Mesoamericano y 4 de origen Andino. La novena
poblacion correspondié al putativo ancestral Silvestre de las especies, el cual fue calificado
como una poblacion Mesoamericana. Se presentd una gran congruencia con la implementacion
y comparacién entre los software STRUCTURE y DARWIN los cuales confirmaron las
relaciones genéticas entre las accesiones y poblaciones observadas. También se observd una
baja diversidad genética y alto desequilibrio de ligamiento (LD) en las poblaciones

domesticadas mas que en las silvestres.

Burle et al. (2010) realizaron estudios en la diversidad de microsatélites y la estructura genética
entre cultivables en frijol comun de Brasil, centro secundario de diversidad. La poblacion de
estudio comprendié 279 genotipos donde se usaron 67 microsatélites, distribuidos en los 11
grupos de ligamiento, por medio de la metodologia econdmica de marcaje fluorescente M13.
Los resultados mostraron una baja diversidad genética comparada a la diversidad en los
centros de diversificacion primaria. En este estudio se evaluaron genotipos de los acervos
Mesoamericano y Andino como controles de diversidad los cuales fueron claramente
distinguidos. El grupo Mesoamericano consisti6 de dos subpoblaciones con alto nivel de
mezcla entre ellos conllevando a una gran proporcién de hibridos establecidos no observados
en los centros de domesticacién, asi Brasil puede ser considerado como un centro de

diversificacién secundaria de frijol comun (Burle et al. 2010).

32



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Analizar la estructura y diversidad genética de una coleccion referencia de 202

genotipos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L) a partir de SSRs fluorescentes.

3.2. Objetivos especificos

Estandarizar la amplificacion de 40 SSRs fluorescentes con marcaje terminal y 12 con el

cebador universal M13 marcado con fluorocromo.

Determinar la estructura y la diversidad genética de la muestra de estudio.

Clasificar las agrupaciones encontradas en el estudio dentro de las razas establecidas

para frijol comun.

Realizar comparacién de tres grupos de marcadores fluorescentes A, B y C en el

comportamiento de estructura poblacional.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencion del material vegetal y extracciéon de ADN

Un total de 202 genotipos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) constituyen la Coleccion
Referencia del programa de frijol del CIAT los cuales fueron evaluados en este estudio (Anexo
1); ademas se incluyeron dos genotipos control, DOR364 (Dorado) del acervo Mesoamericano;
y G19833 (Chauchachuga) del acervo Andino (Fig. 5). Estas accesiones hacen parte de la
Coleccion Core de Phaseolus vulgaris L. del CIAT, las cuales fueron seleccionados con base
en condiciones agro-ecolégicas (variabilidad en la precipitacion, suelo, temperatura y tiempo de

floracién) en su lugar de origen (Tohme et al. 1996).

Acervo Genético Mesoamericano Acervo Genético Andino

&
\.' -~

A. DOR364 (Dorado) B. G19833 (Chauchachuga)

Fig. 5: Genotipos Controles. A) DOR364 Mesoamericano; B) G19833 (Chauchacuga) Andino.

Para la obtencién de ADN, el material vegetal fue cosechado en invernadero 3 semanas
después de sembrada la semilla; se seleccioné 5 gramos de tejido foliar joven (trifolios) por
cada genotipo y se macerd con nitrégeno liquido, luego se almacend en freezer a -80°C para la
posterior extraccion de ADN la cual se realizé segun la metodologia propuesta por Dellaporta et
al. (1983). EI ADN fue resuspendido en Buffer TE; posteriormente las muestras fueron
preparadas en una mezcla de 2 yl de ADN, 7ul de Blue Juice (2x) y 3ul de agua para un

volumen final de 12ul, se evalud en gel de calidad en agarosa a una concentracion del 1%, las

34



muestras fueron tefidas con el intercalante de ADN GelRed (Biotium), el cual reacciona con luz
Ultravioleta (UV) para la visualizaciéon de las bandas. La cuantificacién de la concentracion de
ADN se llevé a cabo con el software Quantity One® v 4.0.3. Este programa calcula la cantidad
de ADN en cada una de las bandas obtenidas en gel de agarosa de acuerdo a las
extrapolaciones que realiza con los patrones de concentracién de ADN lambda de 100, 200,

300 y 400ng/pl. Se realizo dilucién de ADN a 5ng/ul para la amplificaciéon en PCR.

4.2. Amplificacion de microsatélites Fluorescentes

Se utilizé6 un total de 88 SSR, de los cuales 36 (Anexo 2 Grupo A) fueron previamente
amplificados en un set de 604 genotipos cuyo grupo contiene el 90% de los genotipos de este
analisis (Blair ef al. 2009). Los SSR restantes corresponden a 40 SSR con marcaje terminal
(Anexo 2 Grupo B) y 12 con cebador universal fluorescente M13 (Anexo 2 Grupo C),
seleccionados de (Yu et al. 2000; Gaitan et al. 2002; y Blair et al. 2003). De este ultimo grupo
se seleccionaron parcialmente 24 SSR, sin embargo no se logré amplificacion en el 50% de los
SSR. La totalidad de los microsatélites en estudios previos (Diaz & Blair 2006; Blair et al. 2009)
presentaron una alto contenido de informacion polimérfica (PIC) y se seleccionaron para
conformar paneles de 4 marcadores con diferentes colores, para un total de 21 paneles. Estos
marcadores estan distribuidos a través de genoma de frijol, el cual contiene 11 grupos de
ligamiento, observandose asi que el grupo de ligamiento 2 presenta 15 marcadores mientras el
grupo de ligamiento 8 presenta 3 marcadores de todos los empleados en este estudio. Los
marcadores (BMd03, BMd46, BM149, BM165, BM153, BM202 y BM213) no han sido

mapeados, por lo tanto no se conoce acerca del grupo de ligamiento al que pertenecen (Fig. 6).

Las amplificaciones para los SSRs con marcaje terminal fueron llevadas a cabo en placas de
96 pozos en termocicladores PTC 100 (MJ Research) y Eppendorf (Mastercycler pro. Vapo.
Project). El coctel para PCR empleado por reaccién se llevo a cabo en un volumen final de 20pl
mezclando 30ng de ADN; Buffer 1X (10 mM de Tris HCI pH 8.8, 50 mM de KCI, 0.1% de
TritonX-100); Cloruro de Magnesio (MgCl,) 2mM; dNTP’s 0.4 mM; 2 pmol de cada cebador
(forward y reverse); y 1 U de Taq pol. (dilucién 1:8). Para la amplificacion de los cebadores

fluorescentes con marcaje terminal las condiciones de amplificacién fueron: 93°C x 3min; 93°C
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x 30seg; Temperatura de alineamiento (Ta) x 30seg; Repetir el paso 2 al 4 35 veces; 72°C x
45min; 10°C x 10min; Fin.

Fig. 6: Marcadores empleados en el estudio donde se observa su distribucién a través de los 11 Grupos de
ligamiento, es solo representativa y no equivale a la posicion real de los marcadores dentro de cada cromosoma.
Los marcadores que presentan el asterisco (*) son génicos, los que no lo presentan son gendémicos, los de color azul
pertenecen al grupo A, los de color verde al grupo B y los de color rojo grupo C.
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La calidad del producto de amplificado se revis6 en gel de agarosa a una concentracion de
1.6%, el peso de cada amplificado se comparo con el marcador de peso molecular de 1Kb Plus
BRL Markers & Standards Ladder. Se tomo 5ul de producto de amplificado y se mezclé con

Blue Juice y GelRed (Biotium), posteriormente se visualizo en luz U.V. (Fig. 7).

Para la metodologia de M13 se realizaron 2 reacciones de PCR independientes en placas de
96 pozos. En la primer reaccion se amplificaron los cebadores (forward y reverse), el forward
posee una secuencia adicional en su extremo 5 de 18 pares de bases, que pertenece al
cebador M13 (TGTAAAACGACGGCCAGT), estos dos cebadores unidos reciben el nombre de
cebador quimera, mientras que el reverse permanece inalterado; se realizé la PCR en un
volumen final de 20yl por cada reaccion que contenian 30ng de ADN; Buffer 1X (10 mM de Tris
HCI pH 8.8, 50 mM de KCI, 0.1% de TritonX-100); Cloruro de Magnesio (MgCl,) 2mM; 0.4 mM
dNTP’s; 2 pmol de cada cebador (forward'y reverse); y 1 U de Taq pol. (dilucién 1:8). Para la
segunda PCR se tom6 3 pl de amplificado obtenidos en la primera reaccion y se prepard un
nuevo coctel que contenia, 3ul de amplificado; Buffer 1X (10 mM de Tris HCI pH 8.8, 50 mM de
KCI, 0.1% de TritonX-100); 1.5 mM MgCl,; 0.2 mM dNTP’s; 0.06 pmol de cebador (forward y
reverse), 0.75 pmol de cebador M13 marcado con fluorocromo (Fam, azul) (Pet, rojo) (Ned,

amarillo) y (Vic, verde) (Tabla. 3) y 1 U de Tagq. Pol. en un volumen final de 20ul.

Se realizaron dos reacciones de PCR en el proceso de amplificacion y marcaje con M13 con el
fin de evitar amplificaciones inespecificas. Para la primera reaccién de PCR los pares de
cebador forward y reverse fueron usados para amplificar los fragmentos de microsatélites. Asi
los fragmentos amplificados en la PCR primaria incluyen la secuencia de M13 en el extremo 5’
de la secuencia de cebador forward. Las condiciones de PCR para esta primer reaccion
consisten de 94°C x 2 min; 94°C x 30seg, Temperatura de alineamiento (Ta) x 1min; se repite
35 ciclos del paso 2 al 4; y 40seg x 72°C, con una extension final de 3min x 72°C. Para la
reaccion de PCR secundaria se adicioné el cebador M13 marcado con fluorocromo el cual se
unié a la secuencia complementaria obtenida en la primer reaccion, los ciclos consistieron de
94°C x 2min; 94°C x 30seg; 56°C x 45seg; 72°C x 45segq; repetir el paso 2 a 4, 30 veces;
seguido por 8 ciclos de 94°C x 30seg; 53°C x 45seq; y 72°C x 45seg; y 72°C x 3min para

extension final.
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Fig. 7: Fotografias en transiluminador (UV) de los marcadores (A) BM 202 y (B) BMd 22 para control de calidad
en gel de agarosa a una concentracion de 1.6%. En el extremo derecho de la imagen se observa el marcador de
peso molecular de 1Kb Plus BRL Markers & Standards Ladder.

Una vez obtenidos todos los productos de amplificado se realizé la mezcla de acuerdo a los
paneles que estan conformados por los marcadores, estas mezclas se llevaron a cabo en
placas de 96 pozos donde se combiné el producto de PCR de los 4 cebadores, a partir de estas
mezclas se tomod una alicuota de 1ul y se llevaron de nuevo a una placa de 96 pozos para ser
enviadas a la Universidad de Cornell (Ithaca — NY. USA) para el analisis de los fragmentos de
los microsatélites marcados con fluorocromo a través del secuenciador de ADN Applied

Biosystem 3730xI (Applied Biosystem) (Fig. 2).
Para el proceso de deteccion de las muestras en el ABI 3730 se alicuoté de cada muestra 0.5yl

para adicionarlo con 9 ul de Formamida Hi Di mix, 0.06 pl del marcador de peso estandar
GeneScan-500LIZ (Applied Biosystems) y 0.44 pl de ddH20, para un volumen final de 10 ul por
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reaccion. La muestra en la nueva placa se denatur6 a 94°C durante tres minutos para que

finalmente fuese leida por capilaridad en el secuenciador ABI 3730xl.

4.3. Analisis de datos

El tamafo de los alelos, en pares de bases, fue estimado mediante el software GeneMapper®
version 3.7 (Applied Biosystems) (Fig. 8) el cual muestra picos del color correspondiente a cada
uno de los marcadores. Después, se descargaron los datos de alelos para cada genotipo en
cada uno de los loci, organizandose en un archivo Excel Microsoft® office. Subsiguientemente,
se corrié el programa de AlleloBin (ICRISAT) para cada uno de los genotipos. Este programa
comprueba, si los tamafios de fragmentos observados se ajustan al tamafio de alelos
esperados basados en las unidades de longitud repetidas en el microsatélite (Idury & Cardon
1997).
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Fig. 8: Picos obtenidos a partir de las lecturas con GeneMapper, cada uno de los colores corresponde a un
marcador diferente, el tamafio de los alelos es sefialado en el eje X y la intensidad de la sefial en el eje Y.
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4.3.1 Analisis de la estructura de poblaciéon

La estructura genética de la Coleccion Referencia de cultivados fue analizada mediante el
programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2000., Falush et al. 2003). Este programa plantea
subdividir la muestra en poblaciones en las que se logre el equilibrio de Hardy-Weinberg. Se
trata de un algoritmo de analisis de cluster, basado en criterios de genética de poblaciones,
(probabilidad condicionada) y con la ventaja que ofrece resultados con un cierto grado de

objetividad, por lo que la agrupacién final no depende sélo del criterio del investigador.

El numero de poblaciones (K) fue confirmado mediante un analisis bayesiano de Monte Carlo
con cadenas Markov (MCMC) empleando 10.000 series markovianas, implementado en el
programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003), empleando la opcion de
‘modelo de ligamiento”. Este método permite clasificar los genotipos en 43 poblaciones,

mediante el procedimiento de minimizar el desequilibrio de ligamiento dentro de las mismas.

El programa DARWIN se empled para la realizacion de arboles que representan la estructura
de la diversidad basado en métodos de distancias. Se empled el algoritmo de Neighbor-Joining
Tree “reunion por vecindad”, para obtener un arbol de distancias genéticas, el cual consiste en
agrupar los genotipos de acuerdo al numero de alelos compartidos, expresando de esta

manera la cercania que pueda presentar los individuos.

4.3.2 Analisis de diversidad genética

Mediante el programa PowerMarker (Liu & Muse 2005), se evalué el nimero de alelos
polimérficos, Contenido de Informacién Polimérfica (PIC), Heterocigosidad Observada vy

Diversidad Genética.

El Contenido de Informacion Polimérfica fue calculado segun (Botstein et al. 1980, citado por Li
2002) asi:

k k-1 K
PIC=1-3Y Pi*-Y Y 2pi’pf
Donde: =1 =1 j=i+1

Pi=Frecuencia del i-ésimo alelo
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Pj=Frecuencia del j-ésimo alelo

K=numero de alelos

La diversidad genética, frecuentemente se refiere a la heterocigosidad esperada, es definida
como la probabilidad de que dos alelos que sean escogidos aleatoriamente de la poblacion
sean diferentes. Segun Weir (1996) un estimador de la diversidad genética en el I-ésimo locus

es:

Di= (1- ;PF)JU. 1+ f)
I= T .
n
Donde:

f= Coeficiente de endogamia

i= alelos en el locus |

I= Fésimo locus

Pi=frecuencia del alelo i en el Fésimo locus de la poblacién

n=ndmero de individuos muestreados
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5. RESULTADOS

5.1. Namero de alelos y diversidad genética

En un total de 202 accesiones se realiz6 un genotipage con 88 marcadores microsatélites
fluorescentes (Anexo 3). De los 88 marcadores, 76 fueron disefiados con marcaje terminal
fluorescente (Anexo 4 y 5) y 12 con la metodologia del primer universal M13. Los marcadores
evaluados presentaron una distribucion por todo el genoma de frijol comdn con un promedio de
8 marcadores microsatélites por grupo de ligamiento, siendo los cromosomas b02 y b04 los que

contienen mas marcadores microsatélites con 15% y 13% del total, respectivamente (Fig. 6).

Todos los marcadores evaluados dentro de la coleccion referencia fueron polimérficos con
valores de 2 alelos por locus para los microsatélites gendmicos BM149, GATs54, BMd12 y
BMd40, hasta 50 alelos para el marcador génico PV-at001, siendo este un microsatélite muy
informativo ya que también presentd un alto Contenido de Informacion Polimdrfica (PIC) 0.97.
En contraste con el microsatélite genémico trialélico BMd51 hubo un PIC de 0.02. En total el
promedio obtenido del PIC para los 88 SSR fue de 0.60, asi mismo se identificé un total de 960
alelos con un promedio de 10.7 por marcador. La diversidad genética en promedio fue de 0.65,
con una heterocigosidad observada de 0.11 la cual segun Kwak & Gepts (2009) es muy baja y

caracteristico de especies autdgamas (Tabla 2).

Todos los microsatélites detectaron un Unico loci a excepcion del marcador BM188, el cual
presentd dos patrones de picos y rangos en los tamafios generando alelos de 147 — 151 pb
para BM188A y 161 — 187 pb para BM188B. Este tipo de alelo de doble locus también fue
detectado por Blair et al. (2009a) donde encontraron 2 rangos en los tamaros alélicos para este
marcador cuyos fragmentos estuvieron entre 130 — 153 pb para BM188A y 160 — 200 pb para
BM188B, ademas al realizar el mapeo genético confirmaron que los dos /loci son

independientes en grupos de ligamiento separados (datos no publicados CIAT).

Dentro del analisis realizado en los grupos por separado, se encontré que en el grupo de
marcadores A se obtuvo un total de 380 alelos con un promedio de 10 alelos por locus; la
diversidad genética observada tuvo un promedio de 0,66 un Contenido de Informacion

Polimorfica (PIC) de 0.54 (Anexo 4). Mientras tanto para el grupo de marcadores B el total de
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alelos observados fue de 476 con un promedio de 13 alelos por locus, la diversidad genética
fue de 0,62, un poco mas baja que la obtenida para el grupo de marcadores A, y un PIC de

0,61, siendo este valor mas alto para el grupo de marcadores B (Anexo 5).

Los marcadores del grupo A presentaron una distribucién por todo el genoma, diferente a lo
observado con los marcadores del grupo B los cuales estan ausentes en los grupos de
ligamiento b08, b10 y b11 (Fig. 6).

Los tipos de marcadores evaluados (génicos y gendmicos), presentaron pocas diferencias
entre si con respecto a los promedios obtenidos para las variables analizadas y mencionadas
anteriormente, ya que por un lado se presentaron marcadores con altos valores como es el
caso observado para el microsatélite génico PV-at001 con 50 alelos por locus, y por otro lado
los marcadores gendémicos BM149, GATs54, BMd12 y BMd40 con dos alelos por locus. Sin
embargo dentro de los marcadores gendémicos los microsatélites BM137, BM187 y BM200
presentaron 33, 42 y 41 alelos respectivamente, asi mismo el PIC para estos marcadores fue
superior a 0.90, contrario para lo observado en los marcadores génicos cuyos valores fueron

mas bajos (Anexo 5).
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Tabla. 2: Evaluacion de 202 genotipos por medio de 88 SSRs fluorescentes analizados en Powermarker
MARCADORES GENICOS

No + DIVERSIDAD *
MARCADOR ALELOS VIABILIDAD GENETICA HETEROCIGOCIDAD PIC
BM197 3 0,90 0,59 0,011 0,51
BM213 17 0,99 0,76 0,945 0,72
BM68 4 1,00 0,64 0,861 0,58
BMc161 5 0,97 0,71 0,000 0,66
BMc206 7 0,99 0,76 0,025 0,72
BMc283 11 1,00 0,71 0,000 0,67
BMc284 15 0,93 0,84 0,000 0,82
BMc292 13 0,96 0,83 0,440 0,81
BMc294 11 1,00 0,81 0,010 0,79
BMc307 6 1,00 0,72 0,070 0,67
BMc352 11 1,00 0,70 0,960 0,65
BMd01 14 0,99 0,78 0,050 0,75
BMd02 3 1,00 0,50 0,025 0,38
BMdO07 8 1,00 0,72 0,000 0,67
BMd10 3 1,00 0,52 0,000 0,45
BMd15 6 0,97 0,58 0,282 0,50
BMd16 5 0,98 0,51 0,036 0,39
BMd17 3 0,99 0,66 0,080 0,58
BMd18 4 0,98 0,14 0,071 0,13
BMd20 6 0,93 0,69 0,027 0,64
BMd22 3 1,00 0,53 0,000 0,44
BMd26 8 0,99 0,69 0,719 0,64
BMd45 19 1,00 0,76 0,617 0,73
BMd47 3 0,97 0,48 0,010 0,37
BMd53 3 0,97 0,50 0,000 0,39
PV-ag001 4 1,00 0,53 0,000 0,46
PV-gaat001 5 1,00 0,54 0,000 0,48
PV-at007 13 1,00 0,87 0,000 0,86
PV-ag004 8 1,00 0,78 0,000 0,74
PV-ag003 3 0,99 0,57 0,000 0,48
PV-at001 50 0,99 0,97 0,035 0,97
PV-at003 7 0,98 0,51 0,178 0,43
PROMEDIO 9 0,98 0,65 0,17 0,61

MARCADORES GENOMICOS

AGO1 6 0,94 0,43 0,074 0,40
BM114 10 1,00 0,80 0,000 0,79
BM137 33 0,85 0,95 0,082 0,94
BM138 7 1,00 0,59 0,000 0,52
BM139 17 0,98 0,65 0,051 0,64
BM140 13 0,92 0,48 0,033 0,46
BM141 18 0,96 0,78 0,042 0,75
BM142 3 1,00 0,49 0,000 0,39
BM143 26 1,00 0,91 0,085 0,90
BM149 2 1,00 0,39 0,015 0,31
BM151 5 1,00 0,62 0,000 0,57
BM152 24 1,00 0,88 0,473 0,86
BM153 14 1,00 0,83 0,000 0,81
BM154 15 1,00 0,88 0,000 0,86
BM156 21 0,99 0,82 0,056 0,80
BM157 19 1,00 0,85 0,647 0,83
BM160 16 0,99 0,68 0,030 0,66
BM161 6 1,00 0,75 0,000 0,71
BM165 13 1,00 0,84 0,000 0,82
BM167 4 1,00 0,51 0,000 0,39
BM170 13 1,00 0,79 0,000 0,77
BM172 17 0,91 0,71 0,126 0,70
BM175 17 0,99 0,72 0,010 0,70
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Continuacién tabla 2.

BM181 7 1,00 0,66 0,000 0,61
BM183 1" 0,98 0,75 0,025 0,71
BM184 6 1,00 0,61 0,000 0,55
BM185 10 1,00 0,68 0,000 0,63
BM187 42 0,98 0,93 0,076 0,93
BM188A 5 0,92 0,52 0,016 0,41
BM188B 13 0,92 0,76 0,022 0,74
BM189 7 1,00 0,70 0,000 0,65
BM199 10 1,00 0,51 0,000 0,47
BM200 41 0,84 0,93 0,036 0,93
BM201 9 0,93 0,77 0,129 0,74
BM202 11 1,00 0,68 0,000 0,62
BM205 11 0,99 0,70 0,020 0,66
BM209 20 0,97 0,86 0,641 0,84
BM211 8 0,97 0,80 0,000 0,78
BM212 18 1,00 0,83 1,000 0,81
BM53 20 1,00 0,60 0,055 0,53
BM98 5 1,00 0,49 0,000 0,46
BMd03 7 1,00 0,67 0,000 0,61
BMd08 5 0,93 0,55 0,032 0,46
BMd12 2 0,97 0,26 0,000 0,23
BMd33 18 1,00 0,73 0,204 0,69
BMd36 9 1,00 0,82 0,000 0,80
BMd40 2 1,00 0,47 0,000 0,36
BMd41 6 1,00 0,60 0,000 0,55
BMd42 3 1,00 0,21 0,000 0,19
BMd46 3 1,00 0,49 0,000 0,38
BMd51 3 0,98 0,02 0,005 0,02
BMd56 4 0,95 0,24 0,016 0,21
GATS11 6 1,00 0,41 0,000 0,38
GATs54 2 0,94 0,45 0,011 0,35
GATs91 22 0,91 0,90 0,082 0,89
PV-cct001 5 0,97 0,10 0,010 0,10
PV-ctt001 9 0,99 0,76 0,096 0,72
PROMEDIO 12 0,97 0,64 0,070 0,60

* Porcentaje de viabilidad de los marcadores. * Contenido de Informacion Polimérfica.

5.2. Estructura de la poblacién en frijol comun con 88 microsatélites

Para el analisis de la estructura poblacional en los 202 genotipos mediante los 88 SSR, la
subdivisiéon de las poblaciones se realiz6 mediante el software STRUCTURE (Fig. 9). La
designacion de las razas y sub-razas dentro de cada acervo fue previamente realizada por Blair

et al. (2009a) en un grupo de 604 genotipos.
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En la estructura poblacional obtenida a partir de 88 SSR fluorescentes (Fig. 9), se pudo
observar una clara separacion de los acervos Mesoamericano, en color rojo, y Andino, en color
verde para el K = 2, asi como la divisién en seis poblaciones (K = 6), tres de la cuales
pertenecieron al acervo Mesoamericano y tres al acervo Andino. (Fig. 9). El término “poblacién”
solo se aplica por conveniencia para designar los grupos generados por STRUCTURE, pero no

en el actual estudio no son tomados como grupos naturales.

La separaciéon de las accesiones dentro de los grupos se presenté de acuerdo al numero K
observandose en K = 2 los dos acervos, Mesoamericano y Andino, con algunas mezclas
Mesoamericanas dentro de los Andinos y viceversa. Posteriormente para un K = 3 aparece el
grupo de las Lineas avanzadas Andinas, de color azul oscuro, dentro del acervo Andino. En el
acervo Mesoamericano la primera subdivision fue realizada por el grupo de las Lineas
Avanzadas Mesoamericanas, las cuales se observan de color amarillo, en un K = 4. Luego
dentro del mismo acervo surge el grupo del complejo Durango-Jalisco en K = 5, presentandose
de color azul oscuro. En este grupo se pude observar mezclas dentro de las razas del complejo
Durango-Jalisco y el grupo de las Lineas avanzadas Mesoamericanas, asi como en el grupo de

la raza Mesoameérica, el cual en K= 6 se observa de color amairillo.

La diferenciacion de los grupos dentro del acervo Andino (K = 6) estuvo compuesto de la sub-
raza Nueva Granada 2 (en color rojo), con una considerable combinacién con el grupo de la
sub-raza Nueva Granada 1 (de color violeta). Dentro del grupo NG1 se localizaron todas las

accesiones de la raza Peru la cual no se pudo diferenciar dentro de la poblacion (Fig. 9).

Para el andlisis de las poblaciones obtenidas a partir de K = 6, en el grupo de 88 marcadores
microsatélites, se observé una combinacion de las sub-razas Mesoamérica 1 y 2, las cuales
conformaron la poblacién 3, obtenida a partir de STRUCTURE. Ademas se encontré individuos
del complejo Durango-Jalisco (D-J) en la poblacién 3. Este nuevo agrupamiento segun Diaz &
Blair (2006), puede deberse a caracteristicas como habito de crecimiento, tamafio y forma de la
semilla, lo cual puede conllevar a que se presente un poco de diferenciacion entre las razas
individuales del complejo, ademas puede ser debido también por el numero de SSR o su

posicion en el genoma.
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El agrupamiento que se obtuvo para las lineas avanzadas, tanto Mesoamericanas (K = 1),
como para Andinas, (K = 5), puede ser debido a que han sido sometidas a varios procesos de
cruzamiento para obtener caracteristicas de interés, por lo tanto comparten alelos de los
mismos parentales conllevando a una gran similitud entre si y por ende han pasado por un
cuello de botella que los diferencian a parte de las accesiones de origen, ademas estas lineas
no pertenecian a la coleccion referencia sino que fueron incluidas como controles en este

estudio con el fin de generar mas claridad en los agrupamientos obtenidos.

N

MESOAMERICANO ANDINO

—
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N

Fig. 9: Analisis de la estructura poblacional con K =2 a K =6 en 202 genotipos cultivables de la coleccién

referencia de frijol comdn con 88 SSR, mostrando la subdivision en las poblaciones. Las abreviaciones de los

subgrupos para las poblaciones del acervo Mesoamericano, (Lineas M) Lineas avanzadas Mesoamericanas; (D-J)
Complejo Durango-Jalisco, y final mente la raza Mesoamérica. Para el acervo Andino, (NG — 2) sub-raza Nueva
Granada 2; (Lineas A) Lineas avanzadas Andinas, y (NG — 1) sub-raza Nueva Granada 1.
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5.3. Analisis de estructura poblacional para el grupo de 40 SSR

Para el grupo de 40 SSR se obtuvo un K = 7 donde se observoé la separacion de cinco razas
Mesoamericanas y dos Andinas (Fig. 10). La denominacion de los grupos se ha realizado de
acuerdo al porcentaje mayor de los individuos que componen la poblacién. Dentro del Acervo
Mesoamericano, en color verde, se presenta la poblacién 1 denominada sub-raza Mesoamérica
1 (M1) con un 38%; en color naranja la poblaciéon 2 denominada raza Mesoamérica (M) con
70% la cual es una mezcla de M1 y M2; en azul la sub-raza Mesoamérica 2 (M2) con 32% para
conformar la poblacion 3; en color rojo el complejo Durango-Jalisco (D-J) con 54%, y en color
amarillo las Lineas avanzadas Mesoamericanas (Lineas M), para conformar la poblacion 5, con
un 48%. En el acervo Andino se obtuvo la separacion de las Lineas avanzadas Andinas
(Lineas A), de color azul oscuro, con 60%, para formar la poblacién 6, y en violeta la poblacion
7 que es combinacion de las sub-razas Andinas Nueva Granada 1y 2 (NG 1 y NG2) y la raza

Peru, conformando un 88% de este grupo (Fig. 11).

Ln DP

O N B OO

Fig. 10: Comportamiento del logaritmo de probabilidad (Ln DP) en funcion del nimero de poblaciones (K)
para el grupo de 40 SSR.
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Fig. 11: Analisis de la estructura poblacional en 202 genotipos cultivables de la coleccion referencia de frijol
comun, evaluados con 40 SSR (K = 7). (M-1) Mesoamérica 1; (M-2) Mesoamérica 2); (D-J-M) Durango-Jalisco y

Mesoameérica; (D-J-G) Durango-Jalisco y Guatemala; (Lineas M) Lineas avanzadas Mesoamericanas; (Lineas A)

Lineas avanzadas Andinas; (NG1) Nueva Granada 1; (NG2) Nueva Granada 2.

5.4. Analisis de estructura poblacional para el grupo de 36 SSR

En la estructura poblacional a partir de los 36 SSR, la prueba estadistica de Evanno arroj6é que
el K optimo fuese K = 8 (Fig. 12). A partir de este numero de poblaciones se realizé una
segunda corrida en STRUCTURE observandose la separacion de ocho razas correspondientes
a los acervos Mesoamericano y Andino (Fig. 13). Para el acervo Mesoamericano se pudieron
distinguir cinco grupos, donde los nombres designados para cada grupo corresponden al
porcentaje de individuos que lo compone. En color rojo, la sub-raza Mesoamérica 1 (M1) la cual
contiene el 38% de los individuos de esta raza; en color naranja, la sub-raza Mesoamérica 2
(M2) con un 41%; en color azul claro, el complejo Durango-Jalisco y la raza Guatemala
denominada complejo (D-J) presentando un 50%; en color marrén, las lineas avanzadas
Mesoamericanas con 41%; y finalmente la raza Mesoamérica (M) (en color lila) que contiene
una combinacion de (M1, M2 y D2). Para las poblaciones Andinas se observan tres grupos, los
cuales estan compuestos por las Lineas avanzadas Andinas (Lineas A) que se agrupan con la

sub-raza Nueva Granada 2 (NG2) que se representan de color azul oscuro con un 63%; en
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color verde, la sub-raza Nueva Granada 1 (NG1) con 67%, y la raza Peru de color amarillo con

66%.

O__IIIIIIIIIII
2 3 45 6 K 8 9 101112

Fig. 12: Comportamiento del logaritmo de probabilidad (Ln PD) en funcion del nimero K de poblaciones para
el grupo de 36 SSR.
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Fig. 13: Analisis de la estructura poblacional en 202 genotipos cultivables de la coleccion referencia de frijol
comun, evaluados con 36 SSR (K = 8). (M-1) Mesoamérica 1; (M-2) Mesoamérica 2; (D-J-G) Durango-Jalisco y
Guatemala; (M) Mesoameérica; (Lineas M) Lineas avanzadas Mesoamericanas; (Lineas A) Lineas avanzadas

Andinas; (NG2) Nueva Granada 2; (NG1) Nueva Granada 1.
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5.5. Analisis de coordenadas principales para 88 SSR

Este analisis, el cual se realizé por medio del programa Powermarker, permitio ilustrar mejor
los ejes principales de variabilidad entre las accesiones, reflejando su ordenacion en el espacio
(Figura 14 A). Las tres coordenadas resultantes de éste analisis, explicaron un gran porcentaje
de la totalidad de la diversidad genética (82.38%). El eje 1 explico el 67.23% de la variabilidad,
el eje 2, explico el 7.92% de la variabilidad y el eje 3 el 7.23% de la variabilidad para la totalidad

de los marcadores empleados.

La representacion de la grafica tridimensional permitié confirmar de manera espacial la
estructura obtenida en STRUCTURE. De acuerdo con la grafica la subdivision mas evidente
ocurrid entre los acervos Mesoamericano y Andino para los tres grupos de marcadores
evaluados. Dentro de cada uno de los acervos se observd la separacion de las razas, las
cuales presentaron el mismo comportamiento obtenido por STRUCTURE, generando asi

diferente niumero de poblaciones de acuerdo al grupo de marcadores estudiados.

De esta manera se puede observar en el analisis de 88 SSR una separaciéon muy clara entre
los subgrupos de cada acervo, asi como la ubicacidn del genotipo control Mesoamericano
(DOR364), el cual se agrupa dentro de la tercera poblacion correspondiente al grupo
denominado Mesoameérica, y el genotipo control Andino (G19833) quien se agrupa en la
poblaciéon numero cuatro la cual corresponde a la poblacién denominada Nueva Granada 2
(NG2). (Fig. 14 A).

5.6. Analisis de coordenadas principal para el grupo de 40 SSR

Para el grupo de 40 SSR, grupo A, se explicé un 78.19% de la variabilidad genética, en el cual
el eje 1 explicé el 57.81% de la variabilidad, el eje 2, 12.03% de la variabilidad y el eje 3, 8.35%
de la variabilidad (Fig. 14 B); se observan cinco poblaciones Mesoamericanas donde se
distinguen la poblacién Mesoamérica 1 (M1), que conforma la poblacion 1; Mesoamérica 2,
conforma la poblacién 2 (M2); el complejo Durango-Jalisco (D-J) el cual se combina con

individuos de la raza Mesoamérica (M), para formar la poblacién 3, y con individuos de
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Guatemala (G) para conformar la poblacién 4; finalmente las lineas Mesoamericanas (LM)

formando el grupo 5.

Entre tanto se obtuvo dos poblaciones del acervo Andino como son, lineas Andinas (LA) para
formar la poblacién 6, y la combinacién de los individuos de las sub-razas Nueva Granada 1y

2, ademas de los individuos de la raza Perd (NG1, NG2 y Peru) para conformar la poblacion 7.

5.7. Analisis de coordenadas principales para el grupo de 36 SSR

Al evaluar 36 marcadores del grupo B, en el cual se explicé el porcentaje de la totalidad de la
diversidad genética en 80.9% en donde el eje 1 explico el 61.84% de la variabilidad, el eje 2,
11.34% de la variabilidad y el eje 3, 7.72% de la variabilidad (Fig. 14 C); se observaron cinco
poblaciones dentro del acervo Mesoamericano correspondientes a los subgrupos Mesoamérica
1 (M1); Mesoamérica 2 (M2); Complejo Durango-Jalisco (D-J) combinado con la raza
Guatemala (G); raza Mesoameérica, la cual contiene individuos M1y M2, y las lineas avanzadas
Mesoamericanas (Lineas M). Las subdivisiones del acervo Andino fueron ftres,
correspondientes a los subgrupos lineas avanzadas Andinas (lineas A) combinadas con los
individuos de la raza nueva Granada 2 (NG2); raza Nueva granada 1 (NG1) y finalmente la raza
Peru que forma un grupo diferenciado. De esta manera se puede observar que el grupo de 36
marcadores puede discriminar de forma clara las razas Andinas en comparacion con los
marcadores del grupo de 40 SSR. Para las poblaciones del acervo Mesoamericano ambos
grupos de marcadores pudieron diferenciar cinco poblaciones, aunque con pocas diferencias

entre el agrupamiento de los individuos para las poblaciones obtenidas.
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Fig. 14: Representacion grafica en tres dimensiones de la distribucién y ubicacién espacial de 202 genotipos
cultivables a partir del analisis de coordenadas principales (PCoA). A. Agrupamiento en 6 poblaciones por
medio de 88 SSR, donde se sefiala la posicion de los controles tanto Andino (G19833), como Mesoamericano
(DOR364). B. Agrupamiento de 7 poblaciones por medio de 40 SSR. C. Agrupamiento de 8 poblaciones por medio
de 36 SSR. Los colores de las poblaciones son correspondientes a los obtenidos en el software STRUCTURE. Las
figuras geométricas representan los individuos de cada poblacién y la gama de colores para cada poblacion se

presenta en las columnas correspondiente a cada figura.
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5.8. Analisis de diversidad Neighbor-Joining

El analisis de las distancias genéticas entre accesiones fueron calculadas mediante el arbol
Neighbor-Joining construido por el software DARWIN version 5.0, el cual compara los
genotipos que presentan mayor relacién y los agrupan de acuerdo al numero de alelos
compartidos. De acuerdo a esto se observa la divergencia de los acervos Mesoamericano y
Andino (Fig. 15 Ay B).

El comportamiento de las poblaciones dentro de cada uno de los acervos, y el analisis de
Neighbor-Joining, presentaron variacion de acuerdo al grupo de marcadores evaluados (A y B),
por tal razén existe diferencia en la agrupacion de las accesiones. En el arbol obtenido para el
grupo de marcadores A (Fig. 15 A) no se observé discriminacion entre de los individuos lo cual
conllevé al agrupamiento de las accesiones de tal manera que no se presentd una separacion
clara de las razas y sub-razas. En el grupo de marcadores B (Fig. 15 B), las accesiones
denominadas M1 y M2 presentaron agrupaciones muy proximas, asi mismo varias lineas
mejoradas se agruparon entre si dentro de la rama formada por estas sub-razas. Mientras tanto
para las razas denominadas Durango y Guatemala, que conforman el complejo D-J, se
generaron varias ramas en las cuales los individuos estuvieron mas dispersos. En el caso del
acervo Andino las sub-razas denominadas NG1 y NG2 se presentaron completamente
combinadas, contrario a lo observado por los individuos de la raza Peru los cuales estan mas
agrupados conformando una rama definida. De esta manera se pudo observar que los
marcadores del grupo B presentaron una mayor discriminacion de las poblaciones, mas que los
marcadores del grupo A, lo cual puede ser debido a que los marcadores del grupo A estan
ubicados en regiones mas conservadas lo que incide en la poca diferenciacion de los

individuos.

En lo que corresponde a las lineas avanzadas Mesoamericanas y Andinas, se generaron
grupos mas definidos en ambos acervos para el caso de los marcadores del grupo A, mientras
que para el grupo B el comportamiento de las lineas avanzadas fue diferente en el cual se
agruparon con diferentes razas. Dicho comportamiento puede estar dado por la procedencia
que presentan, ya que estas accesiones han sido sometidas a diversos cruces en el proceso de
mejoramiento, lo que ha conllevado a que presenten alelos de diversas procedencias, y su
agrupamiento se debe a que comparten mas caracteristicas entre si que las que comparten

con las demas razas.
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5.9. Analisis molecular de varianza en el grupo de 88 SSR

Se analizé la varianza molecular entre individuos, entre poblaciones y dentro de las
poblaciones por medio del programa GeneAlex version 6.1 (Peakall & Smouse 2007), lo cual
indicé que las agrupaciones establecidas en las accesiones de la coleccion referencia de
cultivables son significativas y que la mayoria de la variacién es explicada por la interaccion
entre los individuos entre poblaciones (82%). Sin embargo se pudo observar que la variacién
entre las poblaciones (2%) fue mas baja que la variacidon obtenida dentro de las poblaciones
(16%). (Tabla 3). El grado de diferenciacion genética entre poblaciones en términos de
frecuencias alelicas fue de 0.023 (Fst), lo cual segun Wright (1978) este valor es bajo siendo un
indicativo de poca diferenciacion genética (Tabla 4), de esta manera una tendencia al
incremento de los valores de Fst (0 < Fst < 1) indicara incremento de la diferenciaciéon

genética.

Tabla 3: Resultados del analisis molecular de varianza (AMOVA), comparando las poblaciones derivadas del
analisis con el programa STRUCTURE para 88 SSR.

AMOVA

SUMA DE COMPONENTES % DE
FUENTE DE VARIACION GL CUADRADOS PRINCIPALES VARIACION
ENTRE POBLACIONES 5 474.413 94.883 2%
ENTRE INDIVIDUOS ENTRE \
OB ACIONRS 195 10384.868 53.256 82%
DENTRO DE LA POBLACION 201 955.500 4754 16%
TOTAL 401 11814.781 100%

FST: 0.023

Tabla 4: Rangos Interpretacion planteada por Wright 1978

RANGOS DE Fsr GRADO DE DIFERENCIACION POBLACIONAL
0.00 - 0.05 INDICATIVO DE POCA DIFERENCIACION GENETICA
0.05-0.15 INDICA UNA DIFERENCIACION GENETICA MODERADA
0.15-0.25 INDICA GRAN DIFERENCIACION GENETICA
0.25-1.00 INDICA UNA DIFERENCIACION GENETICA MUY GRANDE
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Fig. 15: Arbol Neighbor-Joining obtenido a partir del
software Darwin. A) Evaluacion de 202 genotipos de la
coleccion referencia a partir de 40 SSR, la designacion de los
colores se realizo de acuerdo a las poblaciones obtenidas en
STRUCTURE. Para el acervo Mesoamericano, en color verde
M1, naranja M, azul claro M2, rojo D-J y amarillo Lineas M.
Para el acervo Andino, Azul oscuro Lineas A, Violeta NG1-NG2.
B) Grupo de 36 SSR. Para el acervo Mesoamericano se
observa en color rojo M1, naranja M2, azul claro D-J, rosado
Lineas M, azul oscuro Lineas A, NG1 verde y amarillo Peru.
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6. DISCUSION

El concepto de coleccion Core fue desarrollado hace 25 afios (Frankel 1984) para facilitar el
acceso a la diversidad disponible en estas grandes colecciones. La idea es identificar una
muestra representativa manejable sobre las cuales los analisis podrian ser concentrados antes
de re-explorar una amplia variacion de materiales. Glazzman et al. (2010) sefialan que una
coleccion referencia es un grupo de recursos genéticos representativos de lineas o accesiones
de cultivares que son usados por la comunidad cientifica como una referencia para una
caracterizacion integrada de su diversidad biolégica. Debido a la importancia de estas
colecciones se han dedicado muchos esfuerzos para la creacion de estas en diferenntes
cultivos de interes, es asi com el programa de frijol del CIAT ha seleccionado un conjunto de
genotios de especial interes para cubrir ciertas caracteristicas a nivel agronomico como

tolerancia a estrés hidrico e incremento de minerales que aporten a una mejor nutricion.

Para frijol comun el actual conocimiento de la estructura de la poblacion y el origen de la
domesticacion a partir de la coleccion referencia esta basado en estudios de diversos tipos de
marcadores moleculares como son proteinas de semilla (Gepts et al. 1986, Gepts & Bliss
1986), alozimas (Koenig & Gepts 1989; Singh et al. 1991), RFLPs (Becerra-Velasquez &
Gepts1994), RAPDs (Freyre et al. 1998), AFLPs (Tohme et al. 1996; Papa and Gepts 2003),
SSRs (Blair et al. 2006; Diaz and Blair 2006) y caracteristicas morfoldgicas (Singh et al.1991;
Gepts 1998). Sin embargo en la mayoria de estos estudios el bajo nivel de polimorfismo de los
marcadores, a excepcion de los SSRs, y el reducido numero de estos excluyen una
cuantificacion mas detallada de la estructura de la poblacion y las relaciones genéticas dentro
del germoplasma de frijol comun. Presumiblemente marcadores mas neutrales podrian por lo
tanto ser mas deseables para evaluar la estructura y diversidad genética del frijol comun (Kwak
et al. 2009). De esta manera para obtener mas informacion acerca de la estructura y la
diversidad genética de frijol comun se han usado 88 marcadores microsatélites fluorescentes
cuya metodologia es mas informativa y precisa con el tamafio y numero de alelos obtenidos
para cada marcador, conllevando asi a la minimizacién de los errores que se puedan obtener

bajo otras metodologias empleadas en el proceso de tincidon y visualizacion de las bandas.
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6.1. Metodologia M13

Inicialmente para este estudio se disefiaron 100 marcadores microsatélites fluorescentes de los
cuales 76 presentaron marcaje terminal fluorescente y 24 fueron disefiados con la metodologia
de marcaje fluorescente M13. Sin embargo solo se tuvo éxito con 12 marcadores disefiados
con M13 en el proceso de amplificacion y marcaje fluorescente, reduciendo el numero total de

marcadores a 88.

Entre los inconvenientes que surgieron con los marcadores disefiados con M13 estan, una
mala sefal en el electroferograma, como tartamudeo y baja intensidad de los picos, aparicién
de un pico de bandas inespecificas y muchos datos perdidos. Debido a lo anterior se eliminaron
dichos marcadores los cuales componian 3 paneles. Estos inconvenientes han sido detectados
también por Schuelke (2000) en analisis de microsatélites humanos, mientras tanto, Oblessuc
et al. (2009) para frijol comun y Arruda et al. (2010) para estudios de estructura poblacional en
anfibios, desarrollaron en la metodologia cambios en el proceso de amplificacién y marcaje, ya
que para estos autores se obtuvo amplificaciones inespecificas o baja sefal de la banda por lo
que para el actual estudio se realizaron las modificaciones necesarias a la metodologia pero
con resultados negativos. Sin embargo las amplificaciones positivas de 12 SSR con M13

generaron buenos resultados con picos bien definidos y tamanos de los alelos esperados.

Las posibles causas de la no obtencion de la banda esperada se pueden resumir en el proceso
de amplificacion y marcaje fluorescente. Debido a que la metodologia usa tres cebadores
puede existir competicion entre ellos para el alineamiento con el ADN, esto ha sido reportado
por Neilan et al. (1997) y quienes han sugerido una extensiva homologia entre el cebador
marcado y el genoma objetivo lo cual limita el uso de muchos cebadores, lo que posteriormente
fue adicionado por Arruda et al. (2010) aportando también el amplio rango de temperatura de
alineamiento que presenta el cebador fluorescente M13 siendo 53°C el 6ptimo de ensamble y
sin embargo encontraron que este primer presenté actividad de acoplamiento por encima de
62°C lo que generaria problemas al acoplamiento de los demas cebadores, en especial el
forward o quimera que para el actual estudio presenté una longitud adicional de 18pb. Wu et al.
(1991) y Singh et al. (2000) sugieren que largos cebadores tienden a ser mas inestables lo cual

dificulta su alineamiento con la plantilla de ADN.
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Por esta razén la metodologia ha sufrido cambios en el proceso de marcaje fluorescente vy el
protocolo debe ser aplicado y/o modificado para cada especie con la cual se vaya a trabajar,
por ejemplo Kwak & Gepts (2009) realizaron 2 reacciones de PCR para evitar las
amplificaciones inespecificas, lo que conllevé a la disminucion de la competencia entre
cebadores ya que el proceso de marcaje se llevo a cabo en una segunda reaccion, por otra
parte Arruda et al. (2010) resolvieron el problema con la pausa de la reaccién de PCR en los
ciclos finales para asi adicionar el cebador marcado y extender los ciclos para el proceso de
marcaje, este mismo proceso fue aplicado por Oblessuc et al. (2009). Este tipo de
metodologias fueron llevadas a cabo en este estudio, sin embargo los errores de amplificaciéon
y marcaje pudieron ser debidos por los marcadores microsatélites ya que algunos de ellos
presentaron una baja resolucion o una amplia gama de bandas en el registro obtenido a partir

de los geles de poliacrilamida.

A pesar de estas dificultades el nimero de marcadores microsatélites fue suficiente para
generar una buena estructura poblacional, ya que este sistema de marcadores automatizados
reportan gran utilidad en la deteccion de altos niveles de diversidad genética y una estructura
poblacional bien definida para frijol comun, tanto para genotipos cultivados (Blair et al., 2009;
Asfaw et al., 2009; Blair et al., 2010) como para la comparacion entre silvestres y cultivados
(Kwak and Gepts, 2009).

6.2. Estructura poblacional de la coleccion referencia de frijol comun

La asignacion de las accesiones dentro de cada una de las razas fue determinada parcialmente
por Singh et al. (1991); usando caracteristicas morfologicas y bioquimicas. Singh et al. (1991)
propusieron dos acervos y seis razas, Nueva Granada, Peru y Chile, para el acervo Andino;
Durango, Jalisco y Mesoamérica para el acervo Mesoamericano. Posteriormente Beebe et al.
(2000), por medio de marcadores moleculares de tipo RAPD, distingui6 una cuarta raza
Mesoamericana designada Guatemala, la cual fue confirmada por Blair et al. (2009a) con
marcadores SSRs quien le dio una distincién a la raza dentro del grupo Mesoamérica usando
604 genotipos con 36 marcadores microsatélites génicos y gendmicos. Por otra parte Diaz &

Blair (2006) encontraron que las razas Durango y Jalisco se agrupan juntas debido a la
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variedad de caracteristicas compartidas, como son, tipo de faseolina, tamafo de semilla y

habito de crecimiento, conllevando a la denominacién del complejo Durango-Jalisco.

La estructura poblacional identificada en este estudio es generalmente consistente con el
esquema jerarquico actual de los acervos y la estructura racial ecogeografica dentro de los
acervos propuestos previamente (Singh et al. 1991; Beebe et al. 2001; Blair et al. 2009). La
diferenciacion de los acervos Mesoamericano y Andino han sido bien soportados en este
analisis mediante los software STRUCTURE, PCoA y Darwin, donde se observé una clara
separacion de los principales acervos geograficos, esta ahora bien documentado basado en
caracteristicas genotipicas y moleculares lo que para Kwak & Gepts (2009) en la informacion
obtenida hasta el momento se puede sugerir que P. vulgaris podria estar sufriendo un proceso

de especiacion incipiente inclusive cuando los dos acervos fueron domesticados.

Los grupos identificados por STRUCTURE para cada uno de los acervos generalmente
correspondieron a la estructura racial de frijol comun identificado por Singh et al. (1991)
excepto para las razas Durango y Jalisco las cuales han sido previamente agrupados en los
estudios realizados por Diaz & Blair (2006) y de la misma manera se agruparon en los estudios
realizados por kwak & Gepts (2009). Estos autores explican que la raza Jalisco es una variedad
que presenta habito de crecimiento principalmente trepador (habito V) distribuida en altas
tierras en los estados de Jalisco, Guanajuato, Michoacan, México, Puebla y Oxaca, y la raza
Durango que incluye variedades de habito postrado (habito 1ll) que habitan principalmente en
las altas tierras semiaridas del norte de México. La subdivision de D-J podria ser distinguida por
su distribucion, morfologia de la planta y resistencia a enfermedades, pero aun no estan bien
diferenciadas a nivel molecular (Kwak & Gepts 2009). Otra alternativa seria que el complejo D-J
ha divergido muy recientemente, ademas del gran flujo de genes entre las dos razas, lo que
conlleva a que la diferenciaciéon sea limitada a unos pocos genes principales que controlan la
morfologia de la planta y la semilla, o una combinacién de estos factores. (Kwak & Gepts
2009).

El comportamiento de las accesiones dentro de los grupos para cada uno de los acervos a
partir del analisis de STRUCTURE puede estar mediado por caracteristicas como habitos de
crecimiento tipo Il y lll, lo cual es similar a lo obtenido por Blair et al. (2009) donde las sub-
razas M1 y M2 estuvieron estrechamente relacionadas y cuya asociacion estuvo mediada por

los habitos de crecimiento y tamafio de semilla. Estas observaciones llevadas a cabo por Blair
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et al. (2009) en las razas Mesoamericanas, correspondieron con el comportamiento observado
para los sub-grupos M1 y M2 donde existié una relacidon mas agudizada de estas sub-razas
como se pudo analizar por medio de las poblaciones obtenidas, los sub-grupos M1 y M2
siempre estuvieron muy relacionados, asi mismo para el complejo D-J que también presento
una estrecha relacion con los individuos de la raza Guatemala, tanto en los analisis llevados a
cabo en STRUCTURE, como los obtenidos en PCoA'y Neighbor Joining.

En el agrupamiento observado para las poblaciones Andinas, donde se determiné la inclusién
de algunos genotipos agrupados en razas o sub-razas diferentes a las asignadas, puede ser el
resultado del largo proceso de domesticacidon al cual han sido sometidas, donde las
caracteristicas de seleccidon se han basado principalmente en tamafio de la semilla, color y
habito de crecimiento, lo que ha conllevado a que aparezca un flujo de genes importante dentro
de las razas e incluso dentro de los acervos (Debouck 1991). De esta misma manera Beebe et
al. (2001) encontraron por medio de AFLP, que los genotipos cultivables Andinos formaran un
grupo relativamente compacto sin las subdivisiones que corresponderian a las razas Nueva
Granada, Peru y Chile, lo que los llevé a concluir que las tres razas Andinas han tenido un
origen comun y han divergido como resultado de la seleccion humana. De acuerdo con los
analisis llevados a cabo por Beebe et al. (2001), se puede explicar porque algunos individuos
de las razas pertenecientes al acervo Andino presentaron una combinacion entre si en el
agrupamiento, lo que relacionado con este estudio en el grupo de 40 SSR las accesiones

Andinas forman un grupo indiferenciado entre las razas Nueva Granada 1y 2 y la raza Peru.

Adicionalmente Blair et al. (2007), sugieren que, ademas de que los genotipos de la raza Nueva
Granada son distinguidos de la raza Peru por la produccion de semillas cilindricas o
ligeramente ovaladas, y que también difieren en términos de su rango de adaptacion y pueden
ser encontrados en un amplio grado de regiones tropicales, subtropicales y templadas
comparado a el mas limitado ambiente donde los genotipos de la raza Peru crecen en sitios de
alta elevacion en los Andes, el flujo de genes entre las razas Nueva Granada y Peru es
probablemente muy comun en las regiones de los Andes donde las dos razas se sobrelapan
como en Ecuador y Colombia y conlleva a genotipos intermedios. Ademas los intercambios
entre germoplasma, flujo de genes y programas de cruzamiento entre y dentro de los acervos
han dado surgimiento a la introgresién entre los acervos (Beebe et al. 2001; Islam et al. 2002) y

entre razas (Diaz & Blair 2006) resultando en fenotipos intermediarios que no clasifican bien
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dentro de alguna raza o acervo. Ademas es conocido que las razas se originaron de multiples
domesticaciones separadas, o fueron el resultado de una unica domesticacion en cada regién
con subsecuente diferenciacion y adaptacion a nichos agroecoldgicos especificos (Chacon et
al. 2005).

6.3. Diversidad genética en frijol comun

La diversidad genética presentd un valor alto (0.65), sin embargo el PIC (0.60) obtenido para
este estudio fue bajo, lo cual segun Kwak & Gepts (2009) esta caracteristica de presentar
valores pequefos de polimorfismo es comun en especies autdgamas. Serwinski (1997) agrega
también que las especies cultivables pueden sufrir perdida de la variabilidad genética de las
poblaciones lo cual puede ocurrir tanto in situ (bancos de germoplasma) como ex situ (mediada
por los granjeros y programas de mejoramiento), lo que es causado por el bajo intercambio
genético entre los cultivados (Gémez et al. 2004). En contraste la riqueza en niumero de alelos
obtenidos a partir de los microsatélites fluorescentes (960) es muy alta lo cual segun Blair et a/
(2009) la tecnologia de marcadores fluorescentes es altamente aguda en la deteccién de los
alelos con pequefias diferencias, asi como su alta reproducibilidad y caracteristica co-

dominante hace de ellos una gran ventaja con respecto a otro tipo de marcadores.

Sin embargo en lo que respecta a los grupos dentro de las razas el grado de diferenciacion
genética entre poblaciones en términos de frecuencias alelicas fue muy bajo (Fst 0.023) lo que
es un indicativo de poca diferenciacion (Wright 1978) y cuyos valores obtenidos corresponden a
la misma especie, principalmente para especies autdgamas. El bajo valor Fst asi como la baja
diferenciacion genética existente entre las poblaciones (2%) llevado a cabo por medio del
analisis de la AMOVA, fue mas baja que la diferenciacion dentro de las poblaciones (16%), y
puede ser debida segun Gepts (1988) a la limitada diversidad genética que se presenta dentro
de las accesiones que han sido sometidas a domesticacion, visto desde la perspectiva de los
analisis de faseolina de frijol comun cultivable se sugiere una unica domesticacion. Papa &
Gepts (2003) por medio de AFLP encontraron que las diferentes razas mesoamericanas se
agrupan juntas dentro de un gran grupo, y quienes consideran como soporte para las
conclusiones de los datos de faseolina. Ademas Chacén et al. (2005) consideraron también que
las razas se han diferenciado después de la domesticacion como un resultado de la seleccién

de los granjeros.

62



En consideracion de una posible alternativa a la baja diversidad genética obtenida en genotipos
cultivables, es que podrian haber sido domesticados una vez y entonces dispersados en
cultivos a otras regiones. El locus de faseolina es un unico complejo de genes repetitivos y es
uno de los factores que influyen en el tamano de la semilla (Gepts 1988), conllevando asi a un
cuello de botella regido por los humanos en el proceso de seleccion y domesticacion de frijol

comun.

La seleccion entre los hibridos domesticados y silvestres para grandes semillas pudo favorecer
la vinculacion de la faseolina tipo S (Chacén et al 2005). Por otra parte Beebe et al. (2000)
sugieren que este proceso pudo haber ocurrido repetidamente, produciendo diferentes
poblaciones de frijol domesticado que derivan mas de su genoma de diversas poblaciones de
frijol silvestre que las caracteristicas derivadas del sindrome de domesticacion del domesticado
original y desde alli compartié su faseolina tipo S. Gonzales & Debouck (2004), (datos no
publicados) explican también que las diferentes adaptaciones agroecoldgicas en las razas
Mesoamericanas difieren en los haplotipos de los cloroplastos, lo que segun Papa & Gepts
(2003) parecen haber sido introgresados predominantemente desde los silvestres a los
domesticados, mientras la introgresion de los genes nucleares es predominantemente de los

domesticados a los silvestres.

El comportamiento observado para algunas accesiones en el analisis de Neighbor-Joining es
una representacion de genotipos introgresados ya que no presentaron una clara separacion
hacia uno de los acervos. Un caso mas caracteristico fue para el control Andino G19833 el cual
se alejé de acervo Andino y se ubica en el arbol en posicion intermedia, lo que segun Blair et al.
(2010) es debido a que G19833 es un genotipo que presenta caracteristicas muy andinas lo
que lo excluye de los demas genotipos de la raza Peru. Por otra parte con respecto a las
demas accesiones, el proceso de mejoramiento ha generado introgresion de genes (como el
gen |) por parte de las variedades Mesoamericanas hacia las Andinas lo que conlleva a que
estas accesiones no se agrupen con los acervos respectivos, adicionalmente Debouck (1991)
sugiere que la introgresion se puede deber al proceso de domesticacién que se ha llevado a
cabo desde hace 4.000 anos y el proceso de seleccion lo cual favorecié a los genotipos que
presentaban caracteristicas como tamafo de semilla generando asi un flujo de genes

importante entre las accesiones domesticadas.
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Mientras tanto en las graficas de 3D a pesar de lo observado para la separacion de los acervos,
también se pudo identificar y separar claramente las poblaciones dentro de cada acervo de
acuerdo a lo establecido por Blair et al. (2007) para razas Andinas, Blair et al. (2009) para la

coleccién Core, y en genotipos silvestres y cultivados (Kwak & Gepts 2009)

6.4. Analisis de los grupos de marcadores evaluados

En el grupo de 40 SSR los agrupamientos y obtencién de las poblaciones, especialmente para
el acervo Andino, no se pudo generar ya que las accesiones de este acervo presentaron gran
similitud a partir de este grupo de marcadores conllevando a una diferenciacion nula. Blair et al.
(2007) sugieren que ha sido notable el hallazgo de diversos genotipos de habito trepador de los
cuales previamente se pensd que estaban en la raza Peru y actualmente pueden clasificarse
en la raza Nueva Granada, y viceversa, frijol determinado arbustivo el cual se ha pensado que
pertenecen a la raza Nueva Granada y podrian clasificarse como de la raza Peru. Este tipo de
acontecimientos convergen en la posible explicacion del comportamiento de los individuos
dentro de las poblaciones de acuerdo al grupo de marcadores evaluados, ya que se
presentaron algunas diferencias en el agrupamiento de las accesiones segun el grupo de
marcadores, lo cual se podria inferir que flanquean regiones del genoma que pueden cambiar

un poco la estructura de la poblacién.

Por otra parte para el grupo de 36 SSR evaluados en este estudio los individuos de la raza
Peru formaron un grupo bien diferenciado bajo el analisis de STRUCTURE y PCoA, lo cual es
similar a los resultados obtenidos por Blair et al. (2007), ademas bajo el mismo analisis hallaron
mezclas de algunos genotipos de las razas Peru y Nueva Granada en las agrupaciones
arrojadas por STRUCTURE, de la misma manera en lo observado para el presente analisis.
Posteriormente Blair et al. (2009) por medio de mapeo asociativo, pudieron diferenciar que los
genotipos de la raza Peru presentaron caracteristicas diferenciales entre si con respecto al
tamafo y color de la semilla dando lugar a la diferenciacién en 2 sub-razas de la raza Peru (P1
y P2).

De esta manera se pudo observar la variacién de la estructura poblacional y la diversidad
genética de la coleccion referencia a partir de los SSRs evaluados, dicho comportamiento

podria estar siendo influenciado por la ubicacién de los microsatélites usados en el genoma.
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Estos resultados son una opcion y punto de partida para poder llevar a cabo un analisis de
estructura poblacional y diversidad genética a partir de un nimero de marcadores que sean
bien informativos y presenten alta calidad de amplificacion, si que sea necesario el uso de un

gran numero de marcadores.

La combinacion de ambos grupos, asi como los marcadores disefiados con la metodologia M13
revelaron la estructura poblacional de acuerdo por lo establecido en otros estudios a partir de
microsatélites automatizados (Blair et al. 2009; Kwak & Gepts 2009; Oblessuc et al. 2009;
Asfaw et al. 2009), siendo esta una gran herramienta para el estudio de grandes colecciones

permitiendo asi una evaluacion precisa de los alelos.
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7. CONCLUSIONES

» La metodologia de marcaje fluorescente llevada a cabo con el cebador universal M13 es
una gran posibilidad para el andlisis en los estudios de diversidad, ya que es la
metodologia mas econdmica dentro del sistema de marcadores automatizados,
conllevando asi a facilitar el acceso a estas tecnologias que van de la mano con las
necesidades de estudiar y comprender mejor la diversidad, sin embargo se requiere
mejorar la calidad de las bandas obtenidas en la amplificacién para optimizar el proceso

de marcaje fluorescente.

» De acuerdo al gran numero de alelos observados, diversidad genética y PIC, se pudo
observar que el analisis de fragmentos por medio de microsatélites fluorescentes
presentd una mejor deteccion mediante el sistema automatizado ABI3730 dando un
tamafio mas preciso de los alelos y grado de polimorfismo entre ellos, hasta de un par
de bases de diferencia, generando a una mayor sensibilidad y agudizacion de los

resultados obtenidos.

» Las colecciones de germoplasma son una gran fuente de informacién para la
comprension de los procesos de domesticacion y seleccion que han sido llevados a
cabo por los humanos durante milenios. Para frijol comun es de especial importancia la
coleccion referencia, ya que por medio de esta se puede inferir acerca de la historia de
la especie a nivel de la agricultura y todos los procesos de dispersion que
subsecuentemente fueron ejecutados por las civilizaciones humanas. Ademas este tipo
de estudios ayuda a conocer los centros de diversidad donde es critica la conservacion
de estas areas para la proteccion de los recursos genéticos donde existe un potencial

de informacion que puede ser aplicada para la proteccion de las especies.
» La comparacion de diversos grupos de marcadores SSR son una buena herramienta

para poder discriminar la calidad y el potencial de informacién que contienen para asi

llegar a un anadlisis mas a fondo de los marcadores empleados para los estudios de
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diversidad, de esta manera se puede obtener un nimero pequefio de SSRs que puedan

ser analizados en otras colecciones de frijol comun.

8. RECOMENDACIONES

Existe una gran fuente de informacion contenida en el banco de germoplasma de frijol
comun y lacoleccién referencia es un acceso a gran parte de la diversidad contenida
alli, de esta manera es importante continuar anclando mas marcadores que puedan
flanquear regiones de inerés agrondmico que puedan generar avances significativos en

los procesos de mejoramiento genéntico.

La metodologia de marcaje fluorescente M13 es una nueva propuesta para el programa
de caracterizacion de germoplasma de frijol del CIAT, la cual debe seguir siendo
implementada hasta lograr calidad y eficiencia en todos los SSR utilizados en esta
metodologia, por ello se recomienda al equipo de trabajo de frijol del CIAT continuar con

el proceso de marcadores fluorescentes por medio del cebador M13.

Es importante disefiar cebadores automatizados que sean informativos y asi mismo que
tengan un gran poder discrimitnativo que puedan collevar a una mejor estructura

poblacional en los genotipos cultivados.
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Anexo 1. 121 Genotipos pertenecientes al Acervo Mesoamericano

G278 G2379 G3545 G4730 G10971 G15685 G19941
G753 G2402 G3586 G4822 G10982 G16026 G21212
G801 G2445 G3593 G5036 G11010 G16072 G22044
G803 G2635 G3595 G5653 G11057 G16400 G22787
G955 G2660 G3661 G5694 G11656A G16401 BAT477
G1264 G2775 G3807 G5712 G11721 G16835 BAT93
G1328 G2778 G3936 G5733 G12778 G16849A DOR364
G1356 G2866 G3990 G6450 G12796 G17648 DOR390
G1358 G2997 G4002 G7038 G12806 G17649 MAHARAGISOJA
G1797 G3005 G4017 G7602 G13177 G18141 MASAAIDRED
G1957 G3017 G4206 G7742 G13578 G18147 NCB280
G1977 G3142 G4258 G7761 G13696 G18157 PINTOVILLA
G2093 G3178 G4278 G7765 G14163 G18440 SEA15
G2137 G3185 G4280 G7863 G14737 G18451 SER109
G2199 G3217 G4342 G7932 G14914 G18454 SER16
G2277 G3331 G4495 G7952 G15416 G19012 SXB418
G2348 G3334 G4637 G10945 G15641 G19204 T.CANELA75
G2352 VAX3

Anexo 1. 81 Genotipos pertenecientes al Acervo Andino.

G8209 G4494 G5273 G9846 G13094 G17168 AND1005

G738 G4534 G5625 G9855 SEQ1027 G18255 CAL143

G1678 G4547 G5708 G11512 G13910 G18264 CAL96

G1688 G4644 G5849 G11521 G13911 G18942 DRK47

G1836 G4672 G6639 G11564 G14016 G19833 PVA1111

G1939 G13595 G6873 G11585 G14253 G19842 PVAT773

G2563 G4721 G7776 G11727 G16104E G19860 SAB258

G2567 G4739 G7895 G11759A G16110A G21210 SAB645

G2686 G4906 G7945 G11957 G16115 G22147 SEQ1003

G2875 G5034 G19839 (G11982 G16346 G23604

G3157 G5142 G9335 G12517 G17070 G23829

G4001 G5170 G9603 G12529 G17076 AFR619
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Anexo 2. Grupo A. 40 Cebadores con marcaje terminal fluorescente conformados por 10 paneles.

Pb Pb GRUPO DE
MARCADOR SECUENCIA FORWARD SECUENCIA REVERSE MIN MAX PANEL FLUORESCENTE TIPO Mg Ta LIGAMIENTO

BM142 TTC CGCTGA TTG GAT ATT AGA G AGCCCGTTCCTTCGTTTAG 155 162 0A FAM GENOMICO 2Mm 52 b02
TGT CCC TAA GAA CGA ATA TGG AAT C GAATCAAGCAACCTTGGATCATAAC 185 210 0A GENOMICO 2Mm 50 b05

BMS53 AAC TAA CCT CAT ACG ACA TGA AA AATGCTTGCACTAGGGAGTT 2 130 0A vic GENOMICO 2Mm 55 b01
BMd33 TAC GCT GTG ATG CAT GGT TT CCTGAAAGTGCAGAGTGGTG 97 110 0A PET GENOMICO 2Mm 47 b11
BM170 AGC CAG GTG CAA GAC CTT AG AGATAGGGAGCTGGTGGTAGC 148 192 0B PET GENOMICO 2Mm 50 b06
CAC ATT GGT GCT AGT GTC GG GAACCTGCAAAGCAAAGAGC 226 233 0B GENOMICO 2Mm 52 b10

BM185 AAG GAG GTT TCT ACC TAA TTC C AAAGCAGGGATGTAGTTGC 100 17 0B vic GENOMICO 2Mm 52 b07
BMd36 CAT AAC ATC GAA GCC TCA CAG T ACGTGCGTACGAATACTCAGTC 161 182 0B FAM GENOMICO 2Mm 47 b03
BM212 AGG AAG GGA TCC AAA GTC ACT C TGAACTTTCAGGTATTGATGAATGAAG 2 130 1A FAM GENOMICO 2Mm 50 b10
AAG GAG AAT CAG AGA AGC CAA AAG TGAGGAATGGATGTAGCTCAGG 270 320 1A GENOMICO 2Mm 56 b04

BM157 ACT TAA CAA GGA ATA GCC ACA CA GTTAATTGTTTCCAATATCAACCTG % 130 1A vic GENOMICO 2Mm 52 b10
PV-ag001 CAA TCC TCT CTC TCT CAT TTC CAA TC GACCTTGAAGTCGGTGTCGTTT 148 160 1A PET GENICO 2Mm 47 b11
BMd40 AAC CTT CTT GCG CTG ATC TC TAGTGGCCATTCCTCGATCT 190 213 1B FAM GENOMICO 2Mm 47 b07
CAG TAA ATA TTG GCG TGG ATG A TGAAAGTGCAGAGTGGTGGA 232 255 1B GENOMICO 2Mm 47 b11

BM152 AAG AGG AGG TCG AAA CCT TAA ATC G CCG GGA CTT GCC AGA AGA AC 80 138 1B vic GENOMICO 2Mm 50 b02
BM161 TGC AAA GGG TTG AAA GTT GAG AG TTC CAA TGC ACC AGA CAT TCC 148 195 1B PET GENOMICO 2Mm 52 b04
BMd03 TGT TTC TTC CTT ATG GTT AGG TTG TCA CGT TAT CAC CAG CAT CGT AGT A 217 233 2A FAM GENICO 2Mm 49 Na
AAG GAT GGG TTC CGT GCT TG CAC GGT ACA CGA AAC CAT GCT ATC 130 140 2A GENICO 2Mm 47 b04

BM184 AGT GCT CTA TCA AGA TGT GTG ACA TAA TCA ATG GGT CAC TG 150 167 2A PET GENOMICO 2Mm 52 b11
BM98 GCA TCA CAA AGG ACT GAG AGC CCC AAG CAA AGA GTC GAT TT 242 255 2A vic GENOMICO 2Mm 55 b03
BM209 CAA CCA ATG AAT GCT GAC AAT G CAA TTT CTT GAT TGA AAG GCA AT 2 158 2B FAM GENOMICO 2Mm 56 b07
CAT CAA CAA GGA CAG CCT CA GCAGCTGGCGGGTAAAACAG 155 170 2B GENOMICO 2Mm 47 b06

BM211 ATA CCC ACA TGC ACA AGT TTG G CCA CCA TGT GCT CAT GAA GAT 140 220 2B PET GENOMICO 2Mm 52 b08
BMd53 TGC TGA CCA AGG AAA TTC AG GGA GGA GGC TTA AGC ACA AA 95 112 2B vic GENICO 2Mm 47 b05
BMd42 TCA TAG AAG ATT TGT GGA AGC A TGAGACACGTACGAGGCTGTAT 128 160 3A PET GENOMICO 2Mm 49 b10
ATG CTG CGA GTT AAT GAT CG TGA GGA GCA AAC AGA TGA GG 175 200 3A GENOMICO 2Mm 50 b03

BMd45 GGT TGG GAA GCC TCA TAC AG ATCTTCGACCCACCTTGCT 85 130 3A vic GENICO 2Mm 49 b01
BM151 CAC AAC AAG AAA GAC CTC CT TTA TGT ATT AGA CCA CAT TAC TTC C 140 154 3A FAM GENOMICO 2Mm 50 b08
BM165 TCA AAT CCC ACA CAT GAT CG TTC TTT CAT TCA TAT TAT TCC GTT CA 155 192 3B PET GENOMICO 2Mm 52 Na
TCT TGC GAC CGA GCT TCT CC CTG AAT CTG AGG AAC GAT GAC CAG 205 248 3B GENOMICO 2Mm 50 b09

BM189 CTC CCA CTC TCA CCC TCA CT GCG CCA AGT GAA ACT AAG TAG A 100 17 3B vic GENOMICO 2Mm 50 b08
BMd10 GCT CAC GTA CGA GTT GAA TCT CAG ATC TGA GAG CAG CGA CAT GGT AG 135 144 3B FAM GENICO 2Mm 48 b01
GGA TAT GGT GGT GAT CAA GGA CATACCCAATGCCATGTTCTC 140 180 4A GENICO 2Mm 49 b02

PV-at007 AGT TAA ATT ATA CGA GGT TAG CCT AAA TC CAT TCC CTT CAC ACA TTC ACC G 145 215 4A FAM GENICO 2Mm 49 b09
BM167 TCC TCA ATA CTA CAT CGT GTG ACC CCT GGT GTA ACC CTC GTA ACA G 100 165 4A vic GENOMICO 2Mm 50 b02
BM153 CCG TTA GGG AGT TGT TGA GG TGA CAA ACC ATG AAT ATG CTA AGA 175 255 4A PET GENOMICO 2Mm 52 Na
GGT CAC TTC CGG AGC ATT C CGGGAAATGGAAGTCACAGT 100 123 4B GENICO 2Mm 47 b11

BM202 ATG CGA AAG AGG AAC AAT CG CCT TTA CCC ACA CGC CTT C 130 210 4B FAM GENOMICO 2Mm 50 Na
BM114 AGC CTG GTG AAA TGC TCA TAG CAT GCT TGT TGC CTA ACTCTC T 220 275 4B vic GENOMICO 2Mm 50 b09
Pv-ag004 TTG ATG ACG TGG ATG CAT TGC AAA GGG CTA GGG AGA GTA AGT TGG 150 216 4B PET GENICO 2Mm 47 b04

Cada marcador presenta la secuencia del cebador forward que contiene el fluorocromo y la secuencia reverse, el tamaino estimado para cada alelo (en pb maximo y minimo), los paneles
(0A - 4B), el nombre del fluorocromo, el tipo de marcador (Genémico y Génico), la concentracién de Magnesio (Mg), asi como la temperatura de alineamiento (Ta en °C) y el grupo de
ligamiento al que pertenecen. Los marcadores que presentan Na no han sido mapeados atin por lo que no presentan anclaje a un grupo de ligamiento.
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Continuacion Anexo 2. Grupo B. 36 cebadores con marcaje terminal fluorescentes conformados por 9 paneles.

MARCADOR  SECUENCIA FORWARD SECUENCIA REVERSE “m MP:X PANEL FLUORESCENTE TIPO Mg Ta L?GR :,\Zg,\?fo
GATS91 GAG TGC GGA AGC GAG TAG AG TCC GTG TCC CTC TGT CTG TG 210 275 5a FAM GENOMIC 1.5Mm 50 b02
TTC ATC CTC TCT CCC GAA CTT CTT TTG TGG CTG AGA CAT GGT 176 190 5a GENIC 1.5Mm 52 Na
BMd20 GTT GCC ACC GGT GAT AAT CT GTG AGG CAA GAA GCC TTC AA 118 132 5a vic GENIC 2Mm 52 bo5
BM172 CTG TAG CTC AAA CAG GGC ACT GCA ATA CCG CCA TGA GAG AT 82 110 5a PET GENOMIC 2Mm 50 b03
TCG CCT TGA AAC TTC TTG TAT C CCCTTC CAG TTA AAT CAG TCG 142 190 5b GENOMIC 1.5Mm 50 b09
BM175 CAA CAG TTA AAG GTC GTC AAA TT CCA CTC TTA GCA TCA ACT GGA 160 195 5b vic GENOMIC 1.5Mm 50 b05
BM200 TGG TGG TTG TTA TGG GAG AAG ATTTGT CTCTGT CTA TTC CTT CCA C 227 295 5b FAM GENOMIC 2Mm 54 bo1
BM205 CTA GAC CAG GCA AAG CAA GC TGA GCT GGG ATT TCA TTT CTG 135 153 5b PET GENOMIC 2Mm 50 b07
BM139 TTA GCA ATA CCG CCA TGA GAG ACT GTA GCT CAA ACA GGG CAC 84 118 6a PET GENOMIC 2Mm 50 b02
BM156 CTT GTT CCA CCT CCC ATC ATA GC TGC TTG CAT CTC AGC CAG AAT C 210 315 6a FAM GENOMIC 1.5Mm 55 b02
PV-ctt001 GAG GGT GTT TCA CTA TTG TCA CTG C TTC ATG GAT GGT GGA GGA ACA G 152 172 6a vic GENIC 1.5Mm 50 bo3
CGT GCT TGG CGA ATA GCTTTG CGC GGT TCT GAT CGT GAC TTC 183 265 6a GENOMIC 1.5Mm 55 b07
TCA CGT ACG AGT TGA ATC TCA GGA T GGT GTC GGA GAG GTT AAG GTT G 161 168 6b GENIC 1.5Mm 50 bo1
BMd01 CAA ATC GCA ACA CCT CAC AA GTC GGA GCC ATC ATC TGT TT 165 199 6b FAM GENIC 1.5Mm 50 bo3
BMd02 AGC GAC AGC AAG AGA ACC TC CAA CAA ACG GTG ATT GAC CA 100 110 6b PET GENIC 1.5Mm 50 b02
BMd16 ATG ACA CCA CTG GCC ATA CA CTC ACT GTC TTC CAT CCA AGC 135 150 6b vic GENIC 1.5Mm 50 b04
BM201 TGG TGC TAC AGA CTT GAT GG TGT CAC CTC TCT CCT CCA AT 94 114 7a PET GENOMIC 2Mm 50 b07
AGO1 CAT GCA GAG GAA GCA GAG TG GAG CGT CGT CGT TTC GAT 126 142 7a vic GENOMIC 2Mm 50 bo3
BM140 TGC ACA ACA CAC ATT TAG TGA C CCT ACC AAG ATT GAT TTA TGG G 160 210 7a FAM GeNomic ~ -SMm 50 b04
GAA CCT GCA AAG CAA AGA GC TCA CTC TCC AAC CAG ATC GAA 114 117 7a GENOMIC 1.5Mm 50 b3
BM187 TTTCTC CAACTC ACTCCTTTICC TGT GTT TGT GTT CCG AAT TAT GA 150 226 7b vic GENOMIC 1.5Mm 52 b06
BMd17 GTT AGA TCC CGC CCA ATA GTC AGA TAG GAA GGG CGT GGT TT 100 118 7b PET GENIC 1.5Mm 50 b02
CTC AAA TCT ATT CAC TGG TCA GC TCT TAC AGC CTT GCA GAC ATC 134 160 7b GENOMIC 1.5Mm 52 b07
PV-at001 GGG AGG GTA GGG AAG CAG TG GCG AAC CAC GTT CAT GAA TGA 170 330 7b FAM GENIC 2Mm 55 b04
BM143 GGG AAA TGA ACA GAG GAA A ATG TTG GGA ACT TTT AGT GTG 118 176 8a PET GENOMIC 2Mm 55 b02
BM149 CGA TGG ATG GAT GGT TGC AG GGG CCG ACA AGT TAC ATC AAA TTC 242 258 8a FAM 2Mm 50 Na
BM137 CGC TTA CTC ACT GTA CGC ACG CGC TTA CTC ACT GTA CGC ACG 122 238 8a vic GENOMIC 2Mm 65 bo
GGC TGA CAA CAA CTC TGC AC CTG GCA TAG GTT GCT CCT TC 320 330 8a GENIC 1.5Mm 50 Na
BMd47 ACC TGG TCC CTC AAA CCA AT CAA TGG AGC ACC AAA GAT CA 128 154 8b PET GENIC 1.5Mm 50 b02
BM141 TGA GGA GGA ACA ATG GTG GC CTC ACA AAC CAC AAC GCA CC 160 350 8b FAM GENOMIC 2Mm 55 b09
PV-cct001 CCA ACC ACA TTC TTC CCT ACG TC GCG AGG CAG TTA TCT TTA GGA GTG 137 158 8b vic GENIC 1.5Mm 50 Na
TTG CCA TCG TTG CTT AAT TG TTG GAG GAA GCC ATG TAT GC 163 202 8b GENIC 1.5Mm 50 bo4
BMd51 CGC CAA TTC TTC AAC CCT AA GTA GTT CGC CCG AGG ACT G 107 118 9a PET GENIC 1.5Mm 50 Na
BMd18 AAA GTT GGA CGC ACT GTG ATT TCG TGA GGT AGG AGT TTG GTG 156 242 9a FAM GENIC 1.5Mm 50 b02
PV-at003 AAG GAT GGG TTC CGT GCT TG GAA TGT GAA TAT CAG AAA GCA AAT GG 156 166 9a vic GENIC 1.5Mm 50 b04
AAT GCG TGA GCA TGA TTA AGG TCA TCT GTC AGC ACC AAA CC 186 192 9 GENOMIC 2Mm 50 b02
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Continuaciéon Anexo 2. Grupo C. 12 cebadores disefiados con primer universal M13 conformando 3 paneles.

MARCADOR  *SECUENCIA FORWARD SECUENCIA REVERSE M wax  PANEL  FLUOROSCENTE TIPO Ta Mg L?(?Itjl\:lgl‘?'l'EO
BMc307 CGC ACG ATT ACT GAA AGT TAG A TCTGCCGAAACTAACACTCG 94 125 10 vic GENICO 47  2mM b1
BMc294 GGT CGT GAT GTC TCCATT T TACCTCCCATCATGCACTTAC 100 133 10 PET GENICO 47  2mM b2

CCC TAT TTA TCT GCA AAT TCA CGA G GGGAGTGTAGATCAAGAGATTAAG 170 194 10 GENICO 47  2mM b04

BMc292 CCT TAT TAT ACT TGT GGT CTC TCT CTC CGAGGATGAACAGAGCATGA 80 135 10 FAM GENICO 47  2mM b0g
BMc206 CTC TCA TCC ATT CGC ACC TT ACCCCACTTGGTCTTCGTCT 102 104 14 vic GENICO 47  2mM b06
BMc161 CCG CTC TTA ACC TGT CAC CT ACCGTGTATTTGAGCGGTTG 130 140 14 PET GENICO 47  2mM b06
AAC CCT AAG CTT CAC GCA TTT G GAGAGATTGACGACGGTTT 158 160 14 GENICO 55  2mM Na

BM197 TGG ACT GGT CGA TAC GAA GC CCCAGAAGATTGAGAACACCAC 195 200 14 FAM GENICO 53  2mM b03
BMc283 CAA AGT CCC ACT CTT CTC TCT C TCAGCAAACCCTAATTGGAA % 113 15 viC GENICO 47  2mM b06
BMc352 TCT CTC TCT TAC TCT TTC TCT CTC TC AGAATTGAGAATTGTGCTGAGAA 55 90 15 PET GENICO 47  2mM b9
CTT GCC TTG TGC TTC CTT CT TCCATTCCCAACCAAGTTTC 90 125 15 GENICO 55  2mM bo4

BM68 TTC GTT CAC AAC CTC TTG CAT T TGCTTGTTATCTTGCCCAGTG 9 100 15 FAM GENICO 56  2mM bo4

*El cebador forward se disefio con la secuencia del primer universal M13 (TGTAAAACGACGGCCAGT) unida a su extremo 5’ por lo que recibe el nombre de quimera. La secuencia reverse se mantiene
inalterada.
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Anexo 3. Diversidad genética en 202 genotipos analizados por medio de 88 marcadores microsatélites, 77
con marcaje terminal fluorescente y 12 con la metodologia de marcaje fluorescente M13.

MARCADORES GENICOS

MARCADOR No ALELOS v|/.\B||_||3/.\|3T DIVERSIDAD GENETICA HETEROCIGOCIDAD Plc*
BM197 3 0.90 0.59 0.011 0.51
BM213 17 0.99 0.76 0.945 0.72
BM68 4 1.00 0.64 0.861 0.58
BMc161 5 0.97 0.71 0.000 0.66
BMc206 7 0.99 0.76 0.025 0.72
BMc283 11 1.00 0.71 0.000 0.67
BMc284 15 0.93 0.84 0.000 0.82
BMc292 13 0.96 0.83 0.440 0.81
BMc294 11 1.00 0.81 0.010 0.79
BMc307 6 1.00 0.72 0.070 0.67
BMc352 11 1.00 0.70 0.960 0.65
BMd01 14 0.99 0.78 0.050 0.75
BMd02 3 1.00 0.50 0.025 0.38
BMd07 8 1.00 0.72 0.000 0.67
BMd10 3 1.00 0.52 0.000 0.45
BMd15 6 0.97 0.58 0.282 0.50
BMd16 5 0.98 0.51 0.036 0.39
BMd17 3 0.99 0.66 0.080 0.58
BMd18 4 0.98 0.14 0.071 0.13
BMd20 6 0.93 0.69 0.027 0.64
BMd22 3 1.00 0.53 0.000 0.44
BMd26 8 0.99 0.69 0.719 0.64
BMd45 19 1.00 0.76 0.617 0.73
BMd47 3 0.97 0.48 0.010 0.37
BMd53 3 0.97 0.50 0.000 0.39
PV-ag001 4 1.00 0.53 0.000 0.46
PV-gaat001 5 1.00 0.54 0.000 0.48
PV-at007 13 1.00 0.87 0.000 0.86
PV-ag004 8 1.00 0.78 0.000 0.74
PV-ag003 3 0.99 0.57 0.000 0.48
PV-at001 50 0.99 0.97 0.035 0.97
PV-at003 7 0.98 0.51 0.178 0.43
PROMEDIO 9 0.98 0.65 0.17 0.61

En color verde se sefialan los valores altos para cada una de las variables y en color rojo los valores mas bajos. (*)
Grado de contenido de informacion polimoérfica. (T) porcentaje de datos perdidos.
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Continuacién Anexo 3

MARCADORES GENOMICOS

MARCADOR No ALELOS  VIABILIDAD DIVERSIDAD GENETICA HETEROCIGOCIDAD PIC
AGO1 6 0.94 0.43 0.074 0.40
BM114 10 1.00 0.80 0.000 0.79
BM137 33 0.85 0.95 0.082 0.94
BM138 7 1.00 0.59 0.000 0.52
BM139 17 0.98 0.65 0.051 0.64
BM140 13 0.92 0.48 0.033 0.46
BM141 18 0.96 0.78 0.042 0.75
BM142 3 1.00 0.49 0.000 0.39
BM143 26 1.00 0.91 0.085 0.90
BM149 2 1.00 0.39 0.015 0.31
BM151 5 1.00 0.62 0.000 0.57
BM152 24 1.00 0.88 0.473 0.86
BM153 14 1.00 0.83 0.000 0.81
BM154 15 1.00 0.88 0.000 0.86
BM156 21 0.99 0.82 0.056 0.80
BM157 19 1.00 0.85 0.647 0.83
BM160 16 0.99 0.68 0.030 0.66
BM161 6 1.00 0.75 0.000 0.71
BM165 13 1.00 0.84 0.000 0.82
BM167 4 1.00 0.51 0.000 0.39
BM170 13 1.00 0.79 0.000 0.77
BM172 17 0.91 0.71 0.126 0.70
BM175 17 0.99 0.72 0.010 0.70
BM181 7 1.00 0.66 0.000 0.61
BM183 1" 0.98 0.75 0.025 0.71
BM184 6 1.00 0.61 0.000 0.55
BM185 10 1.00 0.68 0.000 0.63
BM187 42 0.98 0.93 0.076 0.93
BM188A 5 0.92 0.52 0.016 0.41
BM188B 13 0.92 0.76 0.022 0.74
BM189 7 1.00 0.70 0.000 0.65
BM199 10 1.00 0.51 0.000 0.47
BM200 41 0.84 0.93 0.036 0.93
BM201 9 0.93 0.77 0.129 0.74
BM202 11 1.00 0.68 0.000 0.62
BM205 1" 0.99 0.70 0.020 0.66
BM209 20 0.97 0.86 0.641 0.84
BM211 8 0.97 0.80 0.000 0.78
BM212 18 1.00 0.83 1.000 0.81
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Continuacion Anexo 3

MARCADORES GENOMICOS

MARCADOR No ALELOS V|AB||_|DADT' DIVERSIDAD GENETICA HETEROCIGOCIDAD p|c*
BM53 20 1.00 0.60 0.055 0.53
BM98 5 1.00 0.49 0.000 0.46
BMd03 7 1.00 0.67 0.000 0.61
BMd08 5 0.93 0.55 0.032 0.46
BMd12 2 0.97 0.26 0.000 0.23
BMd33 18 1.00 0.73 0.204 0.69
BMd36 9 1.00 0.82 0.000 0.80
BMd40 2 1.00 0.47 0.000 0.36
BMd41 6 1.00 0.60 0.000 0.55
BMd42 3 1.00 0.21 0.000 0.19
BMd46 3 1.00 0.49 0.000 0.38
BMd51 3 0.98 0.02 0.005 0.02
BMd56 4 0.95 0.24 0.016 0.21
GATS11 6 1.00 0.41 0.000 0.38
GATs54 2 0.94 0.45 0.011 0.35
GATs91 22 0.91 0.90 0.082 0.89
PV-cct001 5 0.97 0.10 0.010 0.10
PV-ctt001 9 0.99 0.76 0.096 0.72
PROMEDIO 12 0.97 0.64 0.07 0.60

*

En color verde se sefialan los valores altos para cada una de las variables y en color rojo los valores mas bajos. ()
Grado de contenido de informacién polimérfica. () porcentaje de datos perdidos.
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Anexo 4. Grupo de marcadores A. Diversidad genética en 202 genotipos analizados con 40 marcadores
microsatélites fluorescentes génicos y genémicos.

MARCADORES GENICOS

MARCADOR No ALELOS VIABILIDAD"  DIVERSIDAD GENETICA HETEROCIGOCIDAD  pIC
BMdo07 9.0 1.00 0.72 0.00 0.67
BMd10 3.0 1.00 0.52 0.00 0.45
BMd22 3.0 1.00 0.53 0.00 0.44
BMd45 19.0 1.00 0.76 0.62 0.73
BMd53 3.0 0.97 0.50 0.00 0.39
PV-ag001 4.0 1.00 0.53 0.00 0.46
PV-gaat001 8.0 1.00 0.74 0.00 0.69
PV-at007 13.0 1.00 0.87 0.00 0.86
PV-ag004 8.0 1.00 0.78 0.00 0.74
PROMEDIO 7.8 0.99 0.66 0.07 0.60
MARCADORES GENOMICOS
MARCADOR No ALELOS VIABILIDAD"  DIVERSIDAD GENETICA HETEROCIGOCIDAD  pIC
BM114 10.0 1.00 0.80 0.00 0.79
BM138 7.0 1.00 0.59 0.00 0.52
BM142 3.0 1.00 0.49 0.00 0.39
BM151 5.0 1.00 0.62 0.00 0.57
BM152 24.0 1.00 0.88 0.47 0.86
BM153 14.0 1.00 0.83 0.00 0.81
BM154 15.0 1.00 0.88 0.00 0.86
BM157 19.0 1.00 0.85 0.65 0.83
BM161 6.0 1.00 0.75 0.00 0.71
BM165 13.0 1.00 0.84 0.00 0.82
BM167 4.0 1.00 0.51 0.00 0.39
BM170 13.0 1.00 0.79 0.00 0.77
BM181 7.0 1.00 0.66 0.00 0.61
BM184 6.0 1.00 0.61 0.00 0.55
BM185 10.0 1.00 0.68 0.00 0.63
BM189 7.0 1.00 0.70 0.00 0.65
BM199 10.0 1.00 0.51 0.00 0.47
BM202 11.0 1.00 0.68 0.00 0.62
BM209 20.0 0.97 0.86 0.64 0.84
BM211 8.0 0.97 0.80 0.00 0.78
BM53 20.0 1.00 0.60 0.05 0.53
BM98 5.0 1.00 0.49 0.00 0.46
BMd03 7.0 1.00 0.67 0.00 0.61
BMd12 2.0 0.97 0.26 0.00 0.23
BMd33 18.0 1.00 0.73 0.20 0.69
BMd36 9.0 1.00 0.82 0.00 0.80
BMd40 2.0 1.00 0.47 0.00 0.36
BMd41 8.0 1.00 0.60 0.00 0.56
BMd42 3.0 1.00 0.21 0.00 0.19
GATS11 6.0 1.00 0.41 0.00 0.38
PROMEDIO 9.7 0.99 0.65 0.07 0.61
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Anexo 5. Grupo de marcadores B. Diversidad genética en 202 genotipos analizados con 36 marcadores
microsatélites fluorescentes génicos y genémicos.

MARCADORES GENICOS

MARCADOR No ALELOS VIABILIDAD" DIVERSIDAD GENETICA HETEROCIGOCIDAD PIC’
BMdo1 14.0 0.99 0.78 0.050 0.75
BMd02 3.0 1.00 0.50 0.025 0.38
BMd15 6.0 0.97 0.58 0.282 0.50
BMd16 5.0 0.98 0.51 0.036 0.39
BMd17 3.0 0.99 0.66 0.080 0.58
BMd18 4.0 0.98 0.14 0.071 0.13
BMd20 6.0 0.93 0.69 0.027 0.64
BMd47 3.0 0.97 0.48 0.010 0.37
PV-ag003 3.0 0.99 0.57 0.000 0.48
PV-at001 50.0 0.99 0.97 0.035 0.97
PV-at003 7.0 0.98 0.51 0.178 0.43
PROMEDIO 9.5 0.98 0.58 0.072 0.51

MARCADORES GENOMICOS

MARCADOR No ALELOS VIABILIDAD" DIVERSIDAD GENETICA HETEROCIGOCIDAD PIC’
AGO1 6.0 0.94 0.43 0.074 0.40
BM137 33.0 0.85 0.95 0.082 0.94
BM139 17.0 0.98 0.65 0.051 0.64
BM140 13.0 0.92 0.48 0.033 0.46
BM141 18.0 0.96 0.78 0.042 0.75
BM143 26.0 1.00 0.91 0.085 0.90
BM149 2.0 1.00 0.39 0.015 0.31
BM156 21.0 0.99 0.82 0.056 0.80
BM160 16.0 0.99 0.68 0.030 0.66
BM172 17.0 0.91 0.71 0.126 0.70
BM175 17.0 0.99 0.72 0.010 0.70
BM183 11.0 0.98 0.75 0.025 0.71
BM187 42.0 0.98 0.93 0.076 0.93
BM188A 5.0 0.92 0.52 0.016 0.41
BM188B 14.0 0.92 0.77 0.022 0.74
BM200 41.0 0.84 0.93 0.036 0.93
BM201 9.0 0.93 0.77 0.129 0.74
BM205 11.0 0.99 0.70 0.020 0.66
BMdo08 5.0 0.93 0.55 0.032 0.46
BMd46 3.0 1.00 0.49 0.000 0.38
BMd51 3.0 0.98 0.02 0.005 0.02
BMd56 4.0 0.95 0.24 0.016 0.21
GATs54 2.0 0.94 0.45 0.011 0.35
GATs91 22.0 0.91 0.90 0.082 0.89
PV-ctt001 9.0 0.99 0.76 0.096 0.72
PROMEDIO 14.7 0.95 0.65 0.047 0.62

En color verde se sefialan los valores altos para cada una de las variables y en color rojo los valores mas bajos. ()
Grado de contenido de informacién polimoérfica. () porcentaje de datos perdidos.
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Anexo 6. Extraccion de ADN de frijol por medio de CTAB (Dellaporta et al. 1983).

» Colectar 3gr. de tejido foliar joven (trifolios), se almacenan en bolsas de papel aluminio y se

llevan a freezer -80°C.

» Macerar con Nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino, tratando de evitar la hidratacion

del macerado, posteriormente se lleva 3 gr. de macerado a tubo Falcon de 45ml.

» Se agrega 15ml de Buffer de extraccion (1.5% CTAB; 1M NaCl; 0.015M EDTA PH=8.0
0.15M T/HCL PH=8; 1 % PVP ; 1.2% B-ME) precalentado en bafno maria a 65°C.

» Agitar en Vortex por 1min.

» Incubar a 65°C en bafio maria por 1 hora, cada 15 min. agitar por inversion.

» Adicionar 15ml. de Fenol: Cloroformo: Octanol (25:24:1), posteriormente agitar por inversion

(aproximadamente 20 veces) hasta formar emulsion. Agitar en Shaker por 10min.

» Centrifugar a 4000 r. p. m por 20min a 4°C.

» Transferir fase acuosa (aproximadamente 15ml.) a un nuevo tubo sin tocar la interfase ya

que es el precipitado proteico.

» Adicionar 15ml. de Cloroformo: Octanol (24:1), mezclar por inversion (aproximadamente 20

veces), posteriormente agitar en Shaker por 10min.

» Centrifugar a 4000 r. p. m. por 20min. a 4°C.

» Transferir fase acuosa (aproximadamente 10ml.) a un nuevo tubo.

» Anadir 1/10vol. de 3M Acetato de Sodio pH=5.2 (1ml) y 6/10vol. de Isopropanol 100%, frio
(6ml.)

» Mezclar por inversion suavemente; incubar a -20°C, minimo 1 hora, maximo toda la noche

» Centrifugar a 4000 r. p. m. por 20min. a 4°C
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Eliminar sobrenadante. Secar el pellet a temperatura ambiente (colocar tubo invertido sobre

una toalla de papel).

Lavar pellet con 1ml. de Etanol 70%, frio.

Centrifugar a 4000 r. p. m. por 4min a 4°C.

Eliminar sobrenadante suavemente sin perder el pellet, colocar el tubo invertido sobre una

toalla de papel hasta que seque por completo.

Resuspender el pellet en 500ul de TE pH= 8.0 con RNAasa (6ml. RNAasa por cada 1ml. de
TE pH= 8.0).

Incubar a 37°C por 1 hora.

Transferir a tubo eppendorf de 1.5ml.

Observar ADN en gel de agarosa al 1%. Preparar mezcla de Buffer de carga con GelRed

para visualizar el ADN.

H,O= 300l

Blue Juice= 1200pl
GelRed (1:1)= 4.5l
Vol. final= 1504.5pl

Cuantificar con ADN de diferentes concentraciones 100. 200, 300 400ng/pl.
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