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RESUMEN

Las colecciones nudcleo desarrollan un papel importante en la utilizacion de los
recursos genéticos, ya que poseen el material prioritario para la mejora. El
desarrollo y la aplicacién de SSRs facilitan la adquisicion de una gran cantidad de
informacion genética para la caracterizacion de colecciones de germoplasma. El
objetivo de este estudio fue Caracterizar la diversidad genética de 104 accesiones
silvestres de la Coleccibn Nucleo de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
procedentes de la Unidad de Recursos Genéticos del CIAT (URG-CIAT), mediante
el uso de 36 marcadores moleculares tipo microsatélites analizados con una
técnica de fluorescencia. Se identificaron un total de 492 alelos con un promedio
de 13.30 alelos por marcador, y un promedio de Contenido de Informacién
Polimérfica de 0.64. Usando los programas NTSyS y STRUCTURE, se
identificaron cinco grupos bien definidos correspondiendo a los dos principales
acervos: Mesoamérica y Andino, y los centros menores de Colombia, Ecuador-
Norte del Peri y Guatemala. Accesiones provenientes de Guatemala y el sur de
México presentaron diferenciacién genética y estructural con los otros acervos y
centros menores. Se presenta una alta diversidad genética en el acervo
Mesoamérica que en el Andino, presentadndose en este ultimo asociaciones
discretas en ciertas regiones, posiblemente reflejando el aislamiento geografico y
genético. Un alto valor de Fst confirmé la congruente separacion de los grupos en
cuanto a su estructura genética.

Palabras Clave: SSRs, Fluorescencia, Diversidad Genética, Coleccién Nucleo de
Silvestres, Phaseolus vulgaris L.
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INTRODUCCION

El frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) es una planta diploide con un genoma
pequefio y se encuentra estrechamente relacionada con otras especies cultivables
del género Phaseolus. Ademas, es una de las leguminosas mas importante del
mundo para el consumo humano debido a su valor nutricional, aportando
proteinas, fibra dietética, minerales y vitaminas (Broughton et al., 2003).

El frijol comudn tiene su origen en América, y diversos estudios con marcadores
morfoagrondmicos, bioquimicos y moleculares ubican dos areas principales de
domesticacién a partir de poblaciones silvestres: (Mesoamérica y los Andes
Suramericanos), las cuales han originado por barreras parciales de aislamiento
reproductivo (Gepts, 1985). El entendimiento de la diversidad del frijol facilitara su
uso en mejoramiento genético de este cultivo (Tohme et al., 1996, Beebe et al.,
2000).

En Colombia, se ha observado una gran diversidad de germoplasma,
reportandose cultivares de frijol de ambos acervos, posiblemente debido a su
ubicacion territorial con América Central y su cercania a la terminacion de la
cordillera de los Andes (Blair et al., 2007). Thome et al. (1996), observaron en la
estructura de la poblacion colombiana un considerable entrecruzamiento e
intercambio genético, reflejando eventos de introgresion aleatoria de frijoles
silvestres locales con frijoles de otros grupos.

En programas de mejoramiento genético es fundamental disponer de fuentes de
variabilidad heredable de valor presente o potencial para los rasgos que se
pretendan mejorar. Especialmente, esta variabilidad se puede encontrar en
individuos de la misma especie, y en especies y/o géneros relacionados, silvestres
y/o cultivados.

Los parientes silvestres de los cultivares son fuentes de genes de interés, entre
ellos tenemos los responsables para la adaptacion a diferentes condiciones
climaticas, resistencia a factores de estrés, como la sequia y la salinidad, y la
resistencia a enfermedades (Acosta-Gallegos et al., 2007).

La coleccion de frijol comun del CIAT consta de més de 30.000 accesiones entre
lineas domesticadas y silvestres, de las cuales 1.822 accesiones son silvestres
(URG-CIAT, 2009). Por lo tanto, se ha determinado una coleccion nucleo de 104
accesiones de frijol comun silvestre que representan la variabilidad de todos los
genotipos silvestres en cuanto a criterios de rango de distribucion, morfologia,
fisiologia, y marcadores AFLP (de sus siglas en ingles, Amplified fragment length
polymorphism). Es decir, esta coleccidén niucleo no posee duplicados, por lo que se
minimiza la similaridad entre accesiones, siendo diferentes tanto genética como
ecologicamente.
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En estudios de andlisis de diversidad genética las tecnologias de marcadores
moleculares ofrecen un gran soporte para la implementacion de alternativas
complementarias que logren obtener resultados que aporten al mejoramiento de
las caracteristicas de una especie (De Vicente, 2002). Por lo anterior, los
microsatélites son una herramienta simple que tiene numerosas ventajas para los
analisis moleculares, como alto poder de discriminacién, alto nivel de informacion
por su naturaleza multialélica, herencia codominante, facilmente reproducible y
robusto, abundancia y amplia cobertura en el genoma, transferible entre
poblaciones, y facil deteccion con sistemas automatizados (Buso et al., 2006,
Collard et al., 2005, Masi et al., 2003).

En analisis con marcadores tipo microsatélite se obtienen una gran ventaja al
revelar un gran nimero de bandas polimorficas. Los valores de heterocigosidad
encontrados para los microsatélites son mucho mas altos en comparacion con las
isoenzimas y los RFLP (de sus siglas en Ingles, Restriction Fragment Length
Polymorphism), que por lo general es comun encontrar solo entre 2 a 4 alelos
mientras que con microsatélites pueden revelar entre 2 a 25 alelos, demostrando
asi su alto grado de polimorfismo (Powell et al., 1996).

El uso potencial de tecnologias de automatizacion para el genotipaje en masa de
recursos genéticos en plantas, ha llevado a ser adaptado al andlisis con
marcadores microsatélites, ya que las ventajas que ofrecen este tipo de marcador
aunado a alta sensibilidad de deteccion reduce los costos y el tiempo del operador
y permite la deteccidn de loci que son dificiles de amplificar por PCR (de sus siglas
en ingles, Polymerase Chain Reaction) (Coburn et al., 2002).

El presente estudio tiene como objetivo principal caracterizar la diversidad
genética de 104 accesiones silvestres de la Colecciéon Nucleo de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) procedentes de la Unidad de Recursos Genéticos del CIAT
(URG-CIAT), mediante el uso de 36 marcadores tipo microsatélites, marcados con
etiquetas fluorescentes (Fluorocromos) de diferentes colores, azul, verde, amarillo
y rojo, y posteriormente detectados en un secuenciador automatico modelo ABI
3730xl.
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1. MARCO TEORICO

1.1. GENERALIDADES DEL FRIJOL

El frijol pertenece a la familia Leguminosae, cuenta con 643 géneros (18000
especies) agrupados en 40 tribus (Broughton et al., 2003). El género Phaseolus
esta integrado por unas 70 especies que han contribuido al bienestar humano con
cinco cultigenos domesticados en tiempos precolombinos: P. vulgaris L, P.
dumosus Macfad., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray, y P. lunatus L. El género
se originé en el continente americano y un gran numero de sus especies se
encuentra en Mesoamérica y en la parte Andina de Suramérica. Entre la cinco
especies domesticadas, P. vulgaris aporta mas del 90% de los cultivos en todo el
mundo y es la leguminosa de grano mas ampliamente consumida en el mundo
(Acosta-Gallegos et al., 2007).

Phaseolus vulgaris L. es el prototipo del género Phaseolus, su nombre cientifico
fue asignado por Lineo en 1753, pero ademas posee varios nombres vulgares
como poroto, alubia, judia, Frixos, nufia, habichuela, vainita, caraota y Feijao.
(Debouck and Hidalgo, 1985).

La clasificacién taxondmica del frijol comun es la siguiente (Gepts, 2001):

Orden Rosales

Familia Leguminosae
Subfamilia  Papilionoideae

Tribu Phaseolae

Subtribu Phaseolinae

Genero Phaseolus

Especie Phaseolus vulgaris L.

El tallo es herbaceo y con seccién cilindrica o levemente angular, debido a
pequefias corrugaciones de la epidermis. Las ramas se desarrollan a partir de un
complejo axilar que generalmente estd formado por tres yemas visibles desde el
inicio de su desarrollo (Debouck and Hidalgo, 1985).

En el frijol existen hojas simples, que aparecen en el segundo nudo del tallo y se
forman en la semilla durante la embriogénesis, y hojas compuestas, siendo las
gue durante su vida se generaran (Debouck and Hidalgo, 1985).

La inflorescencia es a menudo un pseudoracimo con varias flores de donde
solamente algunas pocas producen vainas, una excepcion es la habichuela que
produce abundantes vainas. Las flores de Papilionaceas pueden ser rosas,
purpureas, blancas o bicolor con o sin rayas y en la base exterior lleva un
estandarte muy pronunciado. Las bractéolas sésiles a menudo son mas grandes
en genotipos mesoamericanos que en andinos y pueden ser cordado, aovado, 0
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lanceolado. El caliz de bilabiado es pequefio (<5 mm) con los dos dientes
superiores unidos. Las flores son cleistogamas y normalmente se autopolinizan (<
1% es por cruzamiento) (Miklas and Singh, 2007).

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

Segun estudios hechos por el programa de frijol en el CIAT, se considerd que los
habitos de crecimiento podrian ser agrupados en cuatro tipos principales (Figura
1): Tipo |, determinado arbustivo; Tipo Il, indeterminado arbustivo; Tipo I,
indeterminado postrado; Tipo IV, indeterminado trepador (Debouck and Hidalgo,
1985).

Tallo

Principal
" i )%r
Determinado Indeterminado Indeterminado
arbustivo (Tipo I) nrbuoﬂvo (Tlpo ) postrado (Tipo i) trepador (Tipo IV)

Figura 1. Habitos de crecimiento de la planta de frijol (Modificada de Debouck y
Hidalgo, 1985)

En el frijol las semillas se encuentran contenidas en la vainas o legumbres, las
vainas son de diversos colores verde, amarillo, morado, blanco o plateado de
acuerdo al estado de madurez de la misma y dependiendo de la variedad. La
presencia de fibra en las suturas de las dos valvas determina la dehiscencia que
pueden ser de tipo pergaminoso, coridceo o carnoso (Rios and Davila, 2002). La
vainas maduras presentan generalmente de cinco a ocho semillas (Miklas and
Singh, 2007).
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Las semillas presentan un alto contenido de proteinas, alrededor del 22% vy
ademas, presentan una amplia variacion de color (blanco, rojo, crema, negro, café,
etc.) y de forma (cilindrica, de rifidn, esférica, o redonda, eliptica u ovoide) y de
brillo (brillante, semibrillante y opaco). La combinacién de colores también es muy
frecuente (jaspeado, moteado, punteado, rayado y venacion). La variabilidad de
los caracteres externos de la semilla se tienen en cuenta para la clasificacion de
las variedades de frijol (Betancour R and Quirés D., 2002).

1.2. CITOLOGIA

P. vulgaris y una gran mayoria de otros cultivos y especies silvestres de
Phaseolus son verdaderos organismos diploides con 11 cromosomas (2n = 2X=
22 cromosomas). Los cromosomas de P. vulgaris son extremadamente pequefios
y de similar morfologia (Broughton et al., 2003, Miklas and Singh, 2007). Los
cromosomas mitoticos y meidticos miden aproximadamente de 13 um y suelen
ser metacéntricos y submetacéntricos (Gepts, 2001). El frijol comUn posee uno de
los genomas mas pequefios de la familia Leguminosae con 635 mpb (Miklas and
Singh, 2007).

El frijol tiene un mapa genético bien desarrollado (Blair et al., 2003, Broughton et
al., 2003, Freyre et al., 1998, Pedrosa et al., 2002, Grisi et al., 2007) y un gran
namero de marcadores moleculares que han sido usados para mostrar que
Phaseolus y Vigna, ambos miembros de la subtribu Phaseolinae, estan
estrechamente relacionados, presentando amplia similaridad entre sus genomas
(Broughton et al., 2003)

1.3. IMPORTANCIA DEL CULTIVO

1.3.1. Produccion y consumo La produccion total de frijol supera los 23 millones
de toneladas métricas (TM), de las cuales 7 millones de toneladas se producen en
Ameérica Latina y Africa. Los factores sociales y ecolégicos pueden determinar las
limitaciones del cultivo de frijol en una region en particular. Una gran parte de la
produccion de frijol en América Latina se lleva a cabo en pequefias granjas que
van desde 1 hasta 10 hectareas. Algunas estimaciones sugieren que hasta un
80% del area sembrada con frijol comun en América Latina se encuentra en las
laderas. (Broughton et al., 2003)

En América se encuentran las regiones de mayor produccion de frijol seco (6,7
millones de toneladas). Brasil es el mayor productor con 2,5 millones de toneladas,
seguido por EE.UU. con 1,3 millones de toneladas y México con 0,98 millones de
toneladas (Miklas and Singh, 2007). La produccion ha aumentado sustancialmente
en los ultimos 50 afos en Argentina, Bolivia, Brasil, Canada y EE.UU. En América
Latina, el mas alto consumo per capita de frijol seco se encuentra en Brasil y
México (> 10 kg por afo) (Miklas and Singh, 2007).
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En el 2005, en Colombia el consumo de frijol por persona fue de 3.86 Kilos. Los
cultivos de frijol cubrieron un &rea de 116.000 hectareas con una produccion de
125 mil toneladas, para un rendimiento promedio de 1.08 Kg/Ha. El 62,84% de la
produccion se concentra en cinco departamentos asi: Antioquia (21,99%), Huila
(13,33%), Santander (8,84%), Tolima (11,67%), Bolivar (6,98%) (Velasquez and
Giraldo, 2005).

