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RESUMEN

El frijol es una leguminosa cuyo grano es una fuente de alimentacion proteica de
gran importancia en la dieta alimenticia de la poblacibn mundial, pero en los
altimos afios se ha presentado un déficit en su produccion debido al deterioro del
cultivo observado en el campo, el cual trae consigo un desestimulo por sembrar.
La necesidad de aumentar la produccion agricola, ha llevado a los mejoradores de
plantas a un uso racional de los recursos genéticos; de manera que se maximice
la produccion sin afectar la diversidad de las plantas y se disminuya la escala de
erosion genética. Por esta razén, diversos proyectos de mejoramiento genético
buscan optimizar caracteristicas agronémicas asociadas a componentes de
rendimiento mediante la introgresion de caracteristicas de interés de materiales
silvestres en materiales cultivados. En el siguiente trabajo, se utilizo una retrocruza
(RC2F2:5) originada entre un material cultivar Colombiano denominado Radical
cerinza y una accesion silvestre llamada G24390. Se utilizaron marcadores del
tipo microsatélites para construir un mapa genético, y asi identificar posibles QTLs
asociados a caracteristicas agronémicas de interés relacionadas con
caracteristicas agrondémicas asociada a rendimiento. Se obtuvo como resultado,
un mapa genético con una longitud total de 350.44 cM, en el cual se establecieron
los 11 grupos de ligamiento reportados para frijol, con una longitud promedio de
32.60 cM y una distancia promedio entre marcadores de 5.97cM, posteriormente,
se hallaron un total de 9 QTLs para las caracteristicas fenotipicas evaluadas por
medio del analisis por intervalo compuesto, entre los que se resalta el QTL
REND4,2 asociado a la caracteristica rendimiento en la localidad de Popayan que
explica una variabilidad fenotipica del 21% atribuida al padre silvestre G24390,
demostrando la importancia de la introgresion de caracteristicas de importancia de
accesiones silvestres en lineas elites, para mejorar caracteristicas de interés.

Palabras clave: Frijol, Produccion, Retrocruza, Cultivar, Silvestre, microsatélites,
QTLs.
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1. INTRODUCCION

El frijol es una leguminosa cuyo grano es una fuente de alimentacion proteica de
gran importancia en la dieta alimenticia de poblaciones de bajos recursos
econdémicos, este grano contiene 22% de proteinas de alta digestibilidad, es un
alimento de alto valor energético, contiene alrededor de 70% de carbohidratos
totales y ademas aporta cantidades importantes de minerales (Ca, Mg, Fe),
Vitaminas A, B 1-Tiamina, B2-Rivoflavina, C-acido ascorbico, también es
importante, porque al ser una leguminosa tiene la cualidad de realizar la actividad
simbidtica con bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico (Rhizobium phaseoli) y

asi contribuye gratuitamente a mejorar la fertilidad de los suelos (CIT,2006).

La produccion mundial de frijol, segun datos de la FAO, fue de 18.7 millones de
toneladas en el afio 2005. Los datos mundiales sefialan que los paises que
concentran la produccion de frijol son la India (18 por ciento), Brasil (16.5 por
ciento), China (8.4 por ciento), Estados Unidos (3 por ciento) y México (6.8 por
ciento) (IICA et al., 2007)
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FIGURA 1: Principales paises productores de frijol 1994-2004.Fuente: IICA, 2007



Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la agricultura y la
alimentacion (FAO), la produccion mundial de frijol en el afio 2007 fue de 19.30
millones de toneladas; 0.52% menos respecto al 2006 y para el 2008 disminuyo
6.76% respecto al 2003, en promedio, mostré una disminucién de 1.70% anual en
este periodo (Direccidbn General Adjunta de Planeacion Estratégica y Analisis
Sectorial, 2009).

Sin embargo, Colombia es considerada como un gran productor y consumidor de
frijol, pero esta produccion no es suficiente y es necesario importar para cubrir la
demanda. Las mismas estadisticas muestran un avance sostenido en cuanto a
produccion y productividad, gracias al aporte de la tecnologia, pero un descenso
en la superficie sembrada durante los ultimos afios dado el deterioro general
observado en el campo el cual trae consigo un desestimulo por sembrar cultivos

tradicionales (Voysest, 2000).

La produccion de frijol es afectada por diferentes factores, tanto bidticos como
abidticos, que reducen el area sembrada y los rendimientos esperados. Entre los
factores bioticos, las enfermedades pueden causar enormes pérdidas en
rendimiento dependiendo de las caracteristicas de la poblacion prevaleciente del
patdgeno, la variedad de frijol, las condiciones ambientales de la zona, y el
sistema del cultivo practicado (Beebe & Pastor-Corrales, 1991). Los eventos
abidticos también pueden tener profundas repercusiones econdémicas y sociales.
(Bonilla, 2000).

La mayoria de las caracteristicas heredables de importancia econémica, tales
como componentes de rendimiento, calidad nutricional y tolerancia a estrés,
resultan de la accion conjunta de varios genes y son llamadas poligénicas,
cuantitativas o de herencia compleja. Poco se sabe acerca del nimero, posicién
cromosdmica, magnitud del efecto e interacciones de los loci que controlan la

expresion de dichas caracteristicas.



Estos loci son denominados QTL (Quantitative trait loci), es decir, loci
controladores de caracteristicas cuantitativas (Ferreira y Grattapaglia, 1998). Estas
caracteristicas son afectadas también por el ambiente, que junto con las
interacciones genotipo-medio ambiente reducen la eficiencia de la seleccién para

caracteres agronémicos de importancia para un mejor rendimiento.

Los marcadores genéticos, corresponden a entidades heredables que segregan
como genes individuales, que no son afectados por el ambiente, son altamente
polimérficos, estan asociados a rasgos de importancia econémica, son usados por
los mejoradores como herramientas para la seleccidén. Para loci multiples o QTL
pueden ser efectivos si existe una asociacién significativa entre un rasgo

cuantitativo y el marcador genético de la caracteristica de interés.

Estos marcadores pueden ser ubicados mediante mapeo genético, en un modelo
abstracto de los arreglos lineales en los cuales estan ubicados, ayudados por una
herencia simple que puede ser seguida por generaciones debido a que este gen o
marcador posee una variacion detectable, lo que los convierte en una herramienta
indispensable para el mejoramiento genético de caracteristicas agronémicas de
interés que mejoren el rendimiento (Liu, 1998). En el siguiente trabajo, se utilizaron
marcadores del tipo microsatélites para construir un mapa genético, y asi
identificar posibles QTLs asociados a caracteristicas agronomicas de interés

relacionadas con el rendimiento



2. MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES DEL CULTIVO

2.1.1 Taxonomia

Desde el punto de vista taxonémico, el frijol es el prototipo del género Phaseolus y
su nombre cientifico es Phaseolus vulgaris L. asignado por Lineo en 1753.
Pertenece a la tribu Phaseolae de la subfamilia papilionoidae dentro del orden

Rosales y la familia Leguminoseae.

Segun CIAT (1986) El género Phaseolus incluye aproximadamente 150 especies,
de las cuales la mayoria son silvestres y de origen americano, 52 han sido
clasificadas taxonémicamente y cuatro han sido domesticadas: P. vulgaris L.; P.
lunatus L.; P. coccineus L., y P. acutifolius A. Gray van latifolius Freeman.

2.2 MORFOLOGIA

Es una planta herbacea autbgama de ciclo anual, que se cultiva en zonas
tropicales y regiones templadas. Esta caracteristica permite agruparla en las
denominadas especies termofilas, dado que no soporta bajas temperaturas
(Debouck e Hidalgo, 1985). Se distingue por ser altamente poliforme, ya que es
posible distinguir variaciones fenolégicas entre la misma especie de una region a
otra (Romero, 1993). El ciclo vegetativo del frijol puede variar entre 80 (variedades
precoces) y 180 dias (variedades trepadoras). Dicho lapso se encuentra
determinado sobre todo por el genotipo de la variedad, habito de crecimiento,

clima, suelo, radiacion solar y fotoperiodo (Ortiz, 1998).



Los caracteres de la morfologia de las especies se agrupan en caracteres
constantes y caracteres variables. Los caracteres constantes son aquellos que
identifican la especie o la variedad y generalmente son de alta heredabilidad. Los
caracteres variables reciben la influencia de las condiciones ambientales, y podran
ser considerados como la resultante de la accion del medio ambiente sobre el
genotipo (Arias et al., 2007)

Entre sus principales caracteristicas podemos encontrar (CIAT, 1986):

2.2.1 Sistema radicular: Es muy ligero y poco profundo y esta constituido por una
raiz principal y gran numero de raices secundarias con elevado grado de
ramificacion.La composicion del sistema radical del frijol y su tamafio dependen de
las caracteristicas del suelo, tales como estructura, porosidad, grado de aireacion,
capacidad de retencion de humedad, temperatura, contenido de nutrientes, etc

2.2.2 Tallo principal: Es herbaceo, en general, es una sucesion de nudos y
entrenudos donde se insertan las hojas y los diversos complejos axilares (Arias.,
et al. 2007) En variedades enanas presenta un porte erguido y una altura
aproximada de 30 a 40 centimetros, mientras que en frijol de enrame alcanza una
altura de 2 a 3 metros, siendo voluble y dextrégiro (se enrolla alrededor de un

soporte o tutor en sentido contrario a las agujas el reloj).

Cuando la planta es de hébito de crecimiento determinado el tallo posee, por lo
general, un bajo nimero de nudos, y en las plantas de habito de crecimiento
indeterminado el nimero de nudos es mayor. Bajo condiciones similares de
ambiente, el numero de nudos del tallo de un material genéticamente puro se

puede considerar como un caracter de poca variacion.



e Habito de crecimiento: Este concepto morfoagronémico puede ser
definido como el resultado de la interaccion de varios caracteres de la
planta que determinan su arquitectura final. Debido a que algunos de estos
caracteres son influenciados por el ambiente, el habito de crecimiento
puede ser afectado por éste.

Segun, CIAT (1986) se considera que los habitos de crecimiento pueden
ser agrupados en cuatro tipos principales: Tipo |: habito de crecimiento
determinado arbustivo, Tipo II: hébito de crecimiento indeterminado
arbustivo, Tipo lll: habito de crecimiento indeterminado postrado, Tipo IV:

habito de crecimiento indeterminado trepador

2.2.3 Hoja: Las plantas de frijol presentan hojas simples y compuestas. Las
simples, que se denominan también primarias, son las que se forman en la semilla
durante la embriogénesis. Son opuestas, unifoliadas, auriculadas, acuminadas y
sélo se presentan en el segundo nudo del tallo principal, a continuacién del nudo
cotiledonar. Las hojas compuestas son trifoliadas y corresponden a las hojas

caracteristicas del frijol, de tamafio variable segun la variedad.

2.2.4 Flor: puede presentar diversos colores, Unicos para cada variedad, aunque
en las variedades mas importantes la flor es blanca. Las flores se presentan en
racimos en numero de 4 a 8, cuyos pedunculos nacen en las axilas de las hojas o

en las terminales de algunos tallos.

La morfologia floral del frijol favorece el mecanismo de autopolinizaciéon, ya que
las anteras estan al mismo nivel del estigma y, ademas, ambos 6rganos estan
envueltos completamente por la quilla. Cuando se produce el derrame del polen

(antesis), éste cae directamente sobre el estigma.



Figura 2: Flor de Phaseolus vulgaris.

2.2.5 Fruto: Legumbre de color, forma y dimensiones variables, en cuyo interior se
disponen de 4 a 6 semillas. Existen frutos de color verde, amarillo jaspeado de
marrén o rojo sobre verde, etc., Esta gran variabilidad de los caracteres externos
de la semilla se tiene en cuenta para la clasificacion de las variedades y clases

comerciales de frijol.

Tabla 1: Escala de color de la semilla de frijol. Fuente: CIAT, 2011

COLOR DE DESCRIPCION
SEMILLA

BLANCOS
CREMAS , BAYOS
AMARILLOS , DORADOS
CAFE , MARRON
ROSADO
ROJOS
MORADOS
NEGROS
GRIS , VERDE y COLORES RAROS
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Tabla 2: Escala de tamafio de la semilla de frijol segun el peso de 100 semillas.
Fuente: Referencia personal

TAMANO DE SEMILLA DESCRIPCION
(peso de 100 sem)

1 25 PEQUENO
2640 MEDIANO
> 40 GRANDE

2.3 ORIGEN Y DOMESTICACION DEL FRIJOL COMUN

Hallazgos arqueoldgicos, datos botanicos y tradiciones orales, han demostrado
que el frijol silvestre se desarroll6 en una gran variedad de ambientes, desde el

norte de México hasta el noroeste de Argentina (Gepts & Debouck, 1991).

Formas cultivadas de frijol estuvieron presentes hace 7000-8000 afios en los
valles de Tehuacan y Oaxaca, en México, en América Central, Per(, Ecuador,
Argentina y Chile (Kaplan & Kaplan, 1988; Gepts & Debouck, 1991).

Gepts (1988), Gepts & Bliss (1986) y Singh et al. (1991) encontraron un
interesante paralelismo geografico entre el tipo de faseolina presente en la semilla
y el tamafio de esta. Ellos encontraron que en América Central los cultivares
poseen predominantemente faseolina tipo "S", semillas pequefias (17-28 g/100
semillas), estdn mas adaptadas a zonas bajas y cdlidas, y -cultivadas
principalmente en México y América Central. Por el contrario, en los paises
andinos los cultivares mayoritariamente contienen faseolina tipo "T", semillas mas
grandes (mayor de 40 g/100 semillas), y estan adaptadas a zonas de cultivo de
mayor altitud.



Otros estudios sobre variabilidad de proteinas en la semilla (Gepts & Bliss, 1986),
aloenzimas (Singh et al., 1991), caracteres morfolégicos de la planta (Singh et al.,
1991b), y marcadores moleculares (Nodari et al., 1992, Becerra-Velazquez &
Gepts, 1994, Beebe et al., 2000, Blair et al., 2007, Blair et al., 2006) indican la
presencia de dos centros de domesticacion del frijol cultivado. En 1991 Singh et al.
los describieron como producto de un proceso de domesticacion simultdneo en
diferentes regiones de América del Sur y Central, a partir de un ancestro que
habia pasado por una evolucidon divergente. Los acervos genéticos fueron

denominados Andino y Mesoamericano, respectivamente.

Con base en sus caracteristicas morfologicas y tipo de faseolina (Gepts & Bliss,
1986), las variedades silvestres y cultivadas de la regibn mesoamericana se
dividieron en tres razas: Mesoamérica, Jalisco y Durango. Beebe et al., (2000)
determiné por medio de andlisis RAPD un cuarto grupo conteniendo frijoles de
origen mayoritariamente guatemalteco, trepadores, algunos de habito de

crecimiento tipo Ill, designada raza Guatemala.

Andlogamente, las variedades de frijol provenientes de la zona Andina fueron
clasificadas como razas Nueva Granada, Pera y Chile. Posteriormente, Beaver
(1993) sugirié que el Caribe puede ser considerado un acervo genético secundario

para los frijoles andinos.

2.4. IMPORTANCIA DEL FRIJOL COMUN

Phaseolus vulgaris es una de las leguminosas mas importantes en el mundo,
procedida solamente por la soja y el cacahuate. Su importancia radica en que es
una fuente de calorias, proteinas (20 y 28%), fibra dietética, minerales como la
metionina (0,17 y 0,53%), la lisina, (1,69 y 2,44%), y el triptéfano (14 y 0,22%) y

vitaminas, tanto en paises desarrollados y subdesarrollados.



Es cultivado principalmente por vainas verdes, granos tiernos y granos sSecos
aunque en algunos paises de Latinoamérica y Africa se consumen las hojas y

flores jovenes y tiernas como vegetales y frescos.

Ademas, las hojas verdes, las hojas y el tallo sirven como alimento para el
ganado, ademés que los rastrojos de las plantas usados como abono y
combustible para cocinar. En zonas de Peru y Bolivia también se consumen las

semillas tostadas que reciben el nombre de fiufias (Singh, 1999).

2.5 PRODUCCION Y CONSUMO DE FRIJOL COMUN

2.5.1 Produccion mundial de frijol

La produccion total del frijol en el mundo excede las 23 millones de toneladas
métricas (TM), de las cuales siete se producen en América Latina y Africa. La dieta
de subsistencia de los agricultores en Africa y en América Latina en general es

rica en carbohidratos pero insuficiente en proteinas (Gepts et al., 2005).

En el caso de México a pesar de que es uno de los principales productores de frijol
a nivel mundial , en las ultimas décadas ha pasado de ser un pais productor a un
importador, principalmente por las bajas tasas de productividad en el campo
(Estrada G., et al. 2008), por orto lado Nicaragua al igual que otros paises de
Centroamérica presentan bajos niveles en el rendimiento y la productividad, lo que
se ha debido a que el cultivo se muestra altamente vulnerable a dafios climaticos
(propios del trépico) e incidencias de plagas, y no ha alcanzado un buen desarrollo

tecnolégico (Paz et al.,2007).
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La produccion nacional de estos paises no logra cubrir la demanda interna del
producto en cada pais por lo que debe ser cubierta con importaciones
interregionales (excedentes de produccién) y extrarregionales, siendo los

principales paises de origen: Estados Unidos, Canadé y Chile (Paz et al. ,2007)

2.5.2 Produccion de frijol en Colombia

El frijol es una de las principales actividades de la economia campesina en varias
regiones del pais, de mucha importancia como generador de ingresos y empleo
rural y como producto bésico en la dieta alimenticia de la poblaciéon por su alto
contenido de proteinas y de elementos minerales esenciales. A él se dedican
120.000 pequeiios productores que siembran 101.559 hectareas, con una
produccién de 110.579 toneladas al afio, que no son suficientes para abastecer el

consumo interno.

No obstante, en los ultimos afios el frijol en Colombia ha perdido competitividad
frente a la produccion de otros paises, en el marco de la globalizacion,
especialmente por los altos costos de produccion, ademas de diversos problemas
biéticos que se presentan en la zona (Arias et al., 2007).

2.5.3 Problemas en la produccion de frijol

La produccion de frijol coman se ve limitada por diversos factores (Singh, 1999)

que se pueden agrupar en 3 categorias:

Biologicos: Dentro de estos hay que considerar las enfermedades, plagas y

malas hierbas, que afecta el cultivo disminuyendo el rendimiento.
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Edaficos: Un factor limitante es la baja fertilidad del suelo, la deficiencia de
Fosforoso y Nitrégeno (Singh, 1999), ademés de las concentraciones de aluminio
y magnesio (Wortman et al., 1998), que pueden llegar a niveles muy elevados
siendo toxicas para las plantas. También son importantes las deficiencias de
potasio y hierro, provocando esta Ultima una clorosis, sobre todo en suelos con pH

elevado.

Climéticos: Aqui cabe destacar la sequia y las altas temperaturas (White, 1988)

2.6 FITOMEJORAMIENTO

La necesidad de aumentar la produccion agricola, para la alimentacion de la
poblacion mundial, ha llevado a los mejoradores de plantas a un uso racional de
los recursos genéticos; de manera que se maximice la produccién sin afectar la
diversidad de las plantas y se disminuya la escala de erosion genética (Plucknett
et al., 1992). En el dltimo siglo, el fitomejoramiento basado en el método de
hibridacién entre diferentes variedades de la misma especie, junto con métodos
especiales de seleccibn en generacibnes segregantes subsecuentes, ha
alcanzado extraordinarios resultados que han repercutido considerablemente en la
produccion agricola mundial (Vallejo y Estrada, 2002), como tolerancia a la sequia
y a los suelos acidos, en la habilidad simbiética para la fijacion del nitrdgeno en la
arquitectura de la planta y en otras caracteristicas Sin embargo, los mejoradores
se han encontrado con limitaciones en la velocidad y precisiéon con que muchas de
las caracteristicas utiles pueden ser identificadas, seleccionadas, y utilizadas en

sus programas de mejoramiento (Kelly et al., 1994).

Teniendo en cuenta lo anterior, los genotipos silvestres representan una fuente de
diversidad adicional para los genotipos mejorados, convirtiéndose en un reto para
el mejorador encontrar el sistema de cruzamiento y la seleccibn que permita

transferir esta diversidad con la mayor eficiencia a los cultivados. (Gepts, 1994).
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2.6.1 Mejoramiento genético de frijol

La obtencion de genotipos mejorados con resistencia a estrés bidtico y abiotico es
un objetivo primario en programas de mejoramiento del frijol en cada regién donde

se cultiva.

Con este objetivo se utilizan 3 pasos principales:

1. Ampliacion de la base genética de variedades comerciales, en el cual se
tiene una gran variedad de germoplasma muy diverso que satisface el
mejoramiento a largo plazo y del cual se busca introgresar genes a

genotipos facilmente manejables (Kelly et al,1999)

2. Se realizan cruces solamente dentro de la misma raza o el mismo pool de
genes con el fin de ir buscando caracteristicas deseadas y creando padres

cercanos a un fenotipo comercial (Kelly et al,1999)

3. Cruce elite, es decir lo mejor por lo mejor, lineas agronémicamente
similares de altos rendimientos pero genéticamente distantes y seleccién de
parentales genéticamente diversos ayudados de marcadores moleculares
(Kisha et al., 1997)

2.6.2 Retrocruza

Los parientes silvestres de las plantas cultivadas pueden ser importantes fuentes
de genes en el mejoramiento genético, ya que han jugado un papel de importancia
tanto en las supervivencia como en la evolucion de los cultivos, y en varios casos
una fraccion de su material genético es exclusivo y es un recurso potencial en el

mejoramiento de las especies cultivadas (Casas et al., 2003).
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Se ha sefialado que con el uso de parientes silvestres como fuente de
germoplasma para cultivares se podria incrementar el rendimiento de lineas elite,
mejorar algunas caracteristicas agronomicas y diversificar la fuentes de
germoplasma y asi mejorar su valor agronémico y genético (Cohen y Galinat,
1984: Edwards et al, 1996; Edwards y Coors, 1996). La infiltracion gradual de
germoplasma de una especie dentro de otra, a través de retrocruzamiento, ha sido
considerado un factor importante en el enriqguecimiento genético (Doebley et al.,
1984).

Este método propuesto por Harland y Pope (1922), constituye una forma precisa
de mejorar variedades que son sobresalientes para un buen numero de
caracteristicas pero que son deficientes para una o pocas. Ha sido muy utilizado
para incorporar resistencia a determinadas enfermedades en variedades cuya

susceptibilidad puede comprometer la estabilidad de la produccion.

Con esta estrategia se busca reducir la variacidbn genética indeseable atribuida al
silvestre, por medio de retrocruzamientos hacia el cultivado. Consiste en cruzar
una variedad de interés que actla como genitor recurrente (cultivar) con otra
variedad que presenta un caracter de interés (silvestre), no presente en el parental
recurrente. Los productos del cruzamiento que llevan el gen o los genes (F1) se
retrocruzan con el parental recurrente. Este proceso se repite con los productos de
los retrocruzamientos, teniendo en cuenta que la cantidad de retrocruzamientos
depende del grado de disimilaridad entre los padres. Asi, Cada vez que se hace el
retrocruzamiento con el parental recurrente se reduce a la mitad el aporte del
germoplasma del donante (Cubero, 1999). De esta manera, cualquier diferencia
entre el parental cultivado y la linea avanzada puede ser atribuida a los alelos
derivados del parental silvestre o donante (Kelly et al., 2000)
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2.7 MARCADORES GENETICOS

Los marcadores genéticos representan diferencias genéticas entre individuos o
especies, generalmente no representan genes blanco pero actiian como sefales o
marcas ya que se encuentran cerca de los genes de interés, la mayoria no afecta
el fenotipo de la caracteristica de interés ya que se encuentran cerca o ligados a
los genes que controlan la caracteristica (Collard et al., 2005). Existen tres tipos
principales de marcadores genéticos: morfolégicos (visibles), bioquimicos

(isoenzimas) y de ADN (moleculares)

2.7.1 Marcadores morfoldgicos

La posibilidad de usar marcadores morfolégicos como una ayuda en la seleccion
de caracteres cualitativos y cuantitativos en plantas fue sugerida por Sax (1923)
hace ya mas de 90 afios. Son caracteres fenotipicos controlados generalmente
por un locus, que se expresan en diferentes ambientes, dicho caracter puede ser
enmascarado por efectos epistaticos o pleiotropicos, ademas, los alelos
interacttan de manera dominante o recesiva lo que dificulta diferenciar un
individuo homocigoto de un heterocigoto y, por tanto, su nimero y utilizacién es
limitado (Vodenicharova, 1989).

Tradicionalmente la variabilidad intra e interespecifica de P.vulgaris, se ha
evaluado a través de caracteristicas morfolégicas, las que incluyen las
agronomicas (Voysest et al., 1994). Sin embargo, este tipo de caracterizacién no
siempre refleja la variacion genética real, debido a que el fenotipo esta
determinado parcialmente por la informacién genética del individuo, e influenciado

por el ambiente donde se desarrolla (Valadez et al., 2001).
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2.7.2 Marcadores bioquimicos o isoenzimas

Fueron descubiertos en la década de los 70 (Kelly et al., 1994), son marcadores
que constituyen los productos directos de los alelos, por ende solo basta con
identificarlos para seleccionar la planta con el fenotipo deseado, que es producido
por el alelo de interés (Vallejo y Estrada, 2002). Los isoenzimas han permitido la
clasificacion del frijol en dos grandes grupos de variabilidad genética,
correspondientes a los dos centros de domesticacion del frijol: el Andino y el
Mesoamericano. Sin embargo, estos marcadores tienen limitaciones debido a la
poca variabilidad que ellas permiten detectar en cada grupo genético (Kelly et al.,
1994).

2.7.1 Marcadores de ADN

Los marcadores de ADN se fundamentan en el andlisis de las diferencias de las
secuencias de ADN entre individuos. Estos marcadores pueden ser de diferente
tipo segun la metodologia empleada (Karp y Edwards, 1998). Son utilizados para
identificar o marcar alelos de dificil expresion fenotipica, en otras palabras son
herramientas que facilitan la seleccion del alelo de interés a través del marcador.
Estos deben ser altamente heredables, de facil evaluacion y estar intimamente
ligados al alelo que se desea seleccionar (Vallejo y Estrada, 2002)

De esta manera los marcadores de ADN se convierten en herramientas muy
eficientes para efectuar seleccion indirecta de alelos de interés para los programas
de mejoramiento. Ademas, por poseer un namero ilimitado de polimorfismos con
base en el ADN y ser independiente del efecto del ambiente y del estado
fisiologico de la planta, permiten identificar en forma precoz y precisa las plantas
con una mejor combinacion de alelos favorables (Vallejo y Estrada, 2002). En la
actualidad son utilizados en estudios de variabilidad genética, identificacién de
cultivares, mapeo genético o incremento del conocimiento de la organizacion del

genoma (Vallejo y Estrada, 2002)
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Segun Karp et al. (1997) dentro de este grupo se incluyen tres categorias basicas.
Categoria 1: métodos que no se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Por ejemplo, RFLP y numero variable de repeticiones en tandem (VNTRS).
Categoria 2: técnicas que utilizan iniciadores (“primer”) arbitrarios o
semiarbitrarios, por ejemplo, iniciadores PCR muiltiples arbitrarios (MAAP), RAPD,
RAMPO. Categoria 3: PCR con sitio “objetivo especifico”. Por ejemplo, SSR, Inter
secuencias simples repetidas (ISSR). Las categorias 2 y 3 son marcadores

basados en la PCR.

2.7.1.1 Microsatélites

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR) son repeticiones cortas
en serie entre 2 a 10 pares de bases, altamente variables dispersas a través de
los genomas de hongos, plantas y animales, los cuales pueden o no estar
asociadas con genes. Igualmente, estas secuencias no codifican para formar
ninguna proteina, y debido a que las secuencias de ADN repetitivo pueden
recombinarse y expandirse mas frecuentemente que otros tipos de secuencias,
ademas de su alta variabilidad, son consecuentemente Utiles para medir el
polimorfismo entre especies o variedades muy relacionadas (Phillips et al. 1995;
Valadez y Kahl 2000). Estos polimorfismos se dan debido por la pérdida o
ganancia de repeticiones, lo que se atribuye a mutaciones durante la replicacion.
Asi, Los tipos de repeticiones que ocurren en los SSR varian entre las especies.
Las repeticiones mas frecuentes en las plantas son (AA)n y (AT)n (Lagercrantz et
al. 1993) que se encuentran en segmentos grandes del genoma que no codifican
para genes conocidos (Philips et al., 1995). Wu y Tanksley (1993) reportaron que
las secuencias GAn y GTn y sus complementos se presentan distribuidos por todo
el genoma del maiz y arroz. Swati et al.,, (1997) reportaron que los di y
tetranuecleotidos se presentan en su mayoria en regiones no codificantes del
genoma, mientras que alrededor del 57% de las repeticiones de trinucleotidos se

encuentran cerca de genes.
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Los SSR pueden ser Gendmicos o Génicos: Se dice que son gendmicos cuando
han sido identificados a partir de bibliotecas gendémicas y forman parte de regiones
no codificantes, y pueden tener una naturaleza génica cuando forman parte de
regiones que codifican para proteinas, por lo que generalmente son desarrollados

a partir de secuencias expresadas o secuencias genéticas (Blair et al, 2003)

En conclusién, los microsatélites constituyen una técnica basada en PCR
altamente reproducible, robusta e informativa, de facil implementacion en
laboratorios de medianos recursos siempre y cuando se utilicen en cultivos
ampliamente estudiados, como es el caso del frijol (Ferreira y Grattaplagia,1998)
explicando la diversidad existente y discriminando entre individuos (Blair et al.
2007a).

2.8 MAPAS DE LIGAMIENTO

Uno de los principales usos de los marcadores de ADN ha sido la construcciéon de
mapas de ligamiento, en donde, se indica la posicion y distancia relativa entre los
marcadores dentro de un cromosoma (Patterson 1996; Collard et al., 2005).

Los mapas de ligamiento son basados en el principio de que los genes
(marcadores o loci) segregan via recombinacién de los cromosomas durante la
meiosis, permitiendo asi su andlisis en la progenie (Patterson, 1996), de esta
manera los mapas de ligamiento permiten realizar un andlisis completo de los
genotipos, descomponer caracteristicas complejas en sus componentes
mendelianos, localizar regiones genOmicas que controlan caracteres de
importancia agrondmica, ademas de cuantificar el efecto de estas regiones

(Ferreira y Grattapaglia,1998).
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El uso mas importante de los mapas de ligamiento es la identificacién de sitios que
contienen genes y QTLs asociados con rasgos de interés, estos mapas se
denominan mapas de QTLs, basados en el principio de la deteccion de la
asociacion entre marcadores fenotipicos y genotipicos. Los marcadores son
usados para dividir la poblacién en grupos genotipicos basados en la presencia-
ausencia de un marcador particular, y asi determinar si existe diferencia
significativa entre grupos con respecto al marcador y al rasgo evaluado (Tanksley,
1993, Young, 1996), una diferencia significativa entre la media fenotipica de los

grupos, indica que el marcador esta asociado a un QTL (Collard et al., 2005).

2.8.1 Requerimientos para el mapeo genético

Los padres que se utilicen para desarrollar un mapa de ligamiento deben divergir
en una o0 mas caracteristicas de interés ya que si no son contrastantes la progenie
puede llegar a resultar estéril y se pueden presentar grandes niveles de distorsion
en la segregacion durante el analisis de ligamiento. Las poblaciones de mapeo
pueden ser de varios tipos: La progenie de la segunda generacion (Fy), retrocruzas
(BC), lineas recombinantes hermanas (RILs), dobles haploides (DH) y lineas
isogénicas cercanas (NILs) (Burr el al., 1998; He et al., 2001; Doerge, 2002).

Cada poblaciéon de mapeo tiene sus ventajas y desventajas, por esta razén se
escoge dependiendo del objetivo, el tiempo que se tiene para desarrollar la
poblacién y de los marcadores moleculares que se vayan a usar (dominantes o
codominantes). Ademas, segun Ferreira et al., (2006) las poblaciones de mapeo
deben estar entre 50 a 1000 individuos, aungque se recomienda para una mejor
resolucion del mapa usar poblaciones con mas de 200 individuos (Mohan et al.,
1997).
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Llevando a cabo los requerimientos mencionados anteriormente, se procede a la
identificacion marcadores moleculares polimorficos entre los padres evaluados
(Sayed et al., 2002; Xu et al., 1997), posteriormente se codifican los datos de cada
marcador sobre cada individuo de la poblacion y el analisis de ligamiento entre los

marcadores mapeados (Collard et al. ,2005)

2.8.2 Selecciéon de marcadores moleculares

Los marcadores mas recomendados para la construccion de mapas de ligamiento
son los microsatélites ya que poseen un elevado contenido de informacién
(expresién codominante, multialelismo e hipervariabilidad) en comparacién con
otros marcadores, lo que los hace muy confiables para trabajar con cualquier
poblacibn segregante para estudios de ligamiento y mapeo genético,
comportandose como anclas o puntos de referencia en regiones especificas del

genoma a evaluar (Semagn, 2006).

2.8.3 Analisis de ligamiento de los marcadores

El ligamiento entre marcadores es usualmente calculado usando la desigualdad de
proporciones (odds ratios) la probabilidad de ligamiento versus la probabilidad de
no ligamiento. Esta probabilidad es expresada como el logaritmo de la
probabilidad y es llamada LOD (Rish, 1992).

Un valor LOD mayor a 3 es el comunmente usado para la construccion de los
mapas. Un valor LOD de 3 entre 2 marcadores indica que el ligamiento es 1000

veces mas probable (1000:1).

Los Software mas comunmente usados incluyen MapMaker/EXP (Lander et al.,
1987; Llincoln et al., 1993), y MapManager (Manly et al., 2001).
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2.8.4 Grupos de ligamiento

Los marcadores ligados son agrupados en grupos de ligamiento los cuales
representan secciones del cromosoma o cromosomas enteros. De esta manera la
frecuencia de recombinaciéon y la distancia de los marcadores no son igual en
todos o cromosomas (Hartl y Johns, 2001; Young, 1994). La medida de la
distancia genética y la determinacion del orden de los marcadores esta
relacionada con el nimero de individuos estudiados en la poblacién de mapeo
(Young, 1994).

2.8.5 Distancias genéticas y Funciones de Mapeo

La distancia genética en mapeo de ligamiento se mida en Centimorgan (cM)
unidad de ligamiento que hace referencia a la distancia entre dos loci determinada
por la frecuencia con que se produce la recombinacion entre ellos. Se dice que
dos loci estan a un centimorgan de distancia si se observa recombinacién entre
ellos en el 1% de las meiosis (Semagn et al., 2006)

Dos funciones de mapeo son comunmente usados:

e Kosambi: La cual asume que los eventos de recombinacién influencian la

ocurrencia de eventos de recombinacion adyacentes.

e Haldane: Asume que no hay interferencia entre eventos de cruzamiento.

2.8.6 Mapas de ligamiento en frijol

En frijol se han reportado varios mapas de ligamiento entre los que podemos

encontrar:
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BAT93 X JALO EEP558 (F2): El mapa tuvo 194 RFLP (Nodari et al.,1992),
posteriormente se incorporaron RAPD junto con otros RFLP, asi se establecié un
mapa consenso con 470 RFLP, 570 RAPDs, 40 marcadores bioquimicos y
morfologicos llegando a una longitud de mapa de 1200cM (Adam-Blondon et
al.,1994;Nodari et al.,1992;Vallejo et al.,1992).

La integracion de microsatélites en el mapa molecular de frijol, fue realizada por
primera vez por Yu et al., (2000), con una asignacion de 15 marcadores
microsatélites al mapa de ligamiento. Desarrollaron y probaron 37 primers en la
poblacion utilizada para hacer el mapa, 16 de los primers polimérficos de las
lineas parentales se analizaron por segregacion y 15 se asignaron a 7 grupos de
ligamiento diferentes, lo que indico buena distribucién a lo largo del genoma de
frijol (Yu et al., 2000).

Gaitan y Solis et al., (2002), aislaron microsatélites para establecer su capacidad
de diferenciacién y asi utilizarlos en estudios de diversidad y mapeo genético.
Aislaron, clonaron y secuenciaron fragmentos de ADN gendmico que contenian
loci de microsatélites de 3 librerias genémicas de Phaseolus vulagris. Casi todos
los loci de microsatélites mostraron un gran poder de diferenciacion y altos niveles

de polimorfismo.

En 2003, se desarrollo un mapa con marcadores microsatélites ligados al genoma
de frijol comdan (Blair et al., 2003). La posicion de 100 loci genéticos, fue
determinada con un total de 150 microsatélites desarrollados para esta especie y
probados por polimorfismos parentales. Estos marcadores microsatélites se
utilizaron para ligar dos mapas basados en RFLP, incluyendo el realizado por
Freyre et al., (1998) y Vallejos et al., (1992), con una mapa desarrollado en una
poblacién Mesoamericana x Andina (DOR 364 X G19833). Se mapearon dos tipos
de microsatélites génicos y gendmicos, de los cuales los primeros resultaron ser

menos polimérficos (Blair et al., 2003).
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Por otro lado en cuanto a poblaciones generadas especificamente para evaluar
caracteristicas agrondémicas relacionadas con el rendimiento podemos encontrar la
reportada por Iriarte (2002), que es una cruza entre un silvestre 624404 y un
cultivar Radical Cerinza con 157 individuos en donde se mapearon 62 marcadores
microsatélites, 4 morfolégicos y 1 SCAR con una distancia total cercana a los
2500cM con una marcador en promedio cada 5.6cM. También Buendia (2001)
reporto u mapa de ligamiento de la poblacion DOR390 X G19892 con 27
marcadores RAPD, 21 marcadores microsatélites y 1 tipo SCAR, en el que se

logro una distancia de 692 cM.

2.9 LOCIDE CARACTERISTICAS CUANTITATIVAS (QTL)

El mapeo de caracteristicas cuantitativas a través de la identificacion de loci de
caracteres cuantitativos (QTL, Quantitative Trait Loci) (Ceron-Rojas y Sahagun-
Castellanos, 2007; Martinez-Gomez et al., 2005). Conceptualmente puede ser
influenciado por un grupo amplio de genes que presentan una baja expresion
sobre el rasgo o0 pocos genes que generan un gran efecto sobre este (Gelderman,
1975).

Estudios de mapeo de QTLs se han reportado en diversos cultivos para diversos
rasgos como componentes de rendimiento, enfermedades y resistencia a insectos
entre otros, considerandose una herramienta importante dentro del mejoramiento

genético de plantas (Cerén-Rojas y Sahagun-Castellanos, 2007).

Por medio de software (WinQTL) se busca una asociacion entre una caracteristica
fenotipica y un marcador genotipico. De esta manera los marcadores son
utilizados para dividir la poblacion de mapeo en diferentes grupos genotipicos
basados en la presencia-ausencia de un locus marcador particular y determinar
diferencias significativas existentes entre grupos con respecto al marcador y al

rasgo evaluado (Tanskley, 1993; Young, 1996).
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Una diferencia significativa entre la medida fenotipica evaluada de los grupos
indica que el locus marcador esta ligado al QTL controlando el rasgo (Collard et
al., 2005).

Segun Lander y Kruglyak (1995), los QTLs se pueden clasificar en sugeridos,
significativos, y altamente significativos, esta clasificacion sirve para evitar falsos
positivos y medir el grado de confianza del QTL encontrado. Por otro lado, pueden
ser definidos como QTL mayor o menor, clasificacion que esta dada por el
porcentaje del fenotipo explicado por el QTL, cuando explica mas del 10% de la
variacion fenotipica se clasifica como un QTL mayor y cuando explica menos del
10% es considerado un QTL menor (Lindhout, 2002; Pilet-Nayel et al., 2002).

Hay que tener en cuenta que para la realizacion de un mapa QTL se necesita una
poblacion segregante como F2 o retrocruzas (Ferreira y Grattaplagia,1998)
ademas de métodos biométricos que muestren si el marcador esta relacionado

con el rasgo fenotipico y detectar los parametros de los QTL detectados.

2.9.1 Andlisis de QTLs

Los métodos para deteccion de QTLs mas ampliamente usados son:

e Andlisis de un solo marcador

Es el método mas simple para detectar QTL asociados con un solo marcador,

entre los parametros estadisticos usados para el analisis de un solo marcador se

incluye la prueba- t, el analisis de varianza (ANOVA), y la regresion lineal. La

regresion lineal, es la mas usada porque el coeficiente de determinacion (R2) del
marcador, explica la variacion fenotipica que surge del QTL unido al marcador.
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Este método no requiere un mapa de ligamiento completo y puede desarrollarse
con “software” estadistico basico. Sin embargo, tiene una desventaja y es que
entre mas lejano esté el QTL del marcador, la probabilidad para identificarlo sera
menor y por lo tanto se subestime la magnitud del efecto del QTL (Tanksley,
1993).

e Analisis de mapeo por intervalo simple

Este método hace uso de mapas de ligamiento y analiza intervalos entre pares de
marcadores adyacentes y ligados a lo largo de los cromosomas, en lugar de
analizar un so6lo marcador (Lander y Botstein, 1989). El uso de marcadores ligados
para el analisis compensa la recombinacion entre los marcadores y el QTL, por lo
tanto se considera estadisticamente méas confiable, comparada con el analisis de

un solo marcador (Lander y Botstein, 1989; Liu, 1998).

e Andlisis de mapeo por intervalo compuesto

Este método combina regresion lineal y mapeo por intervalo, e incluye marcadores

genéticos adicionales. (Jansen, 1993; Jansen y Stam, 1994; Zeng, 1994., 1993).

La principal ventaja del uso de éste método es su efectividad y QTL ligados
(Collard et al., 2005).
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2.9.2 QTLs asociados a caracteristicas de rendimiento frijol

En frijol se han identificado varios QTLs para resistencia a enfermedades como
Thrips palmi Karni (Frei et al., 2005) y a Apion godmani Wanger (Blair et al., 2006),
para algunos caracteres agronémicos como rasgos de productividad (Blair et al.,
2006), periodo de tiempo para floracion y maduracion, vainas totales por planta y
semillas por vaina entre otros (Tar an et al., 2002) y para rasgos fisiolégicos como

la produccién de exudados y pelos radicales (Yan et al., 2004).

Iriarte, G (2002) encontré un QTL para rendimiento causado por el padre silvestre
lo que explica la introgresion del silvestre en la poblacién, ademas de otros 2
QTLS atribuidos al padre recurrente, igualmente se ubicaron 19 QTLs mas de los
cuales 4 fueron para dias a floracion, 5 para numero de vainas por planta.
Igualmente, lzquierdo, P (2010) identifico un QTL relacionado con el rendimiento
gue explico el 8% de la variabilidad en la poblacion G10022 x RADICAL CERINZA
para este rasgo, ademas de 9 QTLs para peso de 100 semillas y 3 para vainas por

planta.

210 LIBRERIAS DE LINEAS DE SUSTITUCION DE SEGMENTOS
CROMOSOMICOS (CSSLs)

Los CSSLs son herramientas muy importantes para la identificacion de alelos
favorables en germoplasmas silvestres, evaluando la introgresion de estos genes
en especies cultivadas (Liakat. M, 2010). Representando asi, una gran
herramienta para aprovechar el potencial genético de germoplasma silvestre y
seleccionar las lineas con una superior introgresion que contengan particulares

rasgos de interés.
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3. JUSTIFICACION

El maximo rendimiento experimental de algunos cultivares de frijol arbustivo
se estima en mas de 5000 Kg./Ha bajo condiciones Optimas de produccién
en monocultivo, pero los rendimientos mas altos obtenidos por los
agricultores rara vez alcanzan los 2500 Kg./Ha bajo condiciones similares
llegando solamente a un rendimiento promedio mundial de 600 Kg./Ha, esto
se debe entre otras causas a que generalmente el frijol se cultiva en areas
marginales, en época donde compite con otros cultivos y las variedades
actuales son fragiles a los efectos del ambiente (Schoonhoven et al., 1985).

México siendo el segundo productor de frijol en el mundo después de Brasil,
consume aproximadamente 1.2 millones de toneladas de frijol al afio y a
pesar de cultivar cerca de 1800000 hectareas de frijol, la demanda interna no
es satisfecha por la productividad del cultivo, ya que la produccién de frijol en
el ambito nacional es muy vulnerable a las condiciones climatologicas que
prevalecen durante el ciclo productivo (FIRA,2001).lgualmente, Colombia, a
pesar de ser un gran productor y consumidor de frijol no puede satisfacer las
necesidades del mercado lo que ha llevado a la importacién del producto
(Voysest,2000).

Por esta razbén, es importante implementar nuevas tecnologias de
fitomejoramiento como las técnicas moleculares que permitan la obtencion de
semillas con caracteristicas genéticamente deseables que lleven a una mejor
producciéon y rendimiento en campo. El uso de mapas genéticos de
marcadores moleculares para el estudio de la herencia de caracteristicas
cuantitativas, permite la identificacion de cromosomas (o grupos de ligacion)
los cuales son importantes para determinar la expresion de un caracter y de
esta manera llegar a manipular el factor individualmente durante el proceso

de mejoramiento.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GENERALES

Identificar por medio de marcadores moleculares, regiones asociadas a
caracteristicas agronomicas relacionadas con componentes de rendimiento,
que provengan de alelos del padre donante o silvestre, en una poblacién de
retrocruza avanzada, generada a partir de la cruza entre el genotipo de tipo

silvestre G24390 y un cultivar Radical cerinza.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar el mapa genético de la poblacion G24390 X RADICAL
CERINZA.

e Establecer la ubicacion relativa de los QTLs por medio de la
asociacion de los datos fenotipicos con los marcadores previamente

localizados en el mapa genético de la poblacion.

e Mapear los genes candidatos para rendimiento.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 EVALUCION DE PARENTALES

La evaluacion de los marcadores microsatélites se realizé en un grupo de 9

genotipos provenientes de diferentes acervos y paises (ver tabla 3).

Tabla 3: Parentales evaluados con microsatélites

Cultvr
Cutiva
Siveste

CCoomba |
~ Per | | Siveste
 Kea | |
 Kea ||
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5.2 POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio consta de 276 lineas provenientes de la segunda
retrocruza (RC2) entre el genotipo cultivar RADICAL CERINZA y el genotipo
Silvestre G24390, comportandose el primero como padre recurrente y el
segundo como padre donador. Posteriormente, se realizaron selecciones

individuales desde la F2 y se llevo a una F5.

Radical cerinza: Es una variedad comercial que se obtuvo a partir de la
cruza realizada en el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) entre el
genotipo Antioquia 10 algarrobo por L3043 y Antioquia 8 Uribe redondo por
Antioquia 26 Sanchez. Esta variedad fue evaluada a partir de 1982 mediante
pruebas regionales efectuadas en Cundinamarca, Boyaca y Narifio. Presenta
un buen rendimiento y se adapta muy bien a zonas de clima frio localizadas
entre los 2000 y 2700 m.s.n.m. Es tolerante a enfermedades tales como
antracnosis, roya, oidium, mancha por Ascochyta y pudricion de raices. (ICA,
Plegable divulgativo n2 233). Esta variedad es de porte arbustivo, crecimiento
erecto, ramas laterales cortas de altura entre 45 cm; hojas grandes de verde
intenso brillante; flores blancas.; grano de color rojo oscuro, forma alargada
ovoidal, tamafio de 15 mm de largo por 7 a 9 mm. de ancho, el peso de 100
semillas es de 53 gr. aproximadamente.

@3@

Figura 3: Semillas de Radical Cerinza Fuente: Pagina de Recursos
Genéticos de CIAT.
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G24390: Material silvestre. Hace parte del banco de recursos genéticos del
CIAT. Es originario de México, la semilla es de color crema/negro, con habito
de crecimiento es trepador y peso de 100 semillas aproximadamente de 5 g.

Fue recolectado en el municipio de Srta. Maria del Oro, México a 640 m.s.m.

Figura 4: Semillas de G24390. Fuente: Paginas recursos genéticos de CIAT.

5.2.1 Desarrollo de laretrocruza avanzada

Las semillas F1 de la cruza simple fueron sembradas en el invernadero para
ser cruzadas con el padre recurrente ICA cerinza. Los individuos
procedentes de esta retrocruza se sembraron para volver a cruzar con el
padre recurrente y obtener la segunda retrocruza (RC2F1). Esta generacién
se sembrd en campo para su multiplicacion obteniendo la poblacién RC2F2.
En este punto se realizo una seleccion individual, la cual se llevo por medio

de descendencia de semilla Unica hasta la generacion RC2F2:5.
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G24390 )  ICACerinza

RC2F1 75% RR, 25%RG

RC2F2 81.25RR, 12.5% RG, 6.25%GG

e o o - - = = - - ——

Figura 5: Esquema del desarrollo de la retrocruza avanzada G24390 X

Radical cerinza

De los 276 individuos se seleccionaron al azar 96 individuos con el fin de
realizar un andlisis fenotipico previo. Estas lineas fueron evaluadas en dos
localidades con condiciones agroecolégicas diferentes con el objetivo de

observar la interaccion genotipo-ambiente:
1) Popayan en condiciones ambientales normales

2) Palmira en condiciones de Riego y Sequia.
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Tabla 4: Condiciones geogréficas y climaticas de las localidades

evaluadas
CARACTERISTICAS POPAYAN PAMIRA
Coordenadas
geograficas
Latitud 2°41° N 03°31°48
N
Longitud 76°66 O
76°18°13
Altitud 1730 m.s.n.m. o
996
m.s.n.m.
Condiciones
climaticas
Temperatura 18.15° 25°
promedio
2470mm 950mm

Precipitacion
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5.2.2 Datos fenotipicos

Los ensayos se realizaron en 96 individuos escogidos al azar de la
poblacién de 276 individuos, evaluados en Palmira en el semestre B de
1998 y en Popayéan en el afio 1999 por trabajadores de campo del programa
de frijol del CIAT. En Palmira se realizaron dos tratamientos uno con Riego y
el otro de Sequia y en Popayan se realizdé un tratamiento bajo condiciones
ambientales normales. Se evaluaron un total de 5 caracteristicas en las dos

localidades:

Dias a floracion (DF)

Dias a madurez (DM).
Rendimiento (REND)

Peso por planta (PXPLAN)
Peso de 100 semillas (P100S).

o bk~ 0N PE

5.3 EXTRACCION DE ADN

Comenzando el estudio se utilizo trifolios de cada una de las lineas que
estaban conservados a -80° desde el afio 1999, pero debido a la longevidad
de este material, el ADN se degrado rapidamente, lo que llevo a utilizar la
semilla y realizar la germinacion de esta y asi obtener un ADN de optimas
condiciones. Se escogieron 10 semillas de cada una de las lineas que
estuvieran en Optimas condiciones fitosanitarias y se pusieron en papel de
germinacién en la oscuridad por un periodo de 4 dias a temperatura
ambiente. Esta semilla se escarifico previamente para asegurar una rapida y

uniforme germinacién (Anexo A).

La extraccion del ADN tanto del material conservado como el de la semilla se
realizo mediante el protocolo de MINIPREP (Afanador y Hadley, 1993).
(Anexo B).

34



Posteriormente, se hizo el gel de calidad en agarosa a 0.8% para cuantificar
la concentracion del ADN de los individuos, teniendo como patron ADN A de
concentracion conocida (50,100,200), esta cuantificacion se llevo a cabo en
el software Quantity one v 4,3,0, en el cual por medio de la comparacion de
la intensidad de los patrones con la intensidad de la banda de las muestras,
se observa el valor aproximado de la concentracién del ADN de estas y asi
posteriormente poder realizar la diluciones del ADN a una concentracion final

de 5ng/pl.
5.4 EVALUACION DE MARCADORES MOLECULARES

Se evaluo en la prueba de padres un total de 285 marcadores microsatélites
provenientes de varias publicaciones de los cuales se seleccionaron solo los
marcadores polimorficos para los padres Radical Cerinza y G24390, para asi
evaluarlos en la poblacién derivada de esta cruza. Los microsatélites se
visualizaron en geles de poliacrilamida al 4% con tincion de plata. La
amplificacion por medio de PCR se realizo en termocicladores Thermo
(Thermo electron corporation) y PTC100 (MJ Research), con placas de
polipropileno de 96 y 384 pozos, las reacciones de PCR se muestran en la
tabla 5.

Tabla 5: Condiciones de la reaccion de PCR

Reactivo Concentracioén
ADN 5l
Primer 0.3
Mg++ 1.5
Buffer 1.5
dNTPs 0.2
Taq 0.3
Hz0 6.2
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El programa de PCR que se utilizo para amplificar los microsatélites fue el

reportado por Blair et la., 2003, que se muestra en la tabla 6:

Tabla 6: Programa de PCR para amplificar microsatélites

94 5 min.
30 Ciclos
92°c 30 seg.
- 30 seq.
- 45seq.
72° 5min

(-) Cambio de temperatura de anillamiento y extension dependiendo

del microsatélite

Posterior al producto de amplificado se adicioné 5 pl de buffer y se denaturo
por un periodo de 5 minutos a 96°C para sembrar en el gel de acrilamida,
sembrando en cada uno de los canales 3ul de cada muestra (producto de
PCR) con la ayuda de una Hamilton, incluyendo cada 24 pozos buffer carga.
Las camaras utilizadas para la electroforesis fueron OWL T'Rex, en las
cuales se dejaron correr las muestras en promedio 45 minutos a una
temperatura constante de 45°C El proceso de tincion se hizo por el medo de

Nitrato de plata de Promega Inc (Anexo C).
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5.5 MAPA DE LIGAMIENTO

Los programas para generar mapas genéticos trabajan con poblaciones de
segregacion 1:1, 1:2:1 o 3:1. Por ende, debido a que la poblacion con la que
se trabajo no posee ninguna de las segregaciones anteriores se hace mas
complejo el mapeo, teniendo que recurrir a los mapas de referencia (DOR
364 X G19833 y BAT 93 X JALOEEP558) para asi confirmar la posicion de

los marcadores en el mapa.

Se realizo un mapa genético con los 276 individuos con ayuda de Mapmaker
Macintosh v.2, por medio de la opcién B2F1 ya que es la que mas se
aproxima a la segregacion de la poblacion de trabajo, se utilizé un LOD
minimo de 3 y la funcién de mapeo Kosambi. Los marcadores que fueron
consistentes con los mapas de referencia fueron anclados y por medio de los
comandos Group, Parwise y Try se fueron afiadiendo marcadores a cada
uno de los grupos de ligamiento. Ya con la salida de Mapmaker se dibujo el
mapa de ligamiento en Mapdisto v 1.7.2. Beta 9 y posteriormente, se realizo
un mapa con los 96 individuos escogidos al azar que poseian evaluaciones
fenotipicas y en base a este identificar los QTLs (siguiendo las condiciones

mencionadas anteriormente para la poblacion completa).

5.6 ANALISIS DE QTL

Los marcadores moleculares asociados significativamente con las
caracteristicas evaluadas se identificaron por medio de una regresion simple
o analisis de un solo marcador, realizada en el programa Qgene V. 4.0,
asumiendo el modelo BC2F1 ofrecido por este para una segunda retrocruza

de generacion Fq.
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El nivel de significancia global tomado para el analisis fue del 5%, que
corresponde a un X? DE 14.40 (LOD=3.12). Es decir, para declara que existe
una asociacion significativa del 5% entre el marcador y la caracteristica el

marcador debe presentar un LOD igual o superior a 3.12.

El método de Mapeo por Intervalo (MI) y Mapeo por Intervalo Compuesto
(CIM) del programa QTL cartographer fue utilizado para determinar la
localizacion y el efecto de los QTLs. Se utilizo el 6 correspondiente a CIM,

con un tamario de ventana de 10 cM. Para todo el andlisis.

El nimero de marcadores de control fue 10, es decir, los 10 marcadores mas
significativos por fuera del intervalo tomado fueron ajustados al modelo que
fueron detectados por medio de regresiones lineales mdultiples para cada
punto del cromosoma , estos punto se tomaron cada 1 cM.

La probabilidad de la presencia de un QTL fue expresada como LOD vy el
umbral o valor por encima del cual se considera un supuesto QTL como
significativo fue fijado en 2.46, segun la correccion de Bonferroni (Lynch y
Walsh, 1998). Todas la caracteristicas se sometieron a 1000 permutaciones
a un nivel de significancia del 5% para hallar un umbral empirico (Churchill y
Doerg, 1994).

5.7 ANALISIS DE INTROGRESION

El andlisis se realizo mediante el programa CCSSL Finder v 0.5.3 donde se
identificaron el nUumero de segmentos homocigotos introgresados del padre
silvestre y el grupo de ligamiento en el cual se encontraban. También se
ubicaron los segmentos de las lineas de sustitucion con el fin de ubicar los
posibles segmentos cromosomales de interés del genotipo silvestre. Ademas,
se ubicaron posibles asociaciones entre los loci y las caracteristicas

fenotipicas, siendo significantes los que se encontraban por encima de f<10.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 EVALUACION FENOTIPICA DE LA POBLACION

Se realiz6 una serie de pruebas estadisticas complementadas con
histogramas simples de los datos de los dos tratamientos en condiciones de
sequia y riego en Palmira y en Popayan en condiciones ambientales
normales.

Tabla 7: Comportamiento de las 96 lineas RC2F2:5 de la cruza Radical

cerinza por G24390 evaluadas en Popayan.

DF DM PXP REND [ TAM
RADICAL CERINZA 38.3 80.4 4.1 903.98 | 62
PROMEDIO R2F2 39.6 80.6 4.4 847.7 | 53.5
MAXIMO DE LA POBLACION | 43 85 9.4 1373.9| 70
INCREMENTO/RADICAL 4.7 4.6 5.3 469.9 8
CERINZA
%INCREMENTO/RADICAL 12.2 5.7 127.6 52 12.9
CERINZA
MINIMO DE LA POBLACION 37 77.1 2.5 436.5 | 36
REDUCCION/RADICAL 13 3.3 1.6 467.5 | 26
CERINZA
%REDUCCION RADICAL 3.5 4.1 39.6 51.7 | 419
CERINZA
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Tabla 8: Comportamiento de las 96 lineas RC2F2:5 de la cruza Radical

cerinza por G24390 evaluadas en Palmira bajo condiciones de Riego

DF DM REND | PXPLAN | TAM
RADICAL CERINZA 32 68 281 2.6 62
PROMEDIO RC2F2 32 67 339 3 53
MAXIMO DE LA POBLACION | 37 73 612 5 70
INCREMENTO/CERINZA 5 5 331 2 8
%INCREMENTO/CERINZA 15 7 113 89 13
MINIMO DE LA POBLACION 29 63 87 1 36
REDUCCION/CERINZA 3 6 194 2 26
%REDUCCION DE CERINZA 8 8 69 65 42

Tabla 9: Comportamiento de las 96 lineas RC2F2:5 de la cruza Radical

Cerinza por G24390 evaluadas en Palmira bajo condiciones de Sequia

DF DM REND | PXPLAN | TAM
RADICAL CERINZA 30 64 435 2.8 62
PROMEDIO RC2F2 31 67 378 3 53

MAXIMO DE LA 35 72 592 4

POBLACION 70
INCREMENTO/CERINZA 5 8 157 1 8
%INCREMENTO/CERINZA 18 12 36 41 13
MINIMO DE LA POBLACION | 29 62 141 0.4 42
REDUCCION/CERINZA 1 2 294 2 20
%REDUCCION DE CERINZA 2 3 68 86 32
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6.1.1 Rendimiento

Como se puede observar en el ensayo realizado en Popayan en el segundo
semestre de 1998, el rendimiento del cultivar supero al de la poblacién, sin
embargo el 34% de las lineas de la poblacion superaron el rendimiento del

padre recurrente Radical cerinza.

Histogram
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Figura 6:Histograma de Rendimiento en la localidad de Popayan

TABLA 10: Analisis de varianza para rendimiento

R-cuadrado Coef Var Raiz Media
MSE
0.755653 3.855.306 | 2.317.638 | 6.011.555

Fuente Rend F-Vvalor Pr>F
Loc 1 21.26 0.01
Genot 99 2.33 <.0001
Block 1 0.07 0.7863
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Por otro lado en Palmira, bajo condiciones de riego, el control Radical cerinza
tuvo un rendimiento de 281Kg/Ha, teniendo en cuenta, que el 68% del
promedio de la poblacién presento un rendimiento por encima de este. En
contraste, en condiciones de sequia Radical cerinza presento un rendimiento
mayor con 435Kg/Ha, sin embargo este incremento no fue significativo como

se puede observa en la tabla 10.
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Figura 7:Histograma de Rendimiento en la localidad de Palmira bajo
condiciones de Riego

Al comparar los datos de Radical cerinza y el valor promedio de rendimiento
obtenidos en Palmira se puede observar que este fue mayor en sequia que
en condiciones de Riego. Este fendmeno, segun estudios reportados
anteriormente, se pudo haber presentado debido a la presencia del hongo
Sclerotium rolfssi en el ensayo, que es favorecido por condiciones de
temperatura y humedad relativas altas, seguido de periodos secos, llevando
a la pudricion de la raiz, marchitez de la planta y por ende un bajo
rendimiento (Perez, J.2009).
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Figura 8:Histograma de Rendimiento en la localidad de Palmira bajo

condiciones de Riego

Caso que es similar con las condiciones ambientales presentadas en este
estudio realizado en época con temperaturas altas promedio de 29.33°C y
riegos constantes, que aportaron las condiciones favorables para la
evolucion del Hongo. Hay que tener en cuenta, que los rendimientos en
condiciones de sequia fueron bajos, considerando que rendimientos
agronomicamente buenos bajo condiciones de sequia estan por encima de
800 Kg. /Ha.

Por otro lado se observo diferencia significativa entre las localidades
observando en Popayan que el Rendimiento del control Radical cerinza fue
mucho mas alto que en Palmira, lo que es atribuido al hecho, de que este
material se adapta facilmente en las zonas de clima frio y frio moderado,
localizadas entre los 2000 y 2700 m.s.n.m, condiciones que se presentan en
Popayan con una temperatura promedio de 18.15°C y altura de 2470

m.s.n.m, que favorecen el desarrollo de la poblacion.
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6.1.2 DIAS A MADUREZ

En Popayan el 45% de las lineas presentaron mayor numero de dias a
madurez que el cultivar Radical cerinza con 80 dias, pero a pesar de esto el
promedio de dias en que se tardaron las lineas de la poblacion en madurar

no se diferencio del cultivar.
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Figura 9: Histograma de dias a madurez en la localidad de Popayan

Por otro lado, en Palmira en condiciones de Riego el 14% de la poblacion
maduro mas rapidamente que Radical cerinza con una duracion de 68 dias, y
el promedio de la poblacién solo supero en un dia a Radical cerinza. En
contrasté con las condiciones de sequia en donde el 85% de la poblacion
supero a Radical cerinza con un duracion de 64 dias en madurar y el
promedio de la poblacién lo supero en 3 dias. Teniendo en cuenta lo anterior
aunque existe una diferencia entre sequia y riego este incremento no es

significativo.
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Figura 10: Histograma de dias a madurez en condiciones de sequia en la

localidad de Palmira
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Figura 11: Histograma de dias a madurez en condiciones de Riego en la
localidad de Palmira
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Tabla 11: Anélisis de varianza de dias a madurez

R-cuadrado Coef Var Raiz DM
MSE Media
0.951655 2.791.009 | 2.052.833 | 7.355.167

Fuente DM F-Valor Pr>F

Loc 1 751.02 <.0001
genot 99 5.06 <.0001
Block 1 2’55 0.1136

Como podemos observar en la tabla 11 existe diferencia significativa en los
dias a madurez entre las dos localidades. Palmira con un promedio en los
dos tratamientos de 67 dias y Popayan con un promedio de 80 dias, datos
que son congruentes con lo reportado por Lambers et al.,, (2000),
argumentando que temperaturas bajas reducen la actividad metabdlica de la
planta, originando una mayor duraciéon de las etapas fenolégicas como

respuesta a esta condicion.

Por otro lado, un estudio realizado por Teran y Singh (2002), reporta una
disminucion del 3% en el numero de dias a madurez entre los ambientes de
riego y sequia en Palmira Colombia, atribuido a las altas temperaturas,

llevando a una aceleracion en el proceso de maduracion del cultivo.
6.1.3 DIAS A FLORACION

En condiciones de riego el 28% de la poblacion supero al control Radical
cerinza con 32 dias a floracion, y el promedio de la poblacion fue igual que
este. En contrate, en condiciones de sequia el 75% de la poblacion supero a
Radical cerinza con una duracion de 30 dias, pero el promedio de la
poblacion solo lo supero en 1 dia, sin embargo, a pesar de que riego supero
a sequia por dos dias, no hay diferencia significativa como se puede

observar en la tabla 12.
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Tabla 12: Anélisis de varianza de dias a floracion

R-cuadrado Coef var Raiz DF Media
MSE
0.958412 | 2.950.710 | 1.057.338 | 3.583.333

Fuente DF F-Valor Pr>F
Localidad 1 642.33 <.0001
Genotipo 99 9.47 <.0001

Bloque 1 0.94 0.3342

Histogram
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Figura 12: Histograma de dias a floracion en condiciones de sequia en la
localidad de Palmira
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Figura 13: Histograma de dias a floracién en condiciones de riego en la

localidad de Palmira

En Popayan, el 24% de la poblacion supero a Radical cerinza con 38 dias a
floracion, pero el promedio de la poblacién se demoro dos dias mas en

madurar en comparacion con el control.
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Figura 14: Histograma de dias a floracién en la localidad de Palmira.
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Podemos observar en la tabla 12 que existe diferencia significativa entre las
dos localidades, teniendo en cuenta que el Promedio de la poblacién en
Palmira bajo condiciones de riego tuvo 32 dias a floracién y en Popayan 40
dias, este fenbmeno concuerda por lo reportado por Abebe et al., (1998),
quienes dicen que en frijol se presenta un acortamiento en los dias a
floracion por causa del estrés. Ademés, Machado et al., (2006), asegura que
el aumento en los dias a floracion se debe probablemente a la disminucién

de la temperatura retrasando los procesos metabdlicos de la planta.
6.1.4 PESO POR PLANTA

El 25% de la poblacion supero al control Radical cerinza con un peso por
planta de 4.1, y fue superado por el promedio con 0.3 gramos mas. Por otro
lado, en condiciones de riego el control Radical cerinza tuvo un peso por
planta de 2.6 y fue superado por un 49% de la poblacién con un promedio de
3g y en condiciones de sequia se observo un peso por planta promedio de 3

y de Radical cerinza de 2.8.
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Figura 15: Histograma de peso planta en la localidad de Popayan.
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Figura 16: Histograma de peso por planta en condiciones de riego en la
localidad de Palmira
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Figura 17: Histograma de peso por planta en condiciones de sequia en la
localidad de Palmira



En la tabla 13 podemos observar que existe diferencia significativa entre
localidades mas no entre tratamientos, fendbmeno que esta muy relacionado
con lo ocurrido en la caracteristica rendimiento debido al hongo reportado
anteriormente, que afecto los rendimientos de la poblacién y por ende el
peso por planta en la localidad de Palmira en las condiciones de riego. Por
otro lado, se sigue el mismo patron en Popayan en donde se registraron
rendimientos y peso por planta altos gracias a las condiciones ambientales

favorables para el cultivo de esta localidad.

Tabla 13: Analisis de varianza de peso por planta

Raiz
R-cuadrado Coef Var MSE pxpl Media
0.710219 | 3.328.908 | 1.190.793 3.577.129

Fuente DF F-Valor Pr>F

Loc 1 308.3 <.0001
genot 99 3.02 <.0001
block 1 0.04 0.8352

6.1.5 PESO DE 100 SEMILLAS

Tabla 14: Analisis de varianza de peso de 100 semillas

Fuente P100S F-Valor Pr>F
genot 99 3.7E32 0.0000
Loc 1 0.00 10.000
block 2 0.00 10.000
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Como se puede observar en la tabla 14 no existe diferencia significativa entre
tratamientos en Palmira, ni entre riego Palmira y Popayan ya que este dato
fue tomado realizando una uUnica muestra de cada individuo, reuniendo en
una solo pull una muestra de cada uno de los individuos de cada tratamiento.
En los tres tratamientos el promedio de la poblacién es de 53g siendo 9g
menor que el control Radical cerinza con 629, que solo fue superado por el

15% de la poblacion siendo el valor maximo de 70g.
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Figura 18: Histograma de peso de 100 semillas en la localidad de Popayan
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Figura 19: Histograma de peso de 100 semillas en la localidad en

condiciones de sequia en la localidad de Palmira
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Figura 20: Histograma de peso de 100 semillas en la localidad en

condiciones de riego en la localidad de Palmira

6.2 CORRELACIONES PARA LA POBLACION DE ESTUDIO

Para las variables medidas en campo fue posible hallar las correlaciones
simples observando correlaciones negativas y positivas entre las

caracteristicas de interés en los distintos ambientes.

Tabla 15: Correlaciones (Pearson) para las variables evaluadas en

condiciones de sequia en Palmira

DF DM PESO100S REND
DM 0.6754
PESO100S -0.0604 -0.0263
REND -0.3599 -0.3031 0.4007
PXPLAN 0.028 0.022 -0.0696 -0.078
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Tabla 16: Correlaciones (Pearson) para las variables evaluadas en

condiciones de riego en Palmira

DF DM PESO100S PXPLAN
DM 0.1436
PESO100S -0.083 0.0053
PXPLAN -0.3117 0.0892 0.3464
REND 0.1073 -0.2771 -0.1353 -0.1223

Como se observa en Palmira en condiciones de sequia existe una
correlacion positiva alta entre dias a floracion y dias a madurez, fenédmeno
que reporta Singh.,(1995), indicando que es normal que en condiciones de
estrés las plantas presenten una reduccion de los dias a floracion y los dias a
madurez como mecanismo de resistencia a la sequia por escape. Por otro
lado, en Popayan la correlacion fue moderada hecho atribuido a temperatura
bajas que reducen la actividad metabdlica de la planta, originando una mayor

duracion de las etapas fisioldgicas.

Se puede observar una correlacion positiva media entre peso de 100
semillas y rendimiento en condiciones de sequia resultado que es
comparado con Mufoz et al.,(2006), quienes reportan una correlacién
positiva pero no significativa entre rendimiento y peso de 100 semillas en
condiciones de sequia. En contraste, se puede observar una correlacion
negativa entre rendimiento y peso de 100 semillas en condiciones de riego,
al igual que una correlacién poco significante entre peso de 100 semillas y
rendimiento en Popayan, lo que es similar a los resultados encontrados por
Teran y Singh.,(2002) quienes reportaron una correlacion negativa entre
peso de 100 semillas y rendimiento tanto en condiciones de sequia como de
riego, soportado en que el rendimiento estd en funcibn de numero de
semillas y al aumentar su numero la planta hace una compensacién,

reduciendo el tamarfio de la semilla.
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En general se puede considerar que el peso de 100 semillas o tamafio no
jugo un papel importante en la consecucion del rendimiento obtenido en cada
uno de los genotipos evaluados en las dos localidades. También, podemos
observar que existe una correlacion negativa entre dias a floracion y dias a
madurez con rendimiento sequia y peso por planta sequia. Aceptando la
version de Kelly et al.,(1998) que afirma, que en condiciones de altas
temperaturas, la aceleracion de los dias a floracion resulta en bajos

rendimientos.

Tabla 17: Correlaciones (Pearson) para las variables fenotipicas en Popayan

REND DF DM PESO100S
DF -0.0173
DM 0.0483 0.526
PESO100S 0.0902 0.0091 0.0038
PXPLAN 0.8014 0.0294 0.0661 0.0639

El rendimiento en Popayan tuvo una correlacion altamente significativa con el
peso por planta, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Morales,
1999. Que demuestra, que el peso por planta es un componente fundamental
para obtener altos rendimientos, Ademas, este fenémeno fue favorecido por

las condiciones favorables de temperatura de Popayan.

6.3 EVALUACION PARENTAL CON MICROSATELITES

Se evaluaron un total de 285 marcadores reportados como polimérficos en
otros estudios (Blair et al., 2003; Blair et al., 2008; Blair et al.,2009;Blair et
al.,2010;Gaitan y Solis et al.,2002; Grissi et al., 2007; Yu et al., 2000;Blair et
al.,2011), en 9 genotipos de interés para estudio de mapeo genético (Ver
anexo D).
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Se encontraron un total 132 marcadores genémicos con un porcentaje de
polimorfismo del 46% y 152 marcadores génicos con un porcentaje de
polimorfismo del 53%, observando un mayor porcentaje de polimorfismo en
marcadores génicos para la cruza de interés (G24390 X RADICAL
CERINZA), lo que se reitera con el estudio realizado por Blair et al.,(2003), ya
que los microsatélites génicos son muy Utiles para hallar polimorfismos entre
poblaciones contrastantes al encontrarse en regiones codificantes del
genoma , mientras que los gendmicos son mas utiles cuando se trata de

encontrar polimorfismos entre poblaciones mas relacionadas.

Teniendo en cuenta las diferentes cruzas que se evaluaron, se pudo
observar que los cruces con un mayor porcentaje de polimorfismo fueron
GXR, S16XC143, S48XC143 Y S16XCAL96, S48XC96 mientras que las
cruzas con menor porcentaje de polimorfismo fueron BXC143 y BXC96 (ver
figura 21).

Figura 21: Porcentaje de polimorfismo evaluado en las diferentes cruzas.
Fuente: La autora.
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De esta manera, se puede observar la variabilidad genética existente entre
los diferentes acervos de frijol, en donde las cruzas Mesoamericano x Andino
presentaron un mayor porcentaje de polimorfismo ya que presentan una
base genética mas amplia que los cruces entre un mismo acervo
(Mesoamericano x Mesoamericano y Andino x Andino),hecho sustentado por
Blair et al.,(2006), en donde se encontré un nivel de polimorfismo mas amplio
(59.7%) en combinaciones de poblaciones inter-acervos (Andino X
Mesoamericano) que en combinaciones de poblaciones intra-acervos
(Andino x Andino) con un porcentaje de polimorfismo del 37.9%. En
conclusiéon para el progreso del mejoramiento basado en una mejora de los
componentes de rendimiento es necesario tener padres con un alto
rendimiento, ser contrastantes para esta caracteristica y poseer capacidad

combinatoria (Singh et al., 1993).

Es importante tener en cuenta los cruces que tuvieron mayor grado de
polimorfismo, ya que esto garantiza la identificacion de ligamiento con rasgos
de interés, brindando la oportunidad de desarrollar mapas de ligamiento de
alta calidad y la posibilidad de identificar posibles QTLs de importancia para

ampliar la base genética de frijol para futuros estudios de mejoramiento.
6.4 CONSTRUCCION DEL MAPA DE LIGAMIENTO

Se evalué un total de 285 marcadores microsatélites obteniendo 134
marcadores polimorficos de los cuales solo se pudieron mapear 60
marcadores debido a problemas de amplificacion y dificultad en la lectura.
Para la construccién del mapa se tuvo en cuenta la ubicacion de los
microsatélites en los mapas previos a este estudio de la poblacién
DOR364X(G19833 (Blair et al., 2003; Blair et al., 2008 y Natalia Hurtado (sin
publicar) y BAT93 X JALOEEPP558 (Grisi, 2007).
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Se construyo un mapa de ligamiento con toda la poblacion (276 individuos) y
60 marcadores microsatélites, en el cual se establecieron 11 grupos de
ligamiento reportados para frijol con un tamafo total de 533.88 cM, estos
grupos tuvieron una longitud promedio de 48.53 cM, con una longitud

promedio entre marcadores de 8.89 cM.

Tabla 18: Resumen del mapa de ligamiento con 270 individuos de la
poblacion G24390 x Radical cerinza.

GL Microsatélites Distancia total Distancia
en cM promedio en cM

1 6 45.61 7.6

2 6 63.89 10.64

3 6 40.81 6.8

4 7 80.91 11.55

5 4 20.30 5.07

6 4 29.33 7.33

7 6 54.24 10.70

8 5 42.25 8.45

9 9 93.92 10.43
10 2 16.8 16.8
11 5 45.82 9.164

58




Como se puede observar en la tabla 18 el grupo de ligamiento que presento
una mayor longitud con 93.92 cM fue el grupo 9 con 9 marcadores, al igual
que el grupo de ligamiento 4 con 80.91cM y 7 marcadores. En contraste el
grupo de ligamiento que menor longitud presento fue el grupo 10 con 16.8
cM y solo 2 marcadores, seguido por el grupo de ligamiento 5 con un tamafo
de 20.30 cM y 4 marcadores.
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Figura 22: Mapa de ligamiento con 276 individuos de la poblacién G24390 X

Radical cerinza
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Figura 23: Mapa de ligamiento con 276 marcadores de la poblacién G24390

X Radical cerinza.
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Figura 24: Mapa de ligamiento con 276 individuos de la poblacién G24390 X
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Figura 25: Mapa de ligamiento con 276 individuos de la poblacién G24390 X
Radical cerinza.
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Posteriormente se construyo un mapa de ligamiento con solo 96 individuos
(individuos que tiene informacién fenotipica) y un total de 60 microsatélites
con el fin de identificar los QTLs, obteniendo un mapa de ligamiento con un
tamafio de 350.44 cM, en el cual se establecieron los 11 grupos de
ligamiento reportados para frijol, con una longitud promedio de 32.60 cM y
una distancia promedio entre marcadores de 5.97cM

Tabla 19: Resumen del mapa de ligamiento con 96 individuos de la
poblacion G24390 x Radical cerinza.

GL Microsatélites | Distancia | Distancia

total en promedio
cM en cM
1 6 36.43 6.07
2 6 34.48 5.74
3 6 36.71 6.11
4 7 45.03 6.43
5 4 11.09 2.77
6 4 14.5 3.62
7 6 23.39 3.89
8 5 17.08 3.41
9 9 94.25 10.47
10 2 15.68 7.84
11 5 21.81 4.36

El grupo de ligamiento 9 fue el que tuvo mayor longitud con 94.25 cM,
ademas de ser uno de los grupos de ligamiento que presentaron un mayor
namero de marcadores (10), al igual que el grupo 4 con 7 marcadores. Por
otro lado, el grupo de ligamiento que menor longitud (15.68cM) tuvo fue el 10
con solo con 2 marcadores, seguido por el grupo de ligamiento 5y 6 con solo

4 marcadores.
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Figura 26: Mapa de ligamiento con 96 individuos de la poblacion Radical
cerinza x G24390
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Figura 27: Mapa de ligamiento con 96 individuos de la poblacion Radical
cerinza x G24390
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Figura 28: Mapa de ligamiento con 96 individuos de la poblacion G24390 x
Radical cerinza.
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6.5 COMPARACION ENTRE EL MAPA DE LIGAMIENTO CON 276
INDVIDUOS Y EL MAPA CON 96 INDIVIDUOS

De la gran cantidad de mapas de ligamiento reportados para frijol coman,
actualmente el de mayor saturacion y utilidad es el mapa de la poblacién
DOR364XG19833 que tiene una longitud total de 1720cM (Blair et al., 2003).

Al comparar la longitud total del mapa de ligamiento de D X G con el mapa
en el que se utilizaron 276 individuos, se observa que se presenta una
cobertura mayor correspondiente al 31.039%, en contraste con el mapa de
96 individuos en el que solo se obtuvo una cobertura del 20.27% del mapa
de DOR364XG19833, hecho que es argumentado por Semagn. K et al.,
(2006), quienes reportan que las distancias entre dos marcadores es dada
por el numero de recombinaciones que halla entre ellos, asi al tener un
mayor nimero de individuos que segun lo reportado por Ferreira et al (2006),
un total de 200 es lo requerido para construir un mapa de ligamiento
razonable, se pueden evaluar mas recombinaciones entre marcadores y de
esta manera obtener distancias mas exactas y por ende una mejor resolucion
del mapa. Por consiguiente, el mapa en el que se evaluaron un mayor
namero de lineas tiene una cobertura mayor del mapa referencia debido a
gue muestra distancias mas precisas entre marcadores y por ende una

similaridad mayor con este.
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6.5 DISTORSION DE LA SEGREGACION

La distorsién de los marcadores fue evaluada por medio de la prueba X2
usando la proporcidn genotipica esperada para una poblacion de RC;F;
(81.25%RR, 12.5 RG, 6.25 GG), donde se observo que el 87% de los
marcadores se comporto segun lo esperado y el 11% de la poblacion
presento un sesgo hacia Radical cerinza y el 2% hacia el silvestre G24390.

2%

m ESPERADO

m RADICAL CERINZA

mG24390

Figura 29: Distorsion de la segregacion de los microsatélites evaluados en

la poblacion Radical cerinza x G24390
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Tabla 20: Microsatélites con distorsion en la segregacion

RADICAL CERINZA G24390

GL SSR GL SSR
3 ATA26 4 Bmy1l
3 BM98 9 Bmc184
6 Bmc238
8 Bmc258
2 Bmc280

El grupo de ligamiento que presento mayor distorsion de la segregacion fue
el 3 con 2 marcadores sesgados hacia el padre recurrente (ver tabla 20),
ademas en el grupo de ligamiento 4 y 9 se presentaron marcadores

sesgados hacia el padre silvestre.

La tasa de distorsion parece estar relacionada con causas diversas, como el
incremento en la divergencia genética entre las lineas progenitoras (Quillet et
al., 1995), irregularidades meidticas en la transmision de los factores
genéticos (Masuelii et al., 1995), seleccibn gamética o cigoética (Kreike y
Stiekema, 1997) y apareamiento preferencial entre genomas homdlogos
(Nybom et al., 2004).

Ademas, a factores biolégicos como seleccion natural durante la fertilizacién,
crecimiento de la planta, gametogénesis y desarrollo de semillas (Jung et al.,
1996; Xu et al., 1997; Nacagahra, 1972; Harushima et al., 1996; Garris et al.,
2003), por otro lado el tipo de cruza también es un factor de gran importancia
ya que por ser una retrocruza la proporcidn gendmica estd muy sesgada
hacia un parental sobre todo cuando se involucra en la cruza un material
silvestre con caracteristicas agrondémicas no deseadas (Chen et al.,2006 y
Blair et al.,2002) factores que influyen en que las proporciones esperadas
segun las leyes de Mendel no sean como los valores establecidos para la

segregacion en una poblacion.
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2.6 ANALISIS DE QTLs

El andlisis de QTLs se realizdo con el programa QGene v. 4.0 con la opcion
de analisis de marcador simple y por el programa QTL cartographer v 2.5

mediante el analisis de intervalo compuesto.
2.6.1 Andlisis de QTLs por marcador simple

Mediante el analisis por marcador simple se identificaron un total de 57

marcadores asociados a los rasgos fenotipicos observados (Ver tabla 21).

Tabla 21: Analisis de QTLs por medio de analisis de marcador simple

CARACTER | GL SSR | SMR (ADD EFFECT) | SMR (R"2)
11 | BMc368 0,41 0,069
DFPOP 7 | BMc339 1,312 0,079
9 ATA9 0,408 0,054
DFRIEG 9 | BMd46 0,9 0,077
5 | BMd53 0,851 0,056
9 | ATA26 -0,699 0,058
DFSEQ 9 | BMd46 0,804 0,051
1 BMc35 0,027 0,088
2 | BMd19 -1,128 0,055
2 | BMc305 -1,077 0,056
5 | BMD28 -1,434 0,057
9 | ATA26 -0,963 0,057
DMPOP 9 BMc65 0,501 0,052
1 | BM149 -0,961 0,059
1 BMc78 1,201 0,059
11 | BMc202 1,183 0,064
11 | BMc307 1,771 0,062
DMRIEG 4 BMy6 -1,001 0,055
5 | BMd53 1,705 0,073
6 | BMc206 -2,629 0,058
9 | BM114 -0,737 0,075
DMSEQ 9 | BMc269 -0,84 0,067
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1 BMS3 1,326 0,092
11 BMd22 0,977 0,077
11 BMc368 0,78 0,085
2 BMcl176 -0,616 0,257
3 BM197 1,262 0,159
4 BMd26 1,211 0,113
4 ATA143 2,351 0,219
6 BMd12 0,708 0,056
6 BMc238 1,132 0,096
9 ATAME1 1,529 0,169
PXPLANPOP 9 BMc269 -0,027 0,066
1 BM200 -12,1 0,103
11 BMc307 -0,643 0,063
2 BMc126 0,292 0,051
6 BMc197 0,508 0,058
7 BM183 -0,344 0,05
PXPLANRIEG
11 BMc350 -0,622 0,057
11 BMd22 -0,531 0,072
1 BM200 -19,981 0,11
PXPLANSEQ 2 BMc34 0,337 0,066
2 BMcl176 -125,481 0,104
3 BM197 107,981 0,089
4 ATA143 223,375 0,07
8 BM211 88,26 0,072
RENDPOP 8 BM212 -1,482,971 0,059
8 BMc258 -139,064 0,069
9 ATAME1 142,553 0,053
1 BM200 -2,001,064 0,067
11 BMc307 -93,88 0,077
RENDRIEG 8 BM211 39,747 0,061
1 BM149 -13,047 0,061
11 BMc307 -78,417 0,058
2 BMc126 12,422 0,053
7 BM183 -67,372 0,076
RENDSEQ 9 BMd46 -75,329 0,078
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CROMOSOMA 2

CROMOSOMA 3 CROMOSOMA 4

Figura 30: Analisis de marcador simple por medio del programa QGene v 4.0
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Figura 31: Analisis de marcador simple por medio del programa QGene v 4.0
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CROMOSOMA 9

CROMOSOMA 10 CROMOSOMA 11

Figura 32: Analisis de marcador simple por medio del programa QGene v 4.0
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e Dias afloracion

Los dias a floracion mostraron una asociacion con 7 marcadores, 2 en
Popayan y 5 en Palmira, en los grupos de ligamiento 5, 7,9 y 11 que explican
entre el 5y 10% de la variacion fenotipica, causada por los alelos del padre
cultivar, a excepcion del marcador ATA 26 que presenta variacion gracias al
padre silvestre G24390.

e Dias a madurez

Se encontrd asociacion con 6 marcadores en la localidad de Popayan en los
grupos de ligamiento 1, 2,5y 9; 5 en Palmira en condiciones de Riego en los
grupos de ligamiento 1,4y 11 y 4 en condiciones de sequia en los grupos de
ligamiento 5, 6 y 9.

El marcador Bmc35 localizado en el cromosoma 1, explico el 8.8% de la
variacion fenotipica en la localidad de Palmira, atribuido a Radical cerinza.

e Peso por planta

En los cromosomas 1, 2, 3, 4, 6, 7 y 9 se encontraron marcadores asociados
a esta caracteristica, que explican entre el 5y 23% de la variacion fenotipica.
Entre los que resaltan en la localidad de Popayan el marcador BMc176 en el
cromosoma 2 explicando una variacion fenotipica del 25.7% atribuida al
padre silvestre, el ATA143 ubicado en el cromosoma 4 que explica el 22.9%
de la variacién atribuida al padre cultivar. En condiciones de riego y sequia
fue consistente el marcador BM200 en el grupo de ligamiento 1 explicando el
10% de la variacion en riego y el 11% en sequia atribuida en los dos casos al
padre silvestre, convirtiéndose en un sitio de interés para estudiar la

expresion de este rasgo.
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¢ Rendimiento

Se identificaron un total de 15 asociaciones para esta caracteristica, entre las
que se destaca el marcador Bmc176 explicando el 10.4% de la variacion
fenotipica atribuida al silvestre, para este rasgo en la localidad de Popayan.
Siendo consistente esta asociacion con peso por planta con el mismo
marcador, apoyando la alta correlacion existente entre estas dos

caracteristicas en esta localidad.
2.6.2 Andlisis de QTL por intervalo compuesto

Por medio del programa QTL Cartographer v.1.21 fueron identificados un
total de 9 QTLs para 3 de las 12 caracteristicas evaluadas en este estudio.
La nomenclatura se asigno segun Taran et al, (2002) donde se enuncia el
nombre de la caracteristica, el grupo de ligamiento y el nimero de QTLs

encontrados en ese grupo.

El rasgo que mas asociacion tuvo con los marcadores fue el Rendimiento en
la localidad de Popayan, hay que resaltar el QTL (REND4,1) ubicado en el
grupo de ligamiento 4 ya que presento el mayor porcentaje de variabilidad
explicando el 58% para este rasgo aportado por el cultivar. Igualmente, en
este mismo grupo de ligamiento encontramos otro QTL para esta
caracteristica que explica el 21% de la variacion fenotipica aportada por el
padre silvestre. También se encontr6 un QTL ubicado en el grupo de
ligamiento 2 (RENDZ2,1) que explica el 5% de la variacion fenotipica aportada
por el silvestre. En el grupo de ligamiento 3 se identifico el QTL (REN3,1) que
explica el 18% de la variacion fenotipica atribuida por el cultivar y por ultimo
se identifico en el grupo de ligamiento 11 el QTL (REND11,1) con un
porcentaje de variacion del 19% atribuida por el padre cultivar Radical
cerinza. La ubicacion de los QTLs ubicados en el cromosoma 4 concuerda
con lo reportado por Iriarte, G (2002) encontrando también 2 QTLs para

rendimiento en este mismo grupo de ligamiento.
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Por otro lado, se encontraron 3 QTLs asociados a la caracteristica peso por
planta: en el grupo de ligamiento 2 (PXP2,2) que explica el 25% de la
variacion fenotipica dada por el padre silvestre , en el grupo de ligamiento 3
(PXP3,2) explicando el 34% de la variacion fenotipica atribuida al padre
cultivar y en el grupo de ligamiento 11 (PXP11,2) que explica el 34% de la
variacion fenotipica atribuida al cultivar. EI QTL identificado en el grupo de
ligamiento 2 en este estudio concuerda con el reportado por lzquierdo, P
(2010), quien identifico un QTL para peso por planta (PXP2,1) en este mismo

cromosoma.

Hay que tener en cuenta en cuenta que los QTLs encontrados en
Rendimiento Popayan y Peso por planta Popayan estan asociados a los
mismos marcadores en los mismos cromosomas, lo que verifica la alta
correlacion existente entre estas dos caracteristicas en esta localidad, Por
otro lado, también se identifico un QTL asociado a la caracteristica dias a
madurez (DM1,1), en el grupo de ligamiento 1 con un porcentaje de variacion
fenotipica del 10% aportada por el padre silvestre G24390.

En términos generales, se observa introgresion del material silvestre en
algunas caracteristicas de importancia agronémica como en el incremento el
peso por planta y por ende el rendimiento, por consiguiente, se puede decir
qgue la mayor parte de alelos silvestre representaron un aporte positivo en la
poblacion desarrollada, llevando a la conclusion de la importancia de incluir

accesiones silvestres en programas de mejoramiento (ver tabla 22)
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Tabla 22: Andlisis de QTLs por intervalo compuesto

CARACTERISTIC | GL | MARCADO |POSICION | LR FUENTE | ADITIVIDAD | R2 TR? §
A R
l Bcth | 01929 (167046042 | G230 | -130.2212341 | 00426612 | 0.07T31582 | 1.63641%
RENDIMIENTO
POPAYAN
3 BWOT | 039 | 170530043 | RADICAL | 124071808 |0.1836392 | 0.22410% | 1227254
4 ATAM3 [ 03012 (253343124 | RADICAL | 3625919305 | 03390984 | 0.3627130 | 06305363
4 Bilyd | 03041 | 19.699%633 | G0 [-179.952424 | 0.000107 | 02336243 | 116137416
M B30 | 01916 [19.0400844 | RADICAL | 133547110 | 0196913 | 0.409329 | 1330787
l Bcts | 01923 (299344477 | G24380 | 0639834 | 02561320 | 0.3348893 | 27571400
PESO X PLANTA
PR ] BWOT | 03269 | 38011922 | RADICAL | 32464892 |0.3433637 [ 0.3601791 | 27296358
I B30 | 01316 (266176488 | RADICAL | 39463729 | 0262443 | 0.3634147 | 14081648
DIASAMADUREZ | 1 Bicie | 02680 | 179316220 | G2M300 | D.0443338 | 0.90236%4 | 00272813 | 12.017500
POPAYAN
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Figura 33: Analisis de QTLs por mapeo por intervalo compuesto. Grafica

realizada en MapChart v.2.2.
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Figura 34: Andlisis de QTLs por mapeo por intervalo compuesto. Grafica

realizada en MapChart v.2.2.
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2.7 ANALISIS DE INTROGRESION GENETICA

El andlisis de introgresion se realizo por medio del programa CSSL V. 0.5.3
en el cual se hallo el porcentaje de introgresion y el nUmero de segmentos
introgresados en cada una de las lineas de la poblacion. Se puede ver que
los individuos de la poblacion posee un porcentaje del genoma recurrente
promedio del 5.77% con un porcentaje minimo del 0% y un maximo del
34.12%. Por otro lado, el promedio del porcentaje del genoma donador es del
89.59% desde un minimo del 58.36% y un maximo del 100%, el promedio del
porcentaje de heterocigotos es del 3,78% con porcentaje minimo del 0% y un
maximo del 27,70% (ver tabla 23).

Tabla 23: Proporcion gendmica de la poblacion Radical cerinza x G24390

# de segmentos % % % genoma
de G24390 genoma | genoma | heterocigotos
recurrente | G24390
Min 8 0,00 58.36 0,00
Max 20 34,12 100,00 27,70
Promedio 12,87 5,77 89,59 3,78
Sum 3551

El nimero promedio de fragmentos donadores introgresados en las lineas
fue del 5.77 variando entre un minimo de 8 a un maximo de 20 fragmentos

(ver figura 35).
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Figura 35: Numero de segmentos de introgresion por linea.

2.7.1 Asociacion de microsatélites con las caracteristicas fenotipicas

Por medio del programa CCSSL Finder v 0.5.3 se buscaron marcadores que
estuvieran asociados a caracteristicas fenotipicas en las lineas que
presentaron datos extremos, incluyendo solo las 15 lineas con mayor y con
menor valor para cada caracteristica y asi reducir el nimero de grupos de
ligamiento y observar de una manera mas sencilla la introgresion del donador

en la poblacion.

82



Tabla 24: Marcadores asociados con caracteristicas fenotipicas

Caracteristica| Localidad Marcador GL

Peso x planta Palmira ATA 143 4
(Sequia)

Peso x planta Popayan BMcl176 2

ATA 143 4

2.7.1.1 Peso por planta en condiciones de sequia en la localidad de

Palmira

Se observa que el marcador ATA 143 en el grupo de ligamiento 4 se
encuentra asociado a peso por planta en la localidad de Palmira. Se
identifica la introgresion del silvestre en una linea con menor peso (104), en
contraste, también se presento introgresion del donante en la posicion del
marcador ATA 143 en 5 lineas (240, 225, 207, 215, 243) con mayor peso,
dandole importancia a este segmento cromosémico para este rasgo (ver
figura 36). Hay que tener en cuenta que este QTL, concuerda con los datos
obtenidos por marcador simple con un alto porcentaje de variacion
fenotipica, resultados que certifican la alta confiabilidad de la asociacion de
este QTL con el peso por planta en condiciones de sequia en la localidad de

Palmira.
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2.7.1.2 Peso por planta en lalocalidad de Palmira

Legend: A - B Genotype 3 Genotype 4 Heterozygote - Missing data
2oL TR 3 8% 5255 95 §IL9L LOMONS SUSMESERS
=3 o o Ofe 1= b Nt = = = = »9- o O o0 oo - | — N NN e
& fzz: 020 7 3 f28z 28 238 sbmmE chaaE B
S D EgEEE 5 FE D UEDEp §oE. Thpumings ZEEE S OELE
U.f o I o Ql [&] | | (5] o | 1 o,
‘ ( / ‘ | ‘ ‘ ;,! | / .'I PXPLANPOP
o7 L - : . 2497

s - 1 - S N . 25200

% — O — — N N Nk

2 I TR NN B B

Bt I I O N R (266
70 . I B N B 2000

45 I I I I N . o

1o I 1 O N . e 012

21 I I B EEOEE B 0%

2 I BN B B G205

g N - - O N . [ 3250
g I I O e W [ G2
60— I B N B 2T

76 I — N B . 2052

72 I I N BRE B § [EZ

49 . H . || H B N ) 94058
7 I I I N N N 71525
o I EE I B B [ 7069
g EE . I I N R 562
16— I I N N | | 64081
6 I B B () 56016
65 I I N S B e ) 7
2 O — B N N . 573
g I S O N () 6051
2 I I S N B 550
57 I N BN B [ S0
35 I B B B B [ 5

7 I EE N N R 5305
¢ I I — N N N § B
3 EE n — —

.
.

Figura 37: QTL asociado al rasgo peso por planta Popayan
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Como se observa en la figura 37, se encontraron 2 marcadores asociados a
la caracteristica peso por plante en la localidad de Palmira. EI marcador
BMc176 en el grupo de ligamiento 2 que esta directamente relacionado con
los datos obtenidos por intervalo compuesto resaltando asi la veracidad de
este QTL, y el marcador ATA 143 en el grupo de ligamiento 4. Se
presentaron 3 lineas que presentaron introgresion del donante en la posicion
del marcador BMc176, igualmente se observa que la linea con el mayor peso

presenta introgresion del donante en la posicién del marcador ATA 143.

2.7.2 Lineas de introgresion

Por medio de CSSL Finder 0.5.3 se seleccionaron las lineas de introgresion
con mayor porcentaje del genotipo del padre recurrente, esta seleccion
incluyo un total de 62 lineas de las 276, observandose que no se alcanza a
cubrir el genoma de G24390 ya que falta cubrir segmentos en cada uno de

los grupos de ligamiento (ver figura 38).

Esta poblacion no se puede considerar como una libreria genémica, ya que
presenta todavia un porcentaje de heterocigotos alto, que deben ser
eliminados llevando la poblacion a generaciones mas avanzadas, por otro
lado los segmentos del padre donante por fuera de la diagonal también
deben ser eliminados por medio de retrocruzas con el padre recurrente y asi
teniendo en cuenta lo anterior poder estudiar de forma mas precisa la

influencia del silvestre en el genoma del padre recurrente Radical cerinza.
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Figura 38: Lineas de segmentos de sustitucion cromosomica de la poblacion
G24390 X Radical cerinza. Radical cerinza: verde; G24390: Negro;
Heterocigoro: Gris; Dato perdido: azul.
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7. CONCLUSIONES

El mapa de ligamiento con un total de 276 individuos tuvo una mayor
cobertura y distancias mas veraces comparadas con el mapa de

ligamiento con 96 individuos.

El tamafio del mapa utilizado para la identificacion de QTLs (92
individuos) tuvo una distancia total de 350.44 cM, en el cual se
establecieron los 11 grupos de ligamiento reportados para frijol, con
una longitud promedio de 32.60 cM y una distancia promedio entre

marcadores de 5.97cM

Se hallo un total de 9 QTLs por medio de analisis por intervalo
compuesto, 5 para rendimiento, 3 para peso por planta y 1 para dias

a madurez todos en la localidad de Popayan.

El QTL con que mayor variabilidad explico fue el REND4,1 con un
58% de variabilidad fenotipica para la caracteristica Rendimiento en el
grupo de ligamiento 4 debida al cultivar, y el QTL REND 4,2 con una

variabilidad del 21% para la misma caracteristica atribuida al silvetre

Mediante el andlisis por marcador simple se obtuvo un total de 57
marcadores asociados a los rasgos fenotipicos, de las cuales un total
de 15 marcadores estaban asociados con el rendimiento y 10 de estas

fueron atribuida al genotipo silvestre G24390.
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Los QTLs encontrados en Rendimiento Popayan y Peso por planta
Popayan estan asociados a los mismos marcadores en los mismos
cromosomas, lo que verifica la alta correlacion existente entre estas

dos caracteristicas en esta localidad

Se observa introgresion del material silvestre en algunas
caracteristicas de importancia agronémica como en el incremento el
peso por planta y por ende el rendimiento, por consiguiente, se puede
decir que la mayor parte de alelos silvestre representaron un aporte
positivo en la poblacién desarrollada, llevando a la conclusion de la
importancia de incluir accesiones silvestres en programas de

mejoramiento

El andlisis de lineas de introgresion mostro que existe gran cantidad
del genoma del silvestre y de heterocigos que deben ser eliminados,
por medio de retrocruzas y avance generacion de las poblaciones
para asi lograr obtener una libreria de introgresion en la que se pueda
observar de forma mas precisa la influencia del silvestre en el genoma

del padre recurrente Radical cerinza.
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9. ANEXOS

ANEXO A: Germinacion de semillas

e Escarificar 10 semillas que se encuentren en Optimas condiciones,
sembrarlas en toallas de papel colocando el hipocotilo mirando hacia
abajo.

e Preparar sulfato de calcio a una concentracion de 0.5 Mm y depositar
en una bandeja

e Poner en la bandeja los rollos de papel de germinacion con la semilla
y colocar en la oscuridad de 4 a 6 dias

e Cosechar en tubos de cola para su posterior maceracion
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ANEXO B: Método mini prep para extraccion de ADN de frijol.

- A cada eppendorf con tejido vegetal se le agregan 100 ul de buffer de
extraccion para macerar.

- Una vez macerado se agregan 750 ul de buffer de extraccion.
- Incubar durante una hora a 65°C.

- Adicionar 850 ul de cloroformo:octanol (24:1) y agitar durante 30 minutos.
- Centrifugar 10 minutos a 12000 r.p.m.

- Tomar 750 ul de sobrenadante en otro eppendorf.

- Agregar al sobrenadante 500 ul de isopropanol a —20°C (2/3 del volumen) y
75 ul de acetato de sodio a —20°C (1/10 del volumen).

- Dejar a — 20°C.

- Centrifugar 10 minutos a 12000 r.p.m. y descartar el sobrenadante.
- Lavar el pelet con 500 ul de etanol al 70%.

- Descartar el etanol y dejar que el pelet se seque.

- Resuspender el pelet en 150 ul de agua con RNAsa. Se debe tener en
cuenta que se agregar 6 ul de RNAsa por ml de agua.

- Incubar a 37°C una hora
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ANEXO C: Pasos para la tincion con plata.

Colocar el gel en solucion fijadora 20 minutos.

Hacer dos lavados de 3 minutos con agua deionizada.

Colocar el gel en la solucion de tincion por 30 minutos.

Lave rapidamente el gel con agua deionizada.

e Coloque el gel en la solucion reveladora hasta que empiece a visualizar las
bandas. Recuerde que esta solucion debe estar a 10°C.

¢ Una vez visualice las bandas coloque el gel en la solucién de parada
durante cinco minutos.

e Lave durante 5 minutos con agua deionizada.

e Deje secar.
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ANEXO D: Microsatélites evaluados en parentales de interés agronémico

POLIMORFICO POBLACION

MICROSATELITE ORIGEN RXG
ATA10 GENOMICO
ATA108 GENOMICO X
ATAl112 GENOMICO
ATA113 GENOMICO
ATA116 GENOMICO
ATA119 GENOMICO
ATA121 GENOMICO
ATA122 GENOMICO
ATA13 GENOMICO
ATA133 GENOMICO
ATA138 GENOMICO X
ATA143 GENOMICO X
ATA145 GENOMICO X
ATA150 GENOMICO
ATAlG6 GENOMICO
ATA165 GENOMICO
ATA170 GENOMICO
ATA172 GENOMICO X
ATA173 GENOMICO
ATA175 GENOMICO
ATA180 GENOMICO
ATA2 GENOMICO
ATA20 GENOMICO
ATA209 GENOMICO
ATA220 GENOMICO X
ATA2234 GENOMICO X
ATA226 GENOMICO
ATA234 GENOMICO
ATA236 GENOMICO
ATA24 GENOMICO
ATA241 GENOMICO
ATA243 GENOMICO
ATA244 GENOMICO
ATA247 GENOMICO X

ATA248 GENOMICO
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ATA26
ATA269
ATA27
ATA271
ATA288
ATA289
ATA296
ATA30
ATA32
ATA4
ATAS
ATAG
ATAGY9
ATA7
ATA71
ATA74
ATA76
ATAT77
ATA84
ATA86
ATA9
ATA90
ATABN
ATACAS
ATACAS
ATACAC1
ATACAC2
ATAGA11
ATAGA12
ATAGA15
ATAGA16
ATAGA4
ATAGA9
ATAHRG
ATAME1
ATAPG2
BM114
BM137
BM138
BM140
BM141
BM142
BM142

GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENICO
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BM143
BM148
BM149
BM154
BM155
BM156
BM157
BM158
BM159
BM161
BM164
BM166
BM167
BM170
BM171
BM172
BM175
BM181
BM183
BM184
BM185
BM187
BM188
BM189
BM195
BM197
BM199
BM200
BM201
BM205
BM209
BM210
BM211
BM212
BM213
BM25
BM377A
BM377B
BM379
BM382
BM397
BM398
BM399

GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO

107

X X X X X

X X X

>

X X X X X



BM403
BM404
BM405
BM411
BM448
BM449
BM453
BM53
BM98
BMC103
BMC104
BMC108
BMC109
BMC112
BMC113
BMC114
BMC115
BMC116
BMC121
BMC122
BMC123
BMC125
BMC126
BMC128
BMC129
BMC131
BMC132
BMC140
BMC147
BMC150
BMC151
BMC159
BMC159
BMC161
BMC165
BMC168
BMC168
BMC17
BMC171
BMC175
BMC176
BMC178
BMC18

GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENOMICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
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BMC180
BMC181
BMC183
BMC184
BMC185
BMC186
BMC187
BMC190
BMC197
BMC198
BMC201
BMC201
BMC202
BMC206
BMC216
BMC217
BMC220
BMC221
BMC222
BMC224
BMC225
BMC226
BMC226
BMC228
BMC229
BMC23
BMC230
BMC231
BMC232
BMC234
BMC237
BMC238
BMC24
BMC240
BMC241
BMC242
BMC243
BMC245
BMC248
BMC249
BMC25
BMC254
BMC258

GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
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BMC26
BMC269
BMC280
BMC283
BMC284
BMC285
BMC288

BMC294
BMC299

BMC305
BMC307
BMC309
BMC316
BMC32
BMC320
BMC322
BMC326
BMC327
BMC33
BMC333
BMC338
BMC339
BMC34
BMC35
BMC342
BMC345
BMC346
BMC347
BMC350
BMC351
BMC352
BMC355
BMC356
BMC36
BMC362
BMC367
BMC370
BMC371
BMC63
BMC64
BMC65
BMC66
BMC68

GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
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BMC69
BMC70
BMC72
BMC73
BMC77
BMC78
BMC79
BMC88
BMC89
BMC90
BMC91
BMC92
BMC94
BMC95
BMC97
BMC98
BMD1
BMD11
BMD12
BMD15
BMD19
BMD20
BMD21
BMD22
BMD26
BMD28
BMD32
BMDA46
BMDS53
GATS11
BMY1
BMY5
BMY6
BMY11

GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENOMICO
GENOMICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENOMICO
GENICO
GENICO
GENICO
GENICO
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