1.3.2. Valor Nutritivo Las semillas de frijol, de acuerdo a la variedad, presentan un
promedio de contenido de proteina del 24%, desempefiando un papel esencial en
la nutricion humana. La principal proteina del frijol es la faseolina siendo un factor
determinante de la cantidad y calidad nutricional; sin embargo las proteinas de
semilla son deficientes en aminoacidos esenciales como la lisina y metionina, pero
combinado con otros cereales y leguminosas se pueden aliviar estas deficiencias
garantizando una dieta balaceada.(Broughton et al., 2003, Rios and Davila, 2002).
Ademas de proteinas en la semilla de frijol se encuentran glucésidos (55-65%),
fibra (3-8%), lipidos (1-5%) y sustancias minerales (3-5 %), se destaca también su
elevado contenido de Hierro, Calcio y vitaminas como tiamina (B) y acido folico
(Rodrigo M., 2000).

Recientemente, se ha descubierto algunas propiedades de la semilla del frijol,
demostrando que contribuye positivamente al mejoramiento de ciertos problemas
de salud en humanos; como el control de la diabetes tipo Il. También, el consumo
de semillas de frijol ayuda a bajar los indices de glicemia y colesterol, y ademas
disminuyen la incidencia de ciertos tipos de canceres (Acosta-Gallegos et al.,
2007).

1.3.3. Factores antinutricionales Los factores antinutricionales y sustancias toxicas
estan presentes en muchas de las semillas de las legumbres e incluso en diversas
partes de la planta, reduciendo la palatabilidad y causando trastornos de diversa
indole. Entre ellos estan los inhibidores de a-amilasa, argelinas, lectinas, fitatos,
sustancias fendlicas y taninos. La cantidad de taninos cambia con el color de la
semilla. Las propiedades antinutritivas de fitatos se derivan de su capacidad de
quelar calcio, hierro, Magnesio y Zinc. Sin embargo, las arcelinas e inhibidores de
a-amilasa confieren a las semillas de frijol propiedades insecticidas. En lo posible
se trata de reducir los compuestos antinutricionales, sin disminuir algunas de las
funciones de proteccion, esto podria ser posible a través del analisis de la
variabilidad genética (Broughton et al., 2003).

1.3.4. Problemas de Produccion Los frijoles producidos en pequefias parcelas por
granjeros con bajos recursos son mas vulnerables a ser atacados por
enfermedades y plagas, y por estreses abidticos incluyendo sequia y baja fertilidad
del suelo. En contraste, los granjeros con altos capitales cuentan con los recursos
para combatir estos factores a través del uso de pesticidas, fertilizantes, e
irrigacion (Miklas, 2005).
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La produccion de frijol comun se ve afectada por factores abioticos y bidticos

(Tablal).

Tabla 1. Problemas de produccién del cultivo de frijol comun, incidencia y
porcentaje de perdida en rendimiento (Singh, 1999).

PROBLEMA DE PERDIDA EN
PRODUCCION INCIDENCIA RENDIMIENTO (%)
ABIOTICO
Sequia Global 10 -100
Baja fertilidad del suelo Global 30-100
BIOTICO
Enfermedades
E/Blglfﬂgil mosaico comdn - 50 — 70
Virus del mosaico dorado  Argentina, Brasil, Caribe y 50 — 90
(BMGV) Ameérica central
Bacteriosis Comun
(Xanthomonas Global 20-50
campestres)
Bacteriosis de Halo Altiplano de Africa y
(Pseudomonas Latinoamérica, Europa y 20-50
phaseolica) América del Norte
Mancha angular
(Phaseoisariopsis Africa y Latinoamérica 40 - 80
griseola)
Antracnosis
(Colletotrichum Global 10 - 100
lindemuthianum)
Hongos de la raiz Global 10-90
Roya (Uromyces Global 40 — 80
appendiculatus)
Moho blanco (Sclerotinina  Brasil, Argentina y América
) 30-90
sclorottium) del Norte
Insectos
Mosca del frijol Africa 30 — 100
(Ophiomya spp.)
Picudo Qe la vaina (Apion México y América central 10-80
godmani)
Bruquidos o gorgojos
(Zabrotes subfasciatus) Global 10-40
Salta hojas (Empoasca Global 10 — 100

fabae)
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o Factores abidticos: La resistencia a estrés abidtico es por naturaleza mas
complejo fisiolégicamente, esta tipicamente sujeto a grandes efectos
medioambientales (Miklas, 2005). Entre estos se encuentra la baja fertilidad del
suelo, que depende de la deficiencia de nitrogeno, fosforo, y zinc, ademas de la
toxicidad con aluminio y manganeso. La sequia afecta la produccion en muchas
regiones del mundo, especialmente en el noroeste de Brasil, las tierras altas de
centro y norte de México, los valles del este de Africa y las regiones
intermontafiosas de Estados Unidos (Singh, 2001). También las bajas
temperaturas (inferiores a 10 °C) ocasionan dafios durante el periodo de
germinacion de la planta.

o Factores bidticos: La resistencia o tolerancia a insectos en frijol comun es
un rasgo genético cuantitativo y poligénico (Miklas, 2005). Los problemas biéticos
son causados principalmente por virus, hongos y bacterias, mientras que entre los
causados por plagas se encuentran insectos y nematodos (Singh, 2001).

1.4. ORIGEN, DISTRIBUCION Y DOMESTICACION

El frijol (Phaseolus spp. L.) es uno de los cultivos mas antiguos del nuevo mundo,
es diverso en términos de métodos de cultivo, usos, adaptacion, y variabilidad
morfolégica (Broughton et al.,, 2003). Desde sus regiones de origen y
domesticacién en los Andes suramericanos, América Central y México, el frijol
comun se ha extendido a otras partes de las Américas (de unos 35° a >50° latitud
N y desde el nivel del mar a >3000 m de altitud). Posteriormente, se introdujo en
Africa, Asia, Europa y Oceania (Miklas and Singh, 2007).

Desde finales del siglo XIX se acepta el origen Americano del frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.). Algunas investigaciones arqueolégicas han permitido
ubicar restos de plantas completamente domesticadas en diversos sitios de
Estados Unidos, México y Perl. En la regién suroeste de Estados Unidos se han
encontrado restos cuya antigiedad datan de unos 2300 afios A.P. En México los
restos arqueoldgicos de frijol tienen una antigiiedad que fluctia entre 13000 y
4300 afos A.P. En Peru se han encontrado restos con antigliedad de 2500 afios
A.P. No se conoce con certeza el momento en que se origind la transicion
completa del estado silvestre al cultivado, debido a la falta de evidencia
arqueoldgica (Voysest, 2000).

Las poblaciones silvestres de frijol comun se distribuyen desde el norte de México
(Chihuahua) hasta el noroeste de Argentina (San Luis). Sus recursos geneéticos
existen como un arreglo complejo de acervos genéticos mayores y menores, razas
y tipos intermedios, con ocasional introgresion entre tipos silvestres y
domesticados (Beebe et al., 1997). El frijol comUn es un cultivo no céntrico que ha
tenido multiples domesticaciones de sus poblaciones silvestres (Chacon et al.,
2005). Los hibridos entre frijoles silvestres y cultivados son plenamente fértiles y
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no existen barreras importantes para la introgresion y el intercambio de alelos y
QTL’s (de sus siglas en ingles, Quantitative trait locus) favorables (Miklas and
Singh, 2007)

Un centro de domesticacion esta situado en Mesoameérica, en habitats mésicos,
entre 700 y 2000 msnm, donde algunas poblaciones silvestres presentan semilla
pequefia con faseolina tipo “S” y grandes bractéolas. Estas poblaciones dieron
origen, a través de la domesticacion, plantas con mayor tamafio de semilla que los
silvestres y con el mismo tipo de faseolina y grandes bractéolas. El otro centro de
domesticacién se encuentra en la cordillera de los Andes, donde las poblaciones
silvestres actuales presentan semillas mas grandes, con predominio de faseolina
tipo “T” y bractéolas pequefias. (Payro-de-la-Cruz et al., 2005).

La reserva genética de las especies parece estar organizada en cuatro razas
Mesoamericanas y tres razas Andinas (Tabla 2) (Beebe, 2000, Beebe, 2001).

Tabla 2. Acervo, raza, faseolina y haplotipo de ADNcp caracteristicas de cada
raza domesticada de Phaseolus vulgaris.(Acosta-Gallegos et al., 2007)

ACERVOY FASEOLINA HAPLOTIPO CULTIVARES
RAZA DE ADNcp CARACTERISTICAS
ANDINO

Nueva T C Jalo EEP558, California Dark Red

Granada Kidney

Chile C,H C Coscorron, Blanco Espafiol, Frutilla

Peru T,CH C, K Cargamanto, Bolon Bayo, Nufa
Coneja

MESOAMERICANO

Mesoamérica S, Sb, B K, LI, J Jamapa, ICA Pijao, Carioca, Black
Turtle Soup, Vista, Tio Canela

Durango S, Sd K, L,J Maverick, Sierra, Pinto Villa, Bayo
Blanco

Jalisco S L, K Garbancillo Zarco, Rosa de

Castilla, Flor de Junio Marcela,
Negro San Luis
Guatemala S I Colorado de Teopisca, Bolonillo

Las cuatro razas Mesoamericanas Durango, Jalisco, Mesoamérica y Guatemala
difieren en adaptacion ecoldgica, rango geografico, rasgos morfoagronomicos,
alelos de aloenzima, y marcadores tipo RAPD (de sus siglas en ingles, Random
Amplified Polymorphic DNA) (Beebe, 2000). Sin embargo, la presencia de un
predominante tipo electroforético de faseolina S y similares AFLP entre los
patrones de las razas de Mesoamérica sugieren una unica domesticacion (Gepts,
2003, Gepts et al., 1986, Papa et al., 2005, Papa and Gepts, 2003). Las tres razas
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Andinas, Nueva Granada, Peru y Chile, también difieren en caracteres
morfoagrondémicos, alozimas y tipos de faseolina (Singh et al., 1991a), lo que
soporta multiples domesticaciones. Sin embargo, sus limites geograficos se
solapan y parecen ser similares los patrones electroforéticos AFLP (Beebe, 2001),
apoyando un solo origen.

Beebe et al. (2000) estudiaron una coleccién de 269 cultivares mediante RAPD a
fin de analizar la estructura del acervo genético del frijol cultivado en América
Central y México. Los analisis permitieron relacionar los grupos formados con las
razas Durango, Jalisco y Mesoamérica, revelando una estructura y diversidad
genética mas compleja de lo que se creia.

Blair et al en 2006, estimaron la diversidad alélica de 129 microsatélites en un
panel de 44 genotipos de frijol. Encontraron dos principales grupos
correspondientes al acervo mesoamericano y Andino y subgrupos especificos,
denominados razas. Dentro del acervo Andino, la raza Peru tiene mayor
diversidad en comparaciéon a la raza Nueva Granada, mientras que en el acervo
mesoamericano, las razas Durango, Guatemala y Jalisco tienen niveles de
diversidad inferiores a la raza Mesoameérica.

En la determinacion de la estructura de raza en clases comerciales del acervo
Mesoamericano, Diaz y Blair en el 2006, evaluaron 60 genotipos con 52
marcadores microsatélite; en el analisis de correspondencia se identificaron dos
grupos principales equivalentes a la raza Mesoamérica y un grupo que contenia
las razas Durango Yy Jalisco.

En publicaciones recientes Blair et al., 2007, mediante andlisis con 33 marcadores
tipo microsatélites de los cuales 11 fueron génicos y 22 gendmicos, lograron
identificar en accesiones representativas del acervo Andino dos grupos
predominantes correspondientes a las razas Nueva Granada y Perd, y en menor
medida un grupo de accesiones de origen Chileno.

Una de las mas importantes y generalizadas caracteristicas de la domesticacion
de plantas es la reduccion de la diversidad genética que ha caracterizado las
reservas genética de los cultivos, no solo durante la fase inicial de domesticacion
en si, sino también, posteriormente durante la dispersion desde los centros de
domesticacién y adicional seleccién (Gepts, 2004, Papa et al., 2005). Esta
reduccion es causada por eventos demograficos (por ejemplo, un cuello de botella
debido a una reduccion en el tamafio de la poblacion) y de seleccion (por ejemplo,
por adaptacibn a un medio ambiente cultivado), estos afectan la diversidad
genética de la poblacion de diferentes maneras. Si bien los acontecimientos
demograficos afectan a la diversidad genética a través de todo un genoma, la
seleccidn solo afectara a genes especificos o genes adyacentes (Papa and Gepts,
2003).
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Un caso particular sucede en Colombia, ya que por encontrarse ubicada en el
extremo nor-occidental de América de Sur se ha considerado como sitio de
confluencia de los acervos de frijol comun, es por lo anterior que en esta zona se
solapan las “zonas de expansion” y algunas de las caracteristicas agroecologicas
de los dos centros de origen, ademas se ha mostrado intercambio cultural desde
épocas precolombinas (Diaz et al., 2005).

1.5. IMPORTANCIA DE ESTABLECER UNA COLECCION NUCLEO DE
GERMOPLASMA

Una coleccion ndcleo se puede definir como un namero limitado de accesiones

derivadas de una coleccién base de germoplasma existente y escogidas para

representar la diversidad genética de esa coleccion y asi poder usarse en

mejoramiento (Brown, 1989, IPGRI, 2000).

Las colecciones nucleo son importantes en el uso de los recursos genéticos y
ofrecen distintas ventajas, ya que contiene el material prioritario para la mejora y el
mas apropiado para desarrollar una lista de descriptores. Para el mantenimiento
de este tipo de colecciones es necesario seguir unas normas con las que se
disminuya la perdida de la integridad genética en la entrada de semilla durante su
almacenamiento y regeneracion, y es asi en lo posible mantener altos niveles de
viabilidad y control de enfermedades (IPGRI, 2000).

El tamafio de la Coleccion Nucleo debe ser tal que permita retener en ella la
mayor cantidad de alelos posibles. Brown (1989) determiné que una muestra del
10% de la poblacion retuvo, con un 95% de confianza, por lo menos un 70% de los
alelos presentes en ella.

El objetivo de la conservacién ex situ consiste en mantener sin cambio la adhesion
en lo que respecta a su constitucion genética. Los métodos utilizados estan
disefiados para reducir al minimo la posibilidad de cambios que se produzcan a
través de la mutacion, seleccion aleatoria de deriva o la contaminacion. Para
muchas especies cultivadas y sus parientes silvestres, la conservacion ex situ
pueden llevarse a cabo utilizando las semillas de las especies que pueden ser
almacenados por largos periodos de tiempo (hasta cientos de afios) a bajas
temperaturas y baja humedad (Hodgkin, 1995).

1.6. VALOR DEL GERMOPLASMA SILVESTRE

La variacion genética es esencial para el desarrollo de cultivares mejoradas. El
conocimiento, acceso y uso de la diversidad disponible en especies domesticadas
y silvestres son necesarios para la ampliacion de la base genética de cultivares
para el sostenimiento de caracteristicas mejoradas. En el proceso de
domesticacién se reduce la variacién genética y las practicas intensivas de cultivo
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en los paises industrializados ha reducido esta variabilidad (Acosta-Gallegos et al.,
2007).

Algunos rasgos existentes en las poblaciones silvestres son subrepresentadas en
las formas domesticadas de P. vulgaris. Los frijoles silvestres han coexistido con
plagas y patdgenos en una escala de tiempo evolutivo, desarrollando resistencias,
aungue en una baja frecuencia en su habitat natural, como se conoce en el caso
de la proteina de semilla arcelina donde unos pocos individuos en una poblacion
llevan el alelo de resistencia (Tabla 3). Los silvestres de frijol comun se extienden
a través de muchos nichos ecolégicos incluidas zonas semiaridas de entornos
tropicales humedos. Al ser capaz de colonizar tan diversos nichos, el frijol silvestre
debe poseer una amplia gama de rasgos adaptativos, algunos de los cuales no
estdn presentes en cultivos debido a los cuellos de botella inducidos por la
domesticacion (Acosta-Gallegos et al., 2007).

Tabla 3. Algunos rasgos de interés de silvestres de P. vulgaris (Acosta-Gallegos et
al., 2007)

RASGO COMENTARIO
Resistencia contra APA: arcelina—
braquidos fitohemaglutinina—a-amilasa
inhibidor
Resistencia a Resistencia a gorgojo en frijol mexicano
insectos
Contenido mineral Alto contenido de Ca, N, Fe, y Zn en poblaciones

silvestres que formas domesticadas.

Balance de El balance esencial de aminoacidos
aminoacidos

1.7. MARCADORES GENETICOS

Un marcador genético es un caracter cuantificable que puede detectar variacion,
ya sea en una proteina o en una secuencia de ADN. Una diferencia, bien sea
fenotipica o genotipica, puede actuar como marcador genético si identifica en un
individuo caracteristicas del genotipo, del fenotipo, o de ambos y si, ademas,
puede hacerse seguimiento a su herencia a través de varias generaciones (De
Vicente, 2004).

Los marcadores genéticos representan diferencias entre especies u organismos

individuales. Estos marcadores actian como sefiales o indicadores de posiciones
de genes “blanco” a través del genoma. Los marcadores genéticos que estan
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cercanos a los genes (estrechamente ligados) son regiones conservadas que no
afectan directamente el fenotipo de los rasgos de interés pero si se encuentran
asociados con él (Collard et al., 2005)

En la actualidad se emplean tres tipos de marcadores genéticos que son de gran
utiidad en estudios sobre caracterizaciéon y determinacion de la diversidad
genética, estos son:

e Marcadores morfoagronémicos.
e Marcadores bioquimicos.
e Marcadores moleculares (marcadores de ADN).

1.7.1. Marcadores morfolégicos o morfoagrondmicos Son caracteristicas
fenotipicas de facil identificacién visual tales como forma, color, tamafio o altura.
Muchos de ellos se convierten en importantes «descriptores», a la hora de inscribir
nuevas variedades. Este tipo de marcadores contribuyd significativamente al
desarrollo tedrico del ligamiento genético y a la construccion de las primeras
versiones de mapas genéticos (Picca et al., 2004)

Las principales limitaciones de los marcadores morfologicos se encuentran en: i)
namero reducido de marcadores disponibles en cada poblacién, ii) bajo nivel de
polimorfismo, iii) pueden producir alteraciones fenotipicas que dificultan el
desarrollo de la planta, iv) varios se hallan bajo control poligénico, v) dominancia,
vi) muchos de ellos se expresan en estadio de planta adulta, lo cual prolonga los
tiempos de evaluacién en los programas de mejoramiento, vii) influenciados por el
medio ambiente. No obstante, los marcadores morfolégicos permanecen como
caracteres Uutiles en la identificacibn de materiales dado que representan un
conjunto de genes que pueden ser evaluados con métodos sencillos y a bajo costo
(Picca et al., 2004)

1.7.2. Marcadores bioquimicos: Caso Faseolina La faseolina ha sido un marcador
bioquimico particularmente informativo en estudios de diversidad genético y
evolutivo en frijol comun, para ambas formas silvestres y cultivadas (Gepts and
Bliss, 1986). Con este marcador se ha afianzado la relacion existente entre el tipo
de faseolina y el origen geogréfico, consolidando la teoria de dos centros de
domesticacién (Gepts, 1988).

La faseolina, es la mayor proteina de reserva de la semilla de Phaseolus vulgaris.
La variacibn genética del locus de faseolina (Pha), ha permitido identificar
patrones de domesticacion multiples y una reduccion de la diversidad genética
durante la domesticacion del frijol comun (Kami et al., 1995)

Koenig et al. (1990), encontraron en accesiones silvestres de Argentina un nuevo
tipo de faseolina designada como “J” (Jujuy), asi mismo en una accesion del Norte
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del Peru un tipo de faseolina identificada como | (Inca). La faseolina “H” y “C”,
previamente identificadas en cultivares, se observaron en accesiones silvestres de
Argentina.

1.7.3. Marcadores moleculares Se define como marcador molecular a todo
fenotipo molecular procedente de la expresion de un gen o de la caracterizacion
de segmentos especificos de ADN. La secuencia de nucleotidos de un marcador
molecular puede o no ser conocida. Cuando se verifica su comportamiento de
acuerdo a las leyes basicas de la herencia de Mendel, se define a un marcador
molecular como un marcador genético (Ferreira and Grattapaglia, 1998). Los
marcadores de ADN son el tipo de marcador mas ampliamente usado debido a su
abundancia. Ellos surgen de diferentes clases de mutaciones de ADN tales como
mutaciones por sustitucion (mutaciones puntuales), rearreglos (inserciones o
delecciones) o errores en la replicacién de repeticiones en tandem del ADN. Estos
marcadores son selectivamente neutrales ya que ellos usualmente estan
localizados en regiones no codificantes del ADN, y en baja frecuencia en regiones
codificantes. Dentro de los usos de este tipo de marcadores se encuentran, la
elaboracién de mapas de ligamiento y evaluacion del nivel de diversidad genética
(Collard et al., 2005).

En la tabla 4, se resumen aspectos importantes a considerar a la hora de elegir el
tipo de marcador a utilizar.

Tabla 4. Comparacién entre algunos sistemas de marcadores moleculares (Picca
et al., 2004).

ATRIBUTO / MARCADOR RAPD RFLP AFLP SSR SCAR

Cant. ADN requerido + +++  ++ + +
Robustez + +++ ++ +4++  ++
Polimorfismo + + ++ St 4+
Costo + +++ ++ ++ ++
Tiempo + FH+ +++ 4
Facilidad de aplicacion +++ + ++ Fht A+
Posib. de automatizacion  ++ + +++
+: Bajo; ++: Medio; +++: Alto
1.7.3.1. Microsatélites. Uno de los marcadores mas importantes basados en

la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) son los microsatélites o SSRs (des
sus siglas en ingles, simple sequence repeat). Los microsatélites consisten en
unidades repetidas en tandem de motivos cortos de nucledtidos que son
repeticiones de 1-6 pares de bases. Repeticiones di, tri y tetranucleotidas son las
mas comunes y ampliamente distribuida a través del genoma (Powell et al., 1996).
De acuerdo al disefio de su secuencia se pueden clasificar en gendmicos y
génicos, los primeros se disefian a partir de secuencias de regiones no
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codificantes del genoma tales como los intrones y espacios intergénicos, y los
segundos, a partir de secuencias codificantes en los genes (Varshney et al.,
2005).

El polimorfismo en los marcadores tipo microsatélite sucede debido a que en estas
regiones repetidas existen altas tasas de eventos mutacionales durante la
replicacion del ADN. Estos errores se producen cuando una de las cadenas se
desliza o se corre la una sobre la otra en al menos un motivo, originando un mal
apareamiento de las mismas y de esta manera ocurre un cambio en el numero de
replicaciones. El aumento de estas regiones resulta en la ganancia de unidades
repetidas a través del tiempo. Debido a que las mutaciones agregan o sustraen
lentamente unidades repetitivas a un arreglo de microsatélites en particular, una
serie de alelos de diferente tamafio (nUmero de repeticiones) aparecen en la
poblacion (You-Chun Li, 2002, Li et al., 2002)

El desarrollo y la aplicacion de SSRs facilitan la adquisicion de una gran cantidad
de informacion genética de importancia para la identificacion del genotipo, y por lo
tanto, proporciona una oportunidad para caracterizar las colecciones de
germoplasma. En concreto estos tiene un alto poder discriminatorio, un alto
contenido de la informacién que se derivan de su naturaleza multialélica,
transmision codominantes, ensayo robusto y reproducible, su abundancia relativa
con una cobertura uniforme del genoma, la pequefia cantidad de ADN plantilla
necesaria, y su facil deteccion a través de sistemas automatizados (Masi et al.,
2003).

La metodologia consiste en utilizar cebadores especificos para amplificar el
microsatélite por PCR, hacer electroforesis en geles de poliacrilamida de las
muestras amplificadas y tefir los fragmentos con una técnica con plata.
Actualmente, el analisis de los microsatélites se puede realizar en un secuenciador
automatico marcado uno de los cebadores con un fluor6foro que emite una
coloracion especifica que permite identificar los alelo del microsatélite con
precision; este método ha demostrado ser econdémico y eficiente (Blair et al.,
2002).

En el disefio de paneles de microsatélites marcados con fluorocromos se debe
tener en cuenta que los marcadores etiguetados con el mismo fluorocromo deben
tener diferente tamafio, mientras que los marcadores que se sobrelapan en
tamafo deben ser diferenciados mediante el uso de colores diferentes. Varios
marcadores pueden ser mezclados después de la amplificacion o bien
amplificados juntos en una reaccion comun de PCR (Blair et al., 2002).

En la tabla 5 aparecen las diferentes etiquetas fluorescente disponibles para la
deteccion y determinacion de varios tamafos de distintos fragmentos en una sola
carrera electroforética. El tipo de marcaje estd condicionado por el tipo de
analizador de ADN (Joe et al., 2004).
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Tabla 5. Set de tintes estandar Applied Biosystems para aplicaciones de
genotipaje.

SetdeTintes DS-02 DS-20 DS30 DS31 DS32 DS33 DS34 DS40

Filtro E5 A D D F G5 C S
Tinte Azul drR110 5FAM™ 6FAM™ 6FAM 5FAM 6-FAM 6FAM 6-FAM
Tinte Verde drR6G JOE™ HEX™ VIC® JOE WMIC TET™ dR6G
Tinte Amarilo dTAMRA™ TAMRA™ NED™ NED NED NED  HEX
Tinte Rojo dROX™  ROX™  ROX ROX ROX PET® TAMRA
TinteNaranjaz. ~ LIZ® LIZ LIZ

Para incrementar la informacion por SSR analizado, se pueden realizar
combinaciones (multiplex) de marcadores en un mismo panel, lo cual puede
incrementar el contenido de informacién de cada reaccion de PCR vy la eficiencia,
ya que tiene en cuenta muchos fragmentos de ADN polimorficos y representa
diferentes loci a lo largo del genoma (Masi et al., 2003).

En frijol comun, los microsatélites han sido desarrollado principalmente a través de
SSR de librerias enriquecidas para secuencias que contienen repeticiones GA,
CA, AT o ATA (Benchimol et al., 2007, Campos et al., 2007, Gaitan-Solis et al.,
2002, Métais et al., 2002, Blair et al., 2008) y mediante la busqueda de
colecciones de EST o secuencias de genes (Blair et al., 2003, Yu et al., 2000).
Blair et al. (2006), evaluaron un set de 129 microsatélites tanto génicos como
gendmicos para establecer su capacidad de diferenciacion y asi igualmente
utilizarlos en estudios de diversidad. Los resultados obtenidos confirmaron el uso
de estos microsatélites para diferenciar los genotipos Andinos de los
Mesoamericanos.

1.7.3.2. AFLP (Amplified fragment length polymorphism). La técnica AFLP se
basa en la amplificacion selectiva, via PCR, de fragmentos de restriccion de DNA
gendmico. La técnica comprende cuatro etapas:

Generacion de fragmentos de restriccion de DNA gendmico.

Ligacién de adaptadores especificos a los fragmentos.

Amplificaciéon selectiva de un grupo de fragmentos via PCR.

Separacion de los fragmentos amplificados por electroforesis y analisis de los
fragmentos amplificados.

hrwpE

La base molecular de los polimorfismos de AFLP generalmente se origina en los
nucledtidos. Se detectan cambios de un solo nucleotido cuando: (1) se afectan los
propios sitios de restriccion; y (2) se afectan los nucle6tidos adyacentes a los sitios
de restriccion, lo que hara que los cebadores hibriden erroneamente en el extremo
3’ impidiendo la amplificacién (IPGRI y Cornell University, 2003).
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La mayoria de los marcadores de AFLP son de tipo mono-alélico, lo que significa
que solo se podra registrar un alelo porque su alelo complementario no se detecta.
Aunque es poco frecuente, se pueden identificar marcadores bi-alélicos como
resultado de pequefas inserciones o deleciones en los fragmentos de restriccion
(IPGRIy Cornell University, 2003).

Los AFLPs, al igual que los RAPDs, son marcadores dominantes, lo cual no
permite diferenciar individuos homocigotos de heterocigotos. El poder de la técnica
de AFLP se basa en las variaciones genéticas que existen entre especies,
variedades o cultivares estrechamente relacionados. Estas variaciones en su
secuencia de DNA son explotadas por esta técnica para la obtencion rutinaria de
"fingerprintings" (huellas dactilares) de un genotipo en particular. Estos
"fingerprintings" son simples AFLPs amplificados selectivamente via PCR (Vos et
al., 1995).

La tecnologia de AFLP puede aplicarse a cualquier muestra de ADN, incluyendo el
humano, el animal, el vegetal y el microbiano, lo que le da el potencial de
convertirse en un sistema universal para la caracterizacion de ADN. Debido a la
naturaleza de los cebadores de AFLP, los marcadores obtenidos son sumamente
confiables y sélidos, y no son afectados por las pequefias variaciones del proceso
de amplificacion. Una “huella identificadora” caracteristica de AFLP contiene entre
50 y 100 fragmentos amplificados, muchos de los cuales pueden servir como
marcadores genéticos (Vos et al., 1995).

La generacion de perfiles de trascripcion de AFLP con ADNc es una herramienta
eficaz para identificar los ARNm expresados diferencialmente. Esta herramienta
tiene ventajas que pueden ser Utiles para descubrir genes en el germoplasma
IPGRI y Cornell University, 2003).

Un inconveniente adicional de la tecnologia de AFLP es, quizas, que no puede
garantizar la homologia entre bandas de peso molecular (MW) similar, lo que
dificulta los estudios del tipo del analisis filogenético. Ahora bien, mientras bandas
no homaologas de peso similar también se encuentran utilizando otros marcadores
como los RAPD, pueden ser menos comunes en la tecnologia de AFLP porque la
resoluciéon de los geles es muy alta y, en consecuencia, la probabilidad de que las
bandas no homologas sean, por coincidencia, del mismo peso molecular es mas
baja (IPGRI y Cornell University, 2003).

1.8. ESTUDIOS DE DIVERSIDAD GENETICA EN FRIJOL COMUN
SILVESTRE

Numerosos han sido los estudios desarrollados mediante técnicas de marcadores

genéticos con el fin de caracterizar la estructura y diversidad de las poblaciones de

silvestres (Tabla 6) y cultivados de frijol comun. En general, se han sentado bases

31


http://www.monografias.com/trabajos35/el-poder/el-poder.shtml

concretas de la existencia de dos principales acervos genéticos ubicados en
Mesoamérica y la region Andina de Suramérica.

Tabla 6. Estudios de Diversidad genética realizados en silvestres de Phaseolus
vulgaris L.

Autores Tipode No.de No.de
marcador marcadores genotipos
Becerra y Gepts, 1994 RFLP 12 85
Chacon et al., 2005 RFLP DNAcp 10 (14) 322
Chacon et al., 2007 (Filogeografia) RFLP DNAcp 10 (14) 157
Gepts et al., 1986 Faseolina 1 205
Gepts et al. 1988 Faseolina 1(3) 148
Gepts y Bliss, 1986 Faseolina 1(4) 85
Santalla et al., 2004 Faseolina/Alozima 2 35
Koening y Gepts 1989 Isoenzimas 9(14) 83
Singh et al., 1991a Isoenzimas 9 (19 227
Freyre et al., 1996 RAPD 14 (90) 77
Cattan-Toupance et al., 1998 (Andes) Faseolina/RAPD 63 128
Duarte et al., 1999 (Razas) RAPD 33 (265) 27
Payro de la cruz et al. 2004 (México) Morfologico/ISSR 3 (37) 179
Tohme et al.1996 (core) AFLP 17 (110) 114
Galvan et al., 2006 Morfologico/RAPDS  (9) 33 10
Kwak y Gepts, 2009 SSR 26 349

En 1986, Gepts et al. demostraron que las formas silvestres de frijol comun
estudiados desde el Norte de México hasta el Sur de Argentina, mostraron una
mayor diversidad en el patrén de faseolina que las formas cultivadas. Estas
tltimas mostraron sélo faseolina de tipo S, T, C y H, en donde la S predominé en
Mesoamérica y la T en América Andina.

Lynch et al., 1992, examind germoplasma silvestre de frijol para localizar
variaciones potencialmente Utiles en las caracteristicas fotosintéticas de hoja, con
especial atencion en su PSNUES (su siglas en ingles, photosynthetic nitrogen-use
efficiency). El tamafio de hoja, la densidad estomatical adaxial y el rango de
cambio de CO,, fueron Utiles para determinar los origenes de accesiones de frijol
silvestre en uno de las cuatro principales areas: México, Guatemala, Perl y
Argentina.

En otro estudios se examind la diversidad intraespecifica del ADN mitocondrial
entre lineas silvestres y cultivadas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) mediante la
técnica de RFLP (de sus siglas en inglés Restriction Fragment Length
Polymorphism) indicando que el polimorfismo surgié después de la domesticacion.
Ademas, que las accesiones silvestres de Suramérica fueron distintas y menos
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variables que las accesiones silvestre es del Norte de los Andes y Mesoamérica
(Khairalla et al., 1992)

En analisis mediante la técnica de AFLP Thome et al. (1996) analizaron 114
accesiones silvestres de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de la Coleccién Nucleo del
CIAT evaluando la estructura genética de las poblaciones silvestres de frijol
(Phaseolus vulgaris L.), lo que permitié conocer que las accesiones colombianas
aparentemente estan altamente introgresadas con germoplasma de otras areas,
también que la poblaciones silvestres en la zona Andina han sido aisladas la una
de otra, resultando en poblaciones discretas.

Beebe et al. (2001) encontraron evidencia basada en datos morfolégicos y
faseolina de frijoles silvestres y cultivados que sugieren la existencia de un acervo
genético menor en el norte de los Andes que es de hecho distinto, aunque es
morfolégicamente similar a la raza Mesoamérica.

Mediante marcadores de faseolina y alozimas, Santalla et al. (2004) indicaron por
estudio comparativo de cultivares primitivas Andinas y poblaciones silvestres que
la Argentina posee un gran base genética del Acervo Andino. A esto se le suma la
existencia de poblaciones introgresadas con formas silvestres simpétricas.

Payré et al. (2004), analizaron por medio de caracteristicas morfolégicas e ISSRs
(de sus siglas en ingles, Inter-Simple Sequence Repeat) la diversidad, estructura
genética y flujo génico de las poblaciones silvestres en el area Mesoamericana de
domesticacion. Con lo anterior, sugieren que el flujo de genes se esta llevando a
cabo desde poblaciones domesticas hacia silvestres, dado por las actividades
agricolas, influyendo la magnitud y caracteristicas del flujo de genes, y junto con
esto la diferenciacion de las poblaciones silvestres.

Galvan et al. (2006) estudio la diversidad genética de poblaciones silvestres de
Phaseolus vulgaris var. aborigineus desde el noroeste de Argentina analizados por
medio de marcadores RAPD y datos morfo-agronémicos encontrando que los
niveles de diversidad mostrado entre las poblaciones fueron bajas sugiriendo un
ancestro comun y los niveles de diversidad mostrada por datos morfoagrondmicos
fueron mayores en comparacion con los de los marcadores moleculares, muy
probablemente debido al efecto del medio ambiente.

El estudio del polimorfismo del ADN de Cloroplasto de 165 accesiones silvestres
colectadas de diferentes paises de Ameérica realizado por Chacoén et al. (2005)
arrojo 14 diferentes haplotipo en frijol silvestres y de los cuales 5 se producen en
frijoles domesticados.

Chacodn et al. (2007) mediante analisis filogeografico de la variacion de ADN de

cloroplasto a través de RFLP, sugiere al menos dos acontecimientos dispersion/
expansion de frijol silvestre entre Suramérica y Mesoamérica y en ambas
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direcciones un movimiento hacia el sur de México a América del Sur y otro desde
el norte de América del Sur a América Central.

Kwak y Gepts (2009) mediante analisis con marcadores microsatélites detectaron
en silvestres los dos principales acervos genéticos: Mesoamérica y Andino, y un
tercer centro denominado Ecuador-Norte del Peru clasificado como una poblacion
Mesoamericana. Las distancias genéticas y geograficas en poblaciones silvestres
fueron congruentes con excepcion de unos pocos presuntos hibridos, sugiriendo
un predominante efecto de aislamiento por distancia.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la diversidad genética de 104 accesiones silvestres de la Coleccion
Nucleo de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) procedentes de la Unidad de
Recursos Genéticos del CIAT (URG-CIAT), mediante el uso de marcadores
moleculares tipo microsatélites analizados con una técnica de fluorescencia.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el polimorfismo alélico en 104 accesiones silvestres de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) analizados con microsatélites marcados
fluorescentemente.

e Estimar el grado de relacibn que presentan entre si los diferentes
accesiones silvestres de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) mediante su
similaridad.

e Analizar la variabilidad genética entre cada uno de las agrupaciones
encontradas en el estudio.

e Comparar las técnicas moleculares de AFLP y SSR en su utilidad al

detectar la diversidad genética dentro de una coleccion de silvestres de
frijol comun (Phaseolus vulgaris L.).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

El presente trabajo se desarrollo en el Laboratorio de Caracterizacion de
Germoplasma de Frijol (LCGF), ubicado en el Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), situado en el municipio de Palmira, departamento del Valle del
Cauca, Colombia (Latitud 3°30.26", Longitud 76°21.36", altitud 965 msnm).

3.2. POBLACION DE ESTUDIO

Para el desarrollo de este estudio se evaluaron 108 accesiones, 104 accesiones
silvestres, y 4 cultivares como controles de diversidad (Figura 2) representantes de
los dos principales acervos: DOR364 (Dorado) y G5773 (ICAPijao), del acervo
Mesoamericano, y G19833 (ChauchaChuga) y G4494 (Calima), del acervo
Andino. Las accesiones silvestres utilizadas se seleccionaron de los paises de
México, El Salvador, Guatemala, Costa Rica, Colombia, Ecuador, Pera, Bolivia y
Argentina (Tabla 7).

ACERVO GENETICO CONTROLES
DOR 364 G5773
(Dorado) (ICAPijao)

MESOAMERICANO ' - .
Sy b oo

G4494 G19833
(Calima) (ChauchaChuga)

e B B§
de ®

Figura 2. Controles de diversidad por acervo genético.

Estas accesiones hacen parte de la Coleccion Nucleo de silvestres provenientes
de la Coleccion Total de Phaseolus vulgaris L. del CIAT, las cuales fueron
seleccionados con base en condiciones agro-ecolégicas (variabilidad en la
precipitacion, suelo, temperatura y tiempo de floracion en su lugar de origen
(Tohme et al., 1996).
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Tabla 7. Pais de origen y controles utilizados en el estudio de diversidad de las
accesiones silvestres de Phaseolus vulgaris.

. No.

PAIS de Accesiones v
Argentina 10 9.6
Bolivia 3 2.9
Colombia 11 10.6
CostaRica 1 1.0
Ecuador 5 4.8
El Salvador 1 1.0
Guatemala 11 10.6
México 45 43.3
Peru 17 16.3
TOTAL 104 100.0

CONTROLES
CIAT DOR 364
. G4494
Colombia G5773
Peru G1933

La semilla fue suministrada por la Unidad de Recursos Genéticos del CIAT, donde
se encontraban almacenadas en el cuarto de conservacion de semillas.

3.2.1. Germinacion de semilla Para cada genotipo se escogieron al azar diez
semillas, se escarificaron haciendo un pequefio corte a la testa hacia el lado
opuesto del micrépilo, con el objetivo de acelerar el proceso de imbibicién en la
semilla. Estas se llevaron a casa de malla para sembrarse en potes llenados con
tierra previamente tratada y esterilizada (Figura 3).

Figura 3. Coleccion de accesiones silvestres germinadas en casa de malla
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De los individuos germinados se colectaron los primeros trifolios por accesion y se
distribuyeron en dos tubos para microcentrifuga de 2 ml, y se almacenaron en
freezer de -80°C.

3.2.2. Procesamiento del material vegetal El material colectado se liofilizO en un
Freeze Dryer MODULYoD-115-Thermo® (Figura 4) durante dos dias para
deshidratar totalmente el tejido. Las muestras ya secas se maceraron con mortero,
hasta obtener un polvo fino (Figura 5).

Figura 4. Méaquina liofilizadora con Figura 5. Maceracion de la muestra
muestras en el interior. secada en liofilizador.

3.2.3. Extraccion y cuantificacion de ADN El material macerado se mezcld por
cada genotipo en un solo tubo eppendorf de 2.0 ml. La extraccion de ADN se llevé
acabo siguiendo el protocolo del kit de extraccion de ADN vegetal de la casa
comercial Viogene® Cat.: GPG1002 (Anexo A).

En la cuantificacion del ADN total se prepard un gel de agarosa al 1%, tefiido con
Bromuro de Etidio, se sembrd en cada pozo una mezcla de 2 pl de ADN, 7 pl de
agua HPLC y 3 ul de buffer Blue Juice (Glicerol + Azul de bromofenol) y el gel se
corri6 en Tris Borato EDTA 0.5X (TBE) a 100 V durante 30 minutos.
Posteriormente se llevo el gel a un transiluminador de luz U.V. para evaluar la
calidad de las bandas y descartar la presencia de posibles muestras degradadas.
Se capturo la imagen del gel con la Camara para Geles de Agarosa GelDoc 2000-
Bio-Rad® y se procedioé a la cuantificacion de la concentracion de ADN, con la
ayuda del software Quantity One® v 4.0.3. Este programa calcula la cantidad de
ADN en cada una de las bandas, de acuerdo a las extrapolaciones que realiza con
los patrones de concentracion de ADN lambda de 25, 50, 100, 200 y 400.

Después de obtener los valores de la concentracion de ADN se homogenizé la
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concentracion de todas las muestras para efectuar la amplificacién del ADN blanco
via PCR. Para ello, se efectuaron los célculos para diluir cada muestra en agua
HPLC a razon de 5 ng/ml en un volumen final de 300 pl.

Tabla 8. Cebadores fluorescentes evaluados

Marcador Motivo Huorescencia Panel
GENOMICOS
AGO01 (GA)GGTAGA)GGGGACG(AG), VIC 7a
BM137 Chx VIC 8a
BM139 (Chs PET 6a
BM140 (GA)x 6-FAM 7a
BM141 (GA)x» 6-FAM 8b
BM143 (GA3s PET 8a
BM149 (TGO)(TAG); 6-FAM 8a
BM156 Chx 6-FAM 6a
BM160 (GA)(GAA); NED 6a
BM172 GA)» PET 5a
BM175 (AN(GA)19 VIC 5b
BM183 14 NED 7o
BM187 (CDI10T(CNwa VIC 7o
BM188-A (CA)(TA)y NED 5b
BM188-B  (CA)(TA)Y NED 5b
BM200 (AG)yp 6-FAM 5b
BM201 (GA)s PET 7a
BM205 Gy PET 5b
GATS54 (GA)SAACAGAGT(GA) NED 7a
GATS91 (GA) 6-FAM 5a
GENICOS

BMdO1 (ATg 6-FAM 6b
BMd02 (CGG) PET 6b
BMdO8 (CT), NED 5a
BMd15 (AG)s NED 8b
BMd16 (CATG), VIC 6b
BMd17 (CGCCAC) PET 7b
BMd18 (TGAA); 6-FAM 9a
BMd20 (TA) VIC 5a
BMd46 (TCT), NED 8a
BMd47 (AT)s PET 8b
BMd51 (CT) PET %9a
BMd56 (AT NED %9a
PV-AG003 (AG) NED 6b
PV-ATO01 (TA% 6-FAM 7b
PV-AT003 (AT)4(T). VIC 9a
PVCCTO001 (AT)y VIC 8b
PV-CTTOO01 (CTT) VIC 6a

PET: rojo, VIC: verde, 6-FAM: azul, NED: amarillo

3.2.4. Amplificacion de microsatélites por PCR Para la caracterizacion molecular
de los genotipos se utilizaron 36 marcadores microsatélites, donde cada uno tiene
marcado el primer forward (5’) con uno de los fluorocromos 6-FAM, NED, PET o
TET, distribuidos en nueve paneles compuestos cada uno de cuatro microsatélites
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de fluorocromo diferente (Tabla 8). De estos microsatélites seleccionados 17
fueron disefiados a partir de regiones codificantes (génicos) y 19 no codificantes
(gendémicos) de Phaseolus vulgaris. Los microsatélites fueron disefiados por (Blair
et al., 2003, Gaitdn-Solis et al., 2002, Yu et al., 1999). Estos microsatélites se
seleccionaron con base a su peso molecular, contenido de informacion
polimoérfica, confiabilidad de sefial de amplificacion, proximidad a genes conocidos
de resistencia y distribucion en el genoma (Com. Per. Blair, 2008) (Anexo B).

Las reacciones de PCR se realizaron por separado para cada cebador con un
volumen final de 15 pl, mezclando 20 ng de ADN, 3 pmol/Rx de cada primer
(forwad y reverse), 0.6 mM de dNTPs, 1X de buffer de PCR (10 mM de Tris HCI
pH 8.8, 50 mM de KCI, 0.1% de TritonX-100), 1.5 mM de MgCl, y 1 U de Taq
(dilucion 1:4). Sin embargo, en algunos cebadores se utiliz6 2.0 mM de MgCl,. La
amplificacion de los microsatélites se llevo a cabo en el Laboratorio de
Caracterizacion de Germoplasma de Frijol (LCGF), utilizandose los
termocicladores programables PTC-100® y PTC-200® (MJ Research). El
programa de PCR utilizado consta de una denaturacion fuerte de 95°C por 3
minutos, seguido por 28 ciclos de una denaturacién de 95°C por 40 segundos, un
anillamiento de 50°C a 55 °C por 40 segundos y una extension de 72°C por 1
minuto, y una extension final de 72°C por 1 hora.

3.2.5. Control de calidad de la amplificacibn Para el control de calidad del
producto amplificado, se preparé geles en agarosa al 1,5%, tefiido con Bromuro de
Etidio. Se tomd una alicuota de 5ul del producto amplificado y se mezclé con 3l
de Blue Juice, se corrid las muestras por electroforesis horizontal (TBE 0.5X) a
100 V durante 20 minutos. Posteriormente se llevo el gel a un transiluminador de
luz U.V. para evaluar la presencia de bandas e intensidad del amplificado (Figura
6)

BMd46

BM149 BM137

BM141 PV-CCT001 BMd15

Figura 6. Control de amplificacion de algunos marcadores microsatélites
fluorescentes realizado en Agarosa al 1%
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3.2.6. Agrupacion de las muestras Muchos marcadores pueden ser mezclados
después de la amplificacion o bien amplificados juntos en una reaccion comun de
PCR (Blair et al., 2002). Por lo anterior se mezclaron los productos de PCR de un
mismo individuo en una nueva placa de 96 pozos, cuidando que pertenecieran los
marcadores a un mismo panel, se adicion6 2 ul de cada producto amplificado y 4
pl para los marcadores con baja amplificaciéon. Después, en una placa nueva se
agrego una alicuota de 1.0 pl de la mezcla anteriormente descrita y se diluy6é en 3
},l| de H>O04g.

Finalmente, la placa con productos de PCR mezclados se sometié a secado por 1
hora, a 30°C en una centrifuga concentrador a vacio (speedvac) de marca
eppendorf Centrifuge 5417c. Las placas fueron empacas y enviadas al centro de
recursos biotecnoldgicos (BRC) de la Universidad de Cornell NY-USA, para el
andlisis automatico de los microsatélites marcados con fluorocromos a traves del
secuenciador de ADN Applied Biosystem 3730x| (Applied Biosystem, Foster City,
Calif). En este lugar, las placas se rehidrataron, de la mezcla resuspendida se
alicuotaron de cada muestra 0.5 pl para adicionarlo con 9 ul de Formamida Hi Di
mix, 0.06 ul del marcador de peso estdndar GeneScan-500LIZ (Applied
Biosystems) y 0.44 pl de ddH20, para un volumen final de 10 pl por reaccion. La
muestra en la nueva placa la denaturaron a 94°C durante tres minutos para que
finalmente ser leida por capilaridad en el secuenciador ABI 3730xl.

Figura 7. Diagrama del procedimiento que sigue la muestra a analizar (Joe et al.,
2005)
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3.2.7. Deteccion y estimacion de alelos El tamafio de los alelos, en pares de
bases, fue estimado mediante el software GeneMapper® version 3.7 (Applied
Biosystems) (Figura 7). Después, se descargaron los datos de alelos para cada
genotipo en cada uno de los loci, organizandose en un archivo Excel Microsoft®
office. Subsiguientemente, se corrié el programa de AlleloBin (ICRISAT) para cada
uno de los genotipos. Este programa comprueba, si los tamafios de fragmentos
observados se ajustan al tamafio de alelos esperados basados en las unidades de
longitud repetidas en el microsatélite (Idury and Cardon, 1997).

3.3. ANALISIS ESTADISTICO

3.3.1. Matriz de distancias genéticas Las distancias genéticas entre individuos
fueron calculadas segun el coeficiente de Dice (1945) o Nei-Li (1979), con el
programa NTSYS-PC V. 2.1 (Rohlf, 2000).

D= 2a/ (2a+b+c)

Donde:

a= numero de bandas presentes en ambos individuos iy j.
b= numero de bandas presentes en i pero ausentes en j
c= numero de bandas presentes en j pero ausentes en i.

A partir de la matriz de distancias calculada, se construyé un dendrograma
(método UPGMA) con el programa NTYSYS pc v. 2.1. (Rohlf, 2000). Un analisis
bidimensional de coordenadas principales fue construido para proporcionar otro
medio para observar las relaciones entre accesiones mediante el programa EIGEN
(NTSYS) y graficado a través del programa Microsoft® Excel.

3.3.2. Analisis de la estructura de poblacion La estructura genética de la coleccién
referencia de silvestres fue analizada mediante el programa STRUCTURE (Falush
et al., 2005; Pritchard et al. 2000). Este programa plantea subdividir la muestra en
poblaciones en las que se logre el equilibrio de Hardy-Weinberg y se disminuya el
desequilibrio de ligamiento. El primer pardmetro no tiene aplicacion en una
muestra de lineas puras de una especie autbgama, pero el segundo es
absolutamente aplicable. Se trata de un nuevo algoritmo de andlisis de cluster,
basado en criterios de genética de poblaciones, y con la ventaja de que ofrece
resultados con un cierto grado de objetividad, por lo que la agrupacién final no
depende solo del criterio del investigador.

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

Se hicieron 15 ejecuciones del programa, proporcionando cada vez un namero
distinto de poblaciones (K), de 2 a 10. Para cada ejecucion del programa tanto el
namero de repeticiones de entrenamiento como el de repeticiones MCMC fue de
50.000. El numero de poblaciones mas probable se decide segun el valor del
‘loglikelihood’. Un grafico en barra de coeficientes de asociacion fue generado
usando el programa DISTRUCT (Rosenberg 2004)

3.3.3. Analisis de diversidad genética Mediante el programa PowerMarker (Liu,
2003), se evalu6 el numero de alelos polimorficos, Contenido de Informacion
Polimorfica (PIC), Heterocigosidad Observada y Diversidad Genética.

El Contenido de Informacion Polimérfica fue calculado segun Botstein et al. (1980)
asi:

k

k k
PIC=1-Y Pi*-Y Y 2pi°pj*
1 I=1 j=i+l

-1
= =1

Donde:

Pi=Frecuencia del i-ésimo alelo
Pj=Frecuencia del j-ésimo alelo
K=nUmero de alelos

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

Di= (1- ZPiz)/(l- 1+ f)
= n

Donde:

f= Coeficiente de endogamia

i= alelos en el locus |

|=I-ésimo locus

Pi=frecuencia del alelo i en el I-ésimo locus de la poblacion
n=numero de individuos muestreados
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3.3.4. Analisis molecular de varianza Se realizo un analisis molecular de varianza
para comparar entre y dentro de poblaciones establecidas por NTSYS, y
corroboradas por STRUCTURE, mediante el programa AMOVA (Programa
Arlequin version 3.1, Excoffier et al., 2005).

El andlisis se realizé basdndose sobre el modelo de alelos infinitos que explica la
evolucion del polimorfismo de los microsatélites.

El modelo llamado modelo de alelos infinitos (IAM) considera que el cambio en el
tamafo de los alelos puede ocurrir a saltos grandes o pequefios, con la misma
probabilidad. El indice de fijacion estadistico Fst (Wright, 1951) calculado de
acuerdo con este modelo, refleja diferencias que existen entre clases de alelos sin
tener en cuenta la amplitud del tamafio real de la diferencia. El indice FST se
define como:

ocla

Fst= 5
o°T
donde 0 ? ay o °T se calculan a partir de la tabla del AMOVA (Tabla 9)

Tabla 9. Esquema del andlisis molecular de varianza.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrado medio
variacion libertad* Cuadrados esperado**
Entre grupos P-1 Entre grupos no‘.+0%
Dentro de grupos N-P Dentro de grupos 0 %
Total N-1 Total 0%

*P: nimero total de grupos analizados
*N: numero total de individuos

2
N-%Np
N
*% n —
P-1
3.4. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, BIOQUIMICAS Y
MOLECULARES

Se utilizaron los datos de pasaporte reportados por Thome et al. (1996) de pais de
origen, altitud, habito de crecimiento, estado bioldgico, tipo de faseolina y tamafo
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de semilla. Adicionalmente, el color de semilla de estos materiales fue
suministrado por la Unidad de Recursos Genéticos — CIAT, a traves de la consulta
de su pagina Web www.ciat.cgiar.org. También, en el estudio de Chacon et al.
(2007) se considero el tipo de haplotipo de Cloroplasto analizado para varias de
las accesiones estudiadas en el presente trabajo (Anexo C). Todo lo anterior, con
el fin de correlacionar estos datos con las agrupaciones generadas por el analisis
de coordenadas principales (PCoA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DIVERSIDAD ALELICA

4.1.1. Polimorfismo alélico En la coleccibn ndcleo de silvestres fueron
identificados un total de 492 alelos utilizando 36 marcadores microsatélite
fluorescentes, con un promedio de 13.30 alelos por marcador, y un promedio de
PIC (del inglés, Polymorphic Information Content) de 0.64 (Tabla 10).

Lo anterior es alto si se compara con estudios con microsatélites detectados
mediante la técnica de tincion con plata, donde Diaz y Blair (2005) identificaron
270 alelos con promedio por marcador de 5.1 alelos en la estructura de raza del
acervo mesoamericano; Blair et al. (2006) reporté un promedio de 7.8 alelos por
marcador y un promedio de PIC de 0.53 en un panel de 44 genotipos utilizando
129 marcadores microsatélites, y a su vez Zhang et al. (2008) identifico la
prevalencia de los acervos Andino y Mesoamérica en 229 genotipos de frijol
comun de origen chino analizados a través de 30 marcadores microsatélites,
obteniendo un total de 166 alelos y un PIC de 0.54.

Por consiguiente, el alto nimero de alelos y PIC encontrados en este estudio,
demuestra que los marcadores microsatélite analizados mediante fluorescencia en
ABI 3770 son una poderosa herramienta que incrementa considerablemente la
sensibilidad, precision y resolucién en el momento de detectar polimorfismo de
hasta un solo par de bases, de ahi que estudios realizados con esta técnica
aporten valiosa informacién en la definicién de la estructura y diversidad genética
del Phaseolus vulgaris.

Por lo antes mencionado, asi fue para Kwak y Gepts (2009) identificando 421
alelos en una coleccion de 349 accesiones entre silvestres y domesticadas;
Gonzalez (2008) encontrando 301 alelos con un promedio de 7.8 alelos por
marcador en la evaluacion de una coleccion de germoplasma de frijol comdn de
Ruanda (Africa); y también Moreno (2007), obteniendo 421 alelos en 221
variedades comerciales de frijol comin de Africa con un promedio de PIC de 0.51.

La amplificacion con 36 marcadores microsatélites en 108 accesiones silvestres
dio como resultado un éxito de amplificacion (aviabilidad) del 95% y un 5% de no
amplificados interpretdndose para este estudio como datos perdidos. La no
amplificacion de alelos puede deberse a problemas en las condiciones de
amplificacion o a la ausencia del alelo, este ultimo es llamado alelo nulo y se
origina posiblemente por mutaciones puntuales, inserciones o delecciones en el
sitio de union del primer dificultando la amplificacién por PCR de las regiones
microsatélites. Si la mutacion no es fija en la poblacion solamente una fraccion de
todos los alelos amplificaran (Grisi et al., 2007, Varshney et al., 2005)
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Tabla 10. Diversidad genética de 104 accesiones silvestres y cuatro controles de
diversidad, analizada con 36 marcadores fluorescentes (19 gendmicos y 17
génicos).

GENOMICOS

Marcador No. Alelos A* He** Ho+ PIC++
AGO01 7 0.97 0.70 0.02 0.66
BM137 12 1.00 0.30 0.02 0.30
BM139 15 0.90 0.74 0.00 0.70
BM140 20 0.84 0.81 0.09 0.80
BM141 22 0.98 0.87 0.13 0.85
BM143 22 0.97 093 0.11 0.93
BM149 6 1.00 036 0.09 0.34
BM156 0.90 0.88 0.17 0.87
BM160 17 0.90 0.85 0.02 0.83
BM172 17 0.99 0.78 0.04 0.75
BM175 21 1.00 092 0.12 0.91
BM183 17 0.89 0.89 0.18 0.88
BM187 0.84 090 0.15 0.89
BM188-A 8 0.98 0.60 0.09 0.56
BM188-B 20 0.89 0.92 0.00 0.92
BM200 22 1.00 092 0.12 0.91
BM201 16 091 068 [0.39] 0.67
BM205 13 1.00 081 0.12 0.79
GATs54 14 0.97 0.61 0.05 0.59
GATs91 [ 24 | 099 094 0.16 0.94
Promedio 17.2 0.95 0.77 0.10 0.75

GENICOS

Marcador No. Alelos A* He** Ho+ PIC++
BMdO1 17 0.88 0.91 [ 0.31] 0.91
BMdO02 5 0.93 0.46 0.08 0.43
BMdO08 7 1.00 056 0.06 0.53
BMd15 9 0.99 037 0.16 0.35
BMd16 4 0.96 050 0.01 0.39
BMd17 6 0.99 035 0.01 0.33
BMd18 7 0.93 080 0.09 0.77
BMd20 7 0.98 0.63 0.05 0.59
BMd46 5 0.98 059 0.05 0.50
BMd47 5 1.00 049 0.02 041
BMd51 1 0.86 0.00 0.00 0.00
BMd56 3 0.99 049 0.02 042
PV-AGO003 6 096 046 0.01 043

PV-ATO001 094 096 0.09 0.96
PV-ATO003 9 094 063 0.11 0.58
PV-CCT001 5 1.00 040 0.10 0.36
PV-CTT001 12 1.00 082 0.15 0.80
Promedio 8.71 096 055 0.08 0.51
Total 492

: Marcadores con mayor nimero de alelos

Verde : Marcadores con alta diversidad genética

: Marcadores con mayor Heterocigosidad observada

Naranja : Marcadores con alto PIC

*A: Aviabilidad; ** He: Heterocigosidad esperada; +Ho: Heterocigosidad observada; ++ PIC:
Contenido de Informacién Polimdrfica
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Todos los marcadores fueron polimérficos, con excepcion del marcador BMd51, el
cual ha sido reportado previamente por Chavez (2007) como monomorfico. En
contraste, sobresale el marcador génico PV-AT001 con 40 alelos e indice de
heterocigosidad esperada de 0.96, en Blair et al. (2006) este marcador fue muy
informativo; y los gendmicos BM156, BM187 y GATs91 con 26, 25 y 24 alelos,
respectivamente e indices de heterocigosidad esperada mayores a 0.88. Segun el
PIC el marcador génico PV-ATO00l1, y lo genomicos GATs91 y BM143
proporcionaron valores mayores a 0.93.

El marcador génico BM201 y el gendmico BMdO1, presentaron un alto indice de
individuos heterocigotos (0.39 y 0.31, respectivamente) en comparacion a los
deméas marcadores que presentan una heterocigosidad observada menor a 0.17.
Mientras tanto en la poblacion de estudio la heterocigosidad en promedio se sitdo
por debajo del 9%, esto siendo concordante con el estado de plantas autogamas
en las que no se han realizado seleccién debido a que la autofecundacion
generacion tras generacion, produce un aumento del nimero de homocigoticos,
frente a una disminucion del numero de heterocigoticos.

De los 36 marcadores microsatélites analizados, 35 amplificaron un solo locus, y el
marcador BM188 presentd dos regiones bien diferenciadas, por ello los loci fueron
separados segun sus pesos moleculares: BM188A para el locus de menor tamafio
(144-158 pb) y BM188B para el de mayor tamafo (160-198 pb), ambos locus
presentan fragmentos de muy buena sefial. Lo anterior ha sido reportado en otros
estudios de diversidad de Phaseolus vulgaris L., como Gonzalez (2008), Moreno
(2007) y Chéavez (2007).

Las duplicaciones de regiones en cromosomas son frecuentes y parecen ser un
importante mecanismo de la evolucion del genoma, estas pueden originarse a
partir de eventos de entrecruzamiento (Crossing over) desigual durante la meiosis,
conversion de genes y transposicion duplicativa (Ohta, 1986, Frisch et al., 2004).

Entre los microsatélites analizados, los marcadores genémicos presentaron un alto
promedio de alelos (17.2), mayor heterocigosidad esperada (0.77) y maximo PIC
(0.75), con respecto a los microsatélites basados en ADNc con promedio de alelos
de 8.71, indice de heterocigosidad esperada de 0.55 y PIC de 0.51. Por lo anterior,
los microsatélites basados en secuencias no codificantes pueden albergar mayor
cantidad de mutaciones que pueden agregar o sustraer lentamente unidades
repetitivas a un arreglo microsatélite en particular sin afectar o comprometer la
supervivencia del organismo, caso contrario a los microsatélites disefiados a partir
de secuencias codificantes en donde una mutacion puede afectar drasticamente la
viabilidad de los organismos portadores de esta (Oliveira et al., 2006).

En la figura 8, se observa el comportamiento del PIC y el nimero de alelos entre

marcadores microsatélites gendmicos y génicos, lo cual refleja en los génicos una
agrupacion heterogénea que fluctia a través de cada marcador, en cambio en los
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genodmicos esta conformacion es homogénea debido a que la mayoria de los
marcadores presentan un PIC y un niumero de alelos generalmente similares.
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Figura 8. Relacion entre Contenido de informacion polimérfica (PIC) de cada
microsatélite y el nimero de bandas alélicas identificadas por 19 microsatélites
gendmicos y 17 génicos.

4.2. ANALISIS DE AGRUPAMIENTO

A partir del analisis de agrupaciones de UPGMA basado en el coeficiente de DICE
(1945) se obtuvo rangos de similaridad de 0.17 a 0.86 (17% a 86%) (Figura 9). El
coeficiente de DICE (1979), segun Laurentin (2009) muestra buenos resultados en
andlisis con marcadores codominantes ya que es menos sesgado que los
resultados obtenidos por otros coeficientes como Jaccard, que da importancia
tanto a la presencia y ausencia de bandas entre dos individuos, caso contrario, al
Coeficiente de DICE que da doble importancia a los datos presentes en dos
individuos.

A un nivel de similaridad del 54% se pueden distinguir seis cluster bien definidos,
los cuales se determinaron como los acervos Mesoamericano y Andino, ademas
de la presencia de otros centros menores como Guatemala, Ecuador-Norte del
Perd y Colombia. También se observa diez accesiones que no lograron formar
grupos, en donde tenemos las accesiones silvestres G24345, G24391, G12889,
(G12893, G24605, G24576 y G23511 de origen Mexicano, la maleza (weedy)
G24665 de origen colombiano, y los cultivados G4494 y G19833, para efectos de
caracterizar este grupo de accesiones se determino como Grupo de accesiones no
definidas (Anexo D).
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o Cluster I. Conformado por trece accesiones silvestres presentan un nivel de
similaridad del 34% con respecto a las demas agrupaciones. Este grupo se
identific6 como Mesoameérica | por la ubicacion y agrupamiento de las cultivares
DOR364 y G5773, siendo ambos controles cultivados de diversidad para el acervo
Mesoamericano como ha sido reportado por Blair et al. (2006) y Diaz y Blair
(2005). La mayoria de las accesiones de este grupo se colectaron en México, con
excepcion de las accesiones G12852 originaria de El Salvador y G23586 de Peru.
Es de notar que la accesion G23586, catalogada como maleza, proveniente de la
provincia de Cajamarca al norte del Peru posiblemente es el resultado de la
introgresion con cultivares de origen mesoamericano, las cuales son comunes en
provincias de Junin y Cajamarca (Tohme et al., 1996).

o Claster Il. Denominado Mesoameérica Il, se asociaron un total de veintiocho
accesiones que en su mayoria fueron colectadas en México, y en menor cuantia
en Guatemala. Sorpresivamente, en este cllister se asocio la accesion de origen
peruano G12856. Este grupo presenta una similaridad con respecto a los demas
del 41%.

o Cluster Ill. Se encuentra compuesto de veintiocho accesiones en las cuales
existen caracteristicas propias del acervo Andino. Se reporta la presencia de la
accesion G23580A de Ecuador reportada como maleza (weedy) con faseolina
tipica del grupo Ecuador-Norte del Perq, lo que confirma la teoria de los eventos
de introgresion entre acervos. El nivel de similaridad de este grupo con respecto a
otros se representa en un 45%. En el acervo Andino se presenta un caso
particular con las accesiones de origen Argentino que presentan una cerrada
agrupacion con respecto a las demas accesiones que componen este acervo,
mostrando un aislamiento de otros germoplasmas de frijol y por ende la no
introgresion de accesiones de otras regiones, posiblemente este centro genético
no particip6é en la domesticacion de los cultivados andinos (Debouck et al., 1993,
Santalla et al., 2004).

o Claster IV. Con once accesiones agrupadas se encontrd, conformado en su
gran mayoria por 8 accesiones provenientes de Guatemala, y una de cada una de
México y Costa Rica. Por estas razones a este grupo se le denomino Guatemala,
ademas de presentar un nivel de similaridad entre grupos del 36%. Beebe et al.,
2000 sugiere a Guatemala por sus tierras altas una eco-region aislada donde se
pudieron haber dado eventos evolutivos de distintas poblaciones de tanto frijoles
domesticados como silvestres.

o Cluster V. Consiste en siete accesiones provenientes del Sur de Ecuador y
del Norte del Pera con un nivel de similaridad del 49%, este grupo previamente se
habia identificado como el presunto ancestro de la poblacion de P. vulgaris
basados en la presencia de los genes para un tipo de faseolina ancestral, ademas
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de mostrar una baja diversidad genética que otras poblaciones silvestres
(Debouck et al., 1993; Kami et al., 1995; Tohme et al., 1996; Kwak y Gepts, 2009).

o Cluster VI. Las accesiones silvestres Colombianas se agruparon con un
nivel de similaridad del 30%. Colombia por su ubicacién geografica presenta
entrecruzamiento e intercambio genético entre acervos (Tohme et al., 1996).
Como caso aparte, tenemos la accesion G23592 originaria de México e
introducida en territorio Argentino, y posteriormente colectada y caracterizada
erroneamente (Comunicacion personal M. Duque, 2008). Las poblaciones
silvestres Colombianas pudieron haber compartido un ancestro comun con
poblaciones Mesoamericanas, en donde hubo un proceso de divergencia producto
de cambios geograficos, como el cierre del istmo de Panama y el levantamiento de
los Andes, influenciando eventos de diferenciacion intra-especifica (Chacon et al.,
2005).

4.3. ESTRUCTURA GENETICA
Este analisis clasific las 108 accesiones en diferentes poblaciones o cluster de
individuos préximos genéticamente minimizando el desequilibrio de ligamiento
dentro de los clusteres (Figura 10).
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Figura 10. Evolucion del valor del ‘log-likelihood’ (LnP D) en funcion del nimero K
de poblaciones (promedio de 25 repeticiones del analisis para cada valor de K).

El K=5 se eligié segun el valor del ‘log-likelihood’. En nuestro caso, el punto de
inflexion descrito por Falush et al. (2003), producido por la curva de los distintos
valores del ‘log-likelihood’ en funcion de los valores de K, no se manifestd
claramente. Sin embargo se observé que el aumento en probabilidad para las
poblaciones obtenidas cada vez que se ejecutaba el programa eran estables hasta
K=5. Esto apoya las asociaciones generadas con caracteristicas propias de estas
poblaciones y se asemejan a las generadas por el dendrograma de similaridad.

52



Sin embargo a un K=6 no se observé subdivision del grupo Mesoamericano, como
se visualizé en el andlisis del dendrograma.

Al dividir las 108 accesiones en un K=2 hasta K=5 se obtiene la figura 11.

Ll

Figura 11. Gréfica de estructura de la poblacion (K=2 a K=5) para 104 accesiones
silvestres y 4 cultivadas. Nombres de grupos/cluster indicados bajo la figura.

La estructura poblacional determinada por STRUCTURE y el dendrograma basado
en distancia genética mostraron una significativa divergencia entre los acervos
Mesoamericano y Andino, al igual que la subdivision de poblaciones discretas
como Guatemala, Colombia y Ecuador-Norte del Peru.

A un K=2 las 108 accesiones se separaron en Mesoamérica (color verde) y Andino
(color rojo). La siguiente division (K=3) sucedié dentro del acervo Mesoamérica
(color rojo), en donde se determinaron accesiones de origen Guatemala y
Colombia (color azul). En la tercera etapa (K=4), se separaron del acervo
Mesoamérica (color rojo) las accesiones pertenecientes a Ecuador-Norte del Peru
(color azul), y por ultimo a un K=5 se separaron las accesiones del grupo
Guatemala (color azul) de las del grupo Colombia (color amarillo).
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Entre las asociaciones de individuos presentadas en el dendrograma comparadas
con las generadas por STRUCTURE tenemos una coincidencia del 87,04 %, sin
embargo nuestros analisis permitieron constatar la conformacion de los grupos
Mesoamérica, Guatemala, Colombia, Andino y Ecuador-Norte del Pera (Figura
12). Las 108 accesiones se repartieron en las 5 poblaciones (K=5) de la siguiente
forma:

e Poblacion 1: contiene 44 accesiones, de las cuales 40 se agruparon en el
analisis de similaridad genética entre Mesoamérica | y Il. Se observa un
comportamiento inusual en algunos individuos que en el andlisis de similaridad
conformaban otros grupos o simplemente eran atipicos a estas
conformaciones, como son los casos de las accesiones Mexicanas G12889,
G12833 y G23511A las cuales se asociaron a esta poblacién, caso especial
sucedié con la accesién Argentina G23592 que en el anterior analisis se
agrupo con accesiones de origen Colombiano; y la accesion Mexicana G50075
que dej6 de pertenecer a Mesoamérica para asociarse con accesiones
Guatemaltecas.

e Poblacion 2: reune 16 accesiones, se mantienen las 11 accesiones que
anteriormente se habia denominado como grupo Guatemala, y aparecen
asociados otros individuos como las accesiones atipicas de origen Mexicano
G24576 y G24605, la anteriormente mencionada accesion G50075, y las
accesiones Guatemaltecas G23434A y G23434B, anteriormente agrupadas en
el grupo Andino.

e Poblacion 3: agrupa 13 accesiones, en donde aparecen tres nuevas
accesiones que no conformaban grupo alguno, las accesiones Mexicanas
G24345 y G34391, y la Colombiana G24665. En términos generales se sigue
manteniendo la misma estructura ya descrita en el Grupo Colombia, con
excepcion de la separacion de la accesion Argentina G23592.

e Poblacion 4: en esta poblacion no se produjo ningdn cambio en su
conformacién ya que se mantuvieron asociadas las mismas 7 accesiones que
pertenecen al Grupo Ecuador-Norte del Peru.

e Poblacién 5: contiene 26 accesiones de las previamente descritas en el Grupo
Andino, ademas de la inclusion de dos cultivares, G19833 y G4494, controles
de diversidad del Acervo Andino. También se produjo la salida de dos
accesiones Guatemaltecas mencionadas en la poblacion 2.
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Figura 12. Dendrograma de agrupamiento por estructura de poblacibn generados a partir del programa
STRUCTURE usando el método UPGMA mediante el estimado de Nei —Li (DICE) basados en marcadores

microsatélites.
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La estructura anteriormente planteada por STRUCTURE, en términos generales,
es igual a la generada por analisis de similaridad, en particular la subdivisién entre
acervos Mesoamérica y Andino, y la diferenciacion del grupo ancestral Ecuador-
Norte del Peru, y los centros de Guatemala y Colombia. Por esto es consistente
con los esquemas jerarquicos de acervos y centros menores encontrados en otros
trabajos (Thome et al., 1996, Chacon et al., 2005, Chacon et al., 2007), ademas
con el estudio de estructura de la diversidad genética en cultivados y silvestres de
Kwak y Gepts (2009) donde encontrd que el grupo de silvestres de Ecuador-Norte
del Peru esta asociado con el acervo Mesoamericano, al igual con lo encontrado
en nuestro estudio a un K=2.

La teoria de una asociacion Mesoamericana con el grupo ancestral de Ecuador—
Norte del Pert es mas congruente con lo reportado por Chacon et al. (2005)
basandose en el polimorfismo de haplotipo de cloroplasto donde teoriza una
posible evolucién de algunas poblaciones de frijol silvestre Mesoamericano a partir
de la poblacion ancestral.

Es de notar que las accesiones silvestres de Colombia y Guatemala presentan
una significativa relacién, cuando el numero de poblaciones es K=3 a K=4 similar a
lo reportado por Koening et al. (1990), en donde encontraron individuos de origen
colombiano presentando faseolina tipo CH, al igual que en frijoles silvestres de
Guatemala, sugiriendo un flujo genético con el acervo Mesoamericano,
especialmente con esa zona.

4.4. ANALISIS DE COORDENADAS PRINCIPALES (PCoA)

Este andlisis permite ilustrar mejor los ejes principales de variabilidad entre las
accesiones, reflejando su ordenacion en el espacio (Figura 13). Las dos primeras
coordenadas resultantes de éste analisis explicaron el porcentaje de la totalidad
de la diversidad genética (51.38%). El eje 1 explicé el 30.79% de la variabilidad y
el eje 2, explico el 20.59% de la variabilidad.

De acuerdo al analisis de coordenadas principales se obtuvo una separacion, de
las accesiones silvestres estudiadas, en dos grandes grupos, correspondiendo a
los acervos Mesoamericano y Andino, esto siendo posible a la separacién de los
controles de diversidad que se utilizaron en el estudio. En la figura 13, se observan
los controles DOR364 y G5773 para el acervo Mesoamericano, y los controles
(G19833 y G4494 del acervo Andino. Sin embargo, estos controles no comparten
un espacio cercano a las accesiones silvestres, posiblemente por ser cultivares
obtenidas a partir de diferentes cruces o procesos de introgresion. Por ende estos
controles parecen ser mas utiles solo para accesiones domesticadas como en los
estudios de Blair et al. (2006); y Diaz y Blair (2006) donde fueron eficientes en la
determinacion de los dos principales acervos genéticos.
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Figura 13. Representacion grafica en dos dimensiones de la distribucién y
ubicacion espacial de los genotipos silvestres a partir el Andlisis de coordenadas
Principales (PCoA). Colores de acuerdo a agrupamientos generados por
STRUCTURE.

4.5. |IDENTIFICACION DE GRUPOS GENERADOS EN STRUCTURE

A continuacién se detalla algunas caracteristicas encontradas en cada uno de los
grupos generados en STRUCTURE, como son rango altitudinal, pais de origen,
tamafo y color de semilla, tipo de faseolina y haplotipo de cloroplasto.

o Mesoamérica. Las accesiones pertenecientes a este grupo presentan un
rango altitudinal entre 800 y 2100 msnm. Estas accesiones en un 88.10%
provienen de México, seguido de un 4.76% de Peru y un 2.38%, cada uno, de
Argentina, El Salvador y Guatemala. Especificamente las accesiéon G12856 y
G23586 de Peru provee evidencia de eventos de hibridacion entre el acervo
Mesoamericano y el Andino.

Generalmente la semilla de estas es de tamafo pequefia y de color crema, con

algunas excepciones de color amarillo, café y negro (Figura 14). En cuanto a
faseolina existe una alta proporcién del tipo M (83.33%) y del S (11.90%) y muy
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pequefia del T y J (2.38%, cada una). Tanto la faseolina M como la S han sido
encontradas en formas silvestres y cultivadas de Phaseolus vulgaris siendo
caracteristicas del acervo Mesoamericano (Gepts, 1988).
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Figura 14.Semilla de accesiones pertenecientes al Acervo Mesoamericano.

En haplotipo de cloroplasto se presentan las formas B (10.71%), J (10.71%), K
(14.29%) y N (3.57%), que segun Chacon et al. (2005) son restrintivas para este
acervo, y tambien se encuentran las formas A (32.14%), G (7.14%) y L (21.43),
que segun los mismos autores se encuentran tanto en el acervo Andino como en
el Mesoamericano.

o Guatemala. En su gran mayoria lo componen accesiones provenientes de
Gutemala (62.50%), de los estados del sur de Mexico (Chiapas, Oaxaca y Jalisco)
con un 31.5% y de Costa Rica (6.25%), en un rango altitudinal entre 1030 y 1960
msnm.

La semilla es pequefia de color café y negra, con otros tipo de colores (Figura 15).

La faseolina que mas abunda en estas son los tipos M (53.33%) y CH (40.00%), y
una pequefia proporcion del tipo S (6.67%). Este grupo mostré una interesante
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diversidad distinta al germoplasma Mexicano por lo que sugeriria a Guatemala
como una zona geografica con condiciones Unicas que ha desarrollado un papel
esencial en la evolucion del Phaseolus vulgaris. Se observa en este acervo un alto
porcentaje de haplotipo de cloroplasto de la forma | con un 53.33%, seguido de G
(20%), J (13.33%), Ay H (6.67%, cada uno).
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Figura 15. Semilla de accesiones pertenecientes al centro menor Guatemala.

o Colombia. En un 84.62% las accesiones que conforman este centro menor
son de origen Colombiano y un 15.38% Mexicano, estas se encuentran en un
rango altitudinal entre 1240 y 1970 msnm. La semilla es pequefia de color cremay
negro (Figura 16), con una variedad de faseolina entre las que encontramos el tipo
B (38.46%), CH (23.08%), Hy M (15.38%, cada una), y T (7.69%). Lo encontrado,
reafirma la teoria que Colombia es un corredor geografico de confluencia entre los
principales acervos debido a la presencia de faseolina T tipica del acervo Andino,
y faseolina M del acervo Mesoamérica. Ademas, se observa que algunas

accesiones presentan faseolina CH la que también ha sido encontrada en
accesiones de Guatemala.
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Figura 16. Semilla de accesiones pertenecientes al centro menor Colombia.

En haplotipo de cloroplasto en este grupo abunda la forma L (81.82%) seguido de
A e | (9.09%, cada uno). Lo anterior demuestra que las accesiones de este grupo
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presenta una estrecha relacion con el acervo Mesoamericano y con el Centro
menor Guatemala.

o Ecuador-Norte del Perd. Se colectaron en un rango altitudinal entre 920 y
1990 msnm, en el sur de Ecuador y el Norte de Peru. El tipo de semilla es
pequefio y de color crema (Figura 17), con faseolina enteramente de tipo I.
Sumado a este hecho, se registrdé dos tipos de haplotipo de cloroplasto E (28.54%)
y F (71.43%), solo reportados en accesiones silvestres y malezas (weedy)
originarias de Ecuador y Peru (Chacon et al., 2005).
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Figura 17. Semilla de accesiones pertenecientes al Centro menor Ecuador-Norte
del Pera.

o Andino. Estas accesiones se colectaron en un rango altitudinal entre 1200 y
2940 msnm, en los paises de Peru (46.15%), Argentina (34.64%), Bolivia
(11.54%), y Ecuador y sorpresivamente México (3.85%, cada uno). Su semilla es
generalmente pequefia con algunas malezas (weedy) con semilla grande, y
variados colores entre crema, amarillo y café (Figura 18). Predomina la faseolina
tipo T (53.85%), seguido por el tipo H (19.23%), J (7,69%) y P (7,69%), sin
embargo se reporta la presencia de faseolina Mesoamericana del tipo M y CH con
una representaciéon cada una del 3.85%, lo que demuestra la frecuencia de
introgresion en este acervo.
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Figura 18. Semilla de accesiones pertenecientes al Acervo Andino.
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Se encontré en haplotipo de cloroplasto un 17.39% del A, 43.48% del C, 34.78%
del D, y curiosamente K con una representacion del 4.35% correspondiendo a la
accesion G23429 colectada en México.

En general, en la coleccion referencia de silvestres se observa un alto porcentaje
de accesiones provenientes de México con un 43.3%, seguido con un 16.3% de
accesiones provenientes del Perd; Guatemala y Colombia cada una con un 10.6%,
Argentina con un 9.6%, Ecuador con 4.8%, y en menor medida con una
representacion del 2.9% de Bolivia, y Costa Rica y El Salvador cada uno con el
1.0% (Figura 19). Como se observa existe una gran influencia del origen
geografico en la agrupaciéon de las accesiones por medio de marcadores
microsateélites.
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Figura 19. Representaciéon de paises de origen por cada grupo poblacional
encontrado basado en STRUCTURE.

Segun el tipo de faseolina encontrado en cada accesion, se encontrd un total de
nueve patrones diferentes en los cuales se tiene un alto porcentaje del tipo M
(44.7%) y del tipo T con un 15.5%, y en una menor frecuencia de las faseolinas B
(4.9%), CH (9.7%), H (6.8%), | (7.8%), J (2.9%), P (1.9%) y S (5.8%) (Figura 20).
En diferentes estudios de diversidad como Gepts y Bliss (1986), Gepts (1988), y
Koenig y Gepts (1989) usando faseolinas como marcadores se determiné que el
tipo de faseolina M es caracteristico del acervo Mesoamericano y el tipo T del
acervo Andino, y ademas Koening et al. (1990) identifico un tipo caracteristico del
Norte del Pert denominada faseolina .
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Figura 20. Distribucién de patron de faseolina dentro de cada grupo poblacional
basado en STRUCTURE.

En la coleccion referencia de silvestres de frijol comun se observa una variedad de
haplotipo de cloroplasto sobresaliendo los haplotipo Ay L cada uno con un 17.9%
de presencia en las accesiones de la coleccion, seguidos por C, D e | con un
11.9%, 9.5% y 10.7% respectivamente. Con una baja representacion del 6.0%
cadaunode F, G, Jy K, y de B (3.6%), E (2.4%), Hy N (1.2% cada uno). Segun
Chacén et al. (2005) los haplotipo A y L se ha encontrado en simpatria en
accesiones de frijol silvestre (Figura 21). Ademas, encontraron que en silvestres
de frijol comun la distribucion geografia de haplotipo de cloroplasto B, H, J, K, N, y
O se limitan a Mesoameérica, en tanto que las formas C, D, E, y F se encuentran
solamente en Suramérica, y otras pocas en ambas areas como A, G, I, y L.
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Figura 21. Distribucién del haplotipo de cloroplasto dentro de cada grupo
poblacional basado en STRUCTURE.
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Es de informar que en silvestres de frijol no se soporta la presencia de razas, ya
que Beebe et al. (2001) sugiere que estas se han diferenciado en frijoles
domesticados a través de la seleccion y presion ejercida por el hombre. El
aislamiento temprano de comunidades basadas en la agricultura y la difusion a
otras regiones Andinas con diferentes condiciones ecolégicas podrian haber sido
promotores en la diferenciacion de frijoles cultivados.

En este estudio la estructura identificada mediante analisis de similaridad y
estructura, en términos generales, es consistente con otros estudios de diversidad,
en donde se lograron marcadas diferencias en las caracteristicas geograficas y
moleculares entre acervos genéticos (Tohme et al., 1996, Blair et al., 2006). La
separacion entre estos dos grandes acervos genéticos ya ha sido bien estudiado
en repetidas ocasiones basados en informacion fenotipica y molecular y
sugiriendo que el P. vulgaris presenta una incipiente sub-especiacion producto de
las barreras geograficas. Lo anterior es sustentado por un parcial aislamiento
reproductivo, incluyendo hibridos débiles en la F1 y generaciones tardias (Kwak y
Gepts, 2009).

Las poblaciones de frijol silvestres muestran una contrastante estructura interna.
Las accesiones Mesoamericanas, con excepcion de las accesiones
Guatemaltecas, no presentan grupos asociados con caracteristicas especificas
como proteina de semilla, contrastante con el acervo Andino que presenta
subgrupos definidos de acuerdo a origenes especificos y otros rasgos
caracteristicos. Las barreras geogréficas de los Andes en Peru, Bolivia y Argentina
han creado ambientes aislados que han conducido al aislamiento genético del frijol
silvestre para estas zonas, mientras que el mismo proceso no parece haber
ocurrido en la region de Mesoamérica donde no existe tales barreras.

4.6. DIVERSIDAD ALELICAS DE LOS GRUPOS GENERADOS
Con el fin de hacer una comparacion mas general de los acervos de frijol se
usaron las asociaciones generadas por el programa STRUCTURE, ya que
accesiones que en el analisis de similaridad se presentaban atipicas mediante
este programa se agruparon a través de las poblaciones obtenidas.

La coleccion referencia de silvestres de frijol comun reportdé un indice de
diversidad genética de 0.551, esto es considerado alto si se compara con
resultados obtenidos en estudios anteriores en accesiones silvestres pero con
marcadores como alozimas (0.132) (Koenig and Gepts, 1989), RFLP (0.38)
(Becerra and Gepts, 1994) y AFLP (0.31) (Tohme et al., 1996), pero inferior al
reportado con RFLP en polimorfismos de DNA de cloroplastos (0.837) (Chacon et
al., 2005), y otros estudios con SSR que incluyen frijoles cultivados y silvestres
(0.64) (Kwak y Gepts, 2009).

63



Aungue no se puede comparar el polimorfismo alélico y la diversidad genética
entre los grupos, debido al desequilibrio en el tamafio de muestra que existe entre
ellos, se percibe una cierta tasa de especificidad superior en las accesiones del
grupo Mesoamericano.

La diversidad genética (Tabla 11) en Mesoamérica total fue mas alta que la del
acervo Andino total (0.563 y 0.507, respectivamente). Lo anterior es congruente si
se compara con otros estudios como Becerra y Gepts (1994) donde por medio de
RFLPs en 85 accesiones silvestres y cultivadas de frijol comun revelaron una
diversidad genética de 0.310 en mesoamericanos y 0.280 en Andinos, asi como
en estudios con Polimorfismos de ADN de cloroplasto revelaron una diversidad
genética de 0.844 en Mesoamericanos silvestres frente a 0.830 en Andinos del
mismo tipo. El estudio de a Kwak y Gepts (2009) con SSRs encontraron en
accesiones silvestres una diversidad genética similar de 0.570 en
Mesoamericanos y 0.530 en Andinos.

Tabla 11. Diversidad genética de la coleccion referencia de silvestres de frijol
comdan.

Poblacion N Na Ho DG %P

Mesoamérica 44 8.135 0.111 0.625 97.30%
Guatemala 16 5.162 0.089 0.594 94.59%
Colombia 13 4.622 0.087 0.602 97.30%

Ecuador-Net Perit 7 2.865 0.061 0.430 67.57%
Total Mesoamérica 80 5.196 0.087 0.563 89,19%
Andino 28 6.784 0.071 0.507 94.59%
Total Coleccién 108 5.514 0.084 0.551 90.27%

N: Tamafo de muestra; Na: No. de alelos; He: Heterocigosidad esperada; DG:
Diversidad genética; %P: Porcentaje de Polimorfismo

En el grupo de Ecuador-Norte del Pert es donde se observa la menor diversidad
genética con un indice de 0.430 y el menor porcentaje de loci polimorficos
(67.57%) indicAndonos que de los 36 marcadores SSRs utilizados 24 se
comportaron de forma polimérfica, esto debido a que posiblemente es una
poblacién ancestral de los acervos Mesoamericano y Andino que se ha
conservado a través del tiempo por su aislamiento geogréafico. El grupo Andino
presentd el mayor porcentaje de loci polimérficos (90.27%), es decir, que de 36
SSRs utilizados tres resultaron monomaorficos.

Para cada grupo se observd predominio de algunos SSRs (Anexo E), para
Mesoamérica se observaron altos indices de diversidad con los marcadores
GATs91, genomico y PV-ATO001, génico; en Andino con los SSRs BMdO01, génico y
GATs 91, gendmico; en Guatemala con los SSRs BM188-B, genémico y BMO1,
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génico; Ecuador-Norte de Peru con el SSR BM156, gendmico; y en Colombia, con
el SSR BM175, gendmico.

4.7. ANALISIS MOLECULAR DE VARIANZA

La estructura genética fue confirmada mediante la AMOVA generada por el
programa Arlequin, indicando que las agrupaciones establecidas en las
accesiones de la coleccion referencia de silvestres son significativas y que la
mayoria de la variacion es explicada por la interaccion entre individuos dentro de
cada poblacion (68.45%). Sin embargo se pudo observar que la variacion entre
poblaciones con un 20.30%, fue mayor que la variacién aportada por los individuos
dentro de la poblacién con un 11.25% (Tabla 12).

El grado de diferenciacion genética entre poblaciones en términos de frecuencias
alélicas fue de 0.203 (Fst), de acuerdo a Wright (1965) este indice es
relativamente grande, confirmando la consistente separacion de los grupos en
cuanto a su estructura genética, el cual es similar al valor reportado por Kwak y
Gepts (2009) en accesiones silvestres.

Tabla 12. Resultados del analisis molecular de varianza (AMOVA), comparando
los Poblaciones derivadas del analisis con el programa STRUCTURE.

L Sumade Componentes Porcentaje de

Fuente de variacion GL L L
cuadrados Principales Variacion

Entre poblaciones 4 282.972 1.52104 va 20.30

Entre individuos entre 3 1143 139 5.12792 vb 68.45

poblaciones

Dentro de poblacibn 108 91.00 0.84259 vc 11.25

Total 215 1517.111 7.49156 100.00%

FST : 0.20303

4.8. COMPARACION SSRs CONTRA AFLP

En el estudio de Tohme et al. (1996) en el analisis de la coleccion referencia de
silvestres de Phaseolus vulgaris mediante AFLP, obtuvieron que dos
combinaciones de primer fueron suficientes para generar 203 bandas, de las
cuales 183 resultaron polimérficas. En contraste, se obtuvo un total de 492 bandas
por amplificacion con 36 marcadores SSR en este estudio, de las cuales 491
bandas fueron polimorficas, es decir en porcentaje el polimorfismo en AFLP fue
del 90% y en SSRs fue del 99, 8%., lo que indica que los SSRs poseen un alto
poder de discriminacion.

El mayor nivel de polimorfismo de los marcadores SSRs, ha contribuido a la menor
similitud genética de estos (promedio 0.51) en comparacion con los marcadores
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AFLP (media 0.69). Esto esta de acuerdo con otros estudios que comparaban el
nivel de polimorfismo detectado con marcadores AFLP y SSR en frijol (Maras et
al., 2008), maiz (Garcia et al., 2004) y soya (Powell et al., 1996). EI mayor
polimorfismo en loci SSRs se espera debido al mecanismo mediante el cual se
genera: la replicacion por deslizamiento ocurre con mas frecuencia que las
mutaciones de un solo nucleétido y eventos de insercion/deleccion, que generan
los polimorfismos detectables mediante AFLP (Powell et al., 1996).

Tabla 13. Comparacion de grupos generados a partir de analisis con SSR vs.
AFLP (Thome et al., 1996) en la coleccion con de silvestres de Phaseolus vulgaris.

AFLP SSR Mesoamérica Guatemala Colombia Ecu-Nte Peri Andino Total AFLPs
Mesoamérica 28 14 2 0 0 44
Colombia 3 2 11 4 3 23
Ecu-Nte Peru 0 0 0 3 0 3
Andino 7 0 0 0 23 30
Sin Grupo 4 0 0 0 0 4
Total SSRs 42 16 13 7 26 104

En términos generales en estudio con AFLPs y SSRs se comprobd una similar
estructura genética en la coleccién de referencia de silvestres (Tabla 13), en
donde se pudieron diferenciar los dos acervos principales Mesoamérica y Andino.
Ademas ambos sistemas de marcadores presentan una comparable precisién en
la agrupacién de los genotipos de acuerdo a su origen genético. Sin embargo, con
marcadores SSRs se pudo observar que las accesiones pertenecientes al Grupo
Guatemala presentan baja similaridad con respecto a los acervos Mesoamérica y
Andino, y un polimorfismo Unico en este grupo.
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5. CONCLUSIONES

El grupo de marcadores microsatélites marcados fluorescentemente
utilizados en este estudio demostraron poseer un alto nivel de informacion y
un excelente poder de discriminacion, entre acervos y centros menores, por
lo que en estudios de diversidad genética serian una herramienta valiosa a
la hora de analizar la estructura y dindmica de poblaciones y/o colecciones.

Entre los individuos de la coleccion referencia de silvestres de Phaseolus
vulgaris, existe una amplia diversidad genética lo que los hace Unicos en
cuanto a sus caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y moleculares,
siendo de importancia estas diferencias para la eficiencia de esta coleccion
en el banco de germoplasma.

Es este estudio se encontrd las accesiones de origen Guatemalteco en un
grupo bien definido presentando un cierto grado de diferenciacién genética
y estructural con el acervo Mesoamericano lo que podria representar un
centro reciente de origen.

En el grupo Colombia se observo en su diversidad una estrecha relacion
con el acervo Mesoamericano lo que hace suponer en mayor medida la
influencia de genes de este acervo hacia esta zona geografica, en
comparacién con los aportados por el acervo Andino.

Entre las técnicas moleculares de AFLP y SSRs, estos ultimos detectaron
un mas alto nivel de variacion intraespecifica entre accesiones silvestres de
Phaseolus vulgaris y ademas por ser codominates valoraron la ocurrencia
de la heterocigosidad en accesiones.
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Anexo A. Protocolo de Extraccion, Kit Viogene PGP1002

Consideraciones iniciales:

8.
9. Lavar con 700 ul de Buffer WS, la mini columna, centrifugando a 14000 rpm de

e Precalentar bafio Maria a 65°C.

e Precalentar el Tris-EDTA a 65°C

e Tener marcados dos series de tubos de 1.5 limpios, para transferir los
filtrados y almacenar ADN.

Macerar 20 mg de material liofilizado (tejido foliar) hasta obtener un polvo fino
homogéneo, en un tubo de 2 ml.

Afadir al tejido 400 ul de Buffer PX1 y 4 ul de RNAsa A, agitar en vortex
vigorosamente, inmediatamente incubar la mezcla a 65 °C POR 10 minutos por
10 minutos, mezclando por inversion cada 3 minutos.

Anadir 130 ul de Buffer PX2 al lisado, agitar vortex e incubar en hielo por 5
minutos.

Transferir (con la ayuda de una espatula limpia) el lisado a una columna o tubo
Shearing, adaptado a un tubo colector, centrifugar a 13.000 rpm por 2 minutos.
Transferir el liquido filtrado en el tubo colector a un nuevo tubo de 1.5 ml, sin
pipetear ningun residuo o precipitado.

Adicionar 0.5 volumenes de Buffer PX3 y 1 volumen de etanol absoluto, al
lisado transferido en el paso anterior. Invertir suavemente 3-5 veces. Ejemplo:
si se transfiere 400 ul del lisado, adicionar 200 ul de PX3 y 400 ul de etanol
filtrado.

. En nuevo tubo colector, colocar una mini columna para ADN gendmico

(columna purificacion), y adicionar 650 ul de la muestra (a la cual fue
adicionado el etanol), centrifugar por 10000 rpm por 1 minuto, y descartar el
filtrado.

.Repetir el paso 7, para el resto de la muestra no filtrada.

30 a 60 segundos y descartar el filtrado.

10. Repetir el lavado con 700 ul de Buffer WS.
11.Centrifugar a 14000 rpm por 3 minutos, para remover cualquier residuo del

Buffer WS.

12.transferir la mini columna a un tubo limpio de 1.5 ml, y adicionar 200 ul de TE

precalentado a 65 °C, dejar incubar por 1-3 minutos y centrifugar a 13000 rpm
por 1 minuto, para eludir el ADN.

13.Concentrar el ADN en Speedvac, modo acuoso a 30 °C, hasta obtener un

volumen de 100 ul.

14. Almacenar ADN a — 20 °C.
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Anexo B. Organizacion en paneles de los marcadores microsatélite marcados fluorescentemente, teniendo en

cuenta la secuencia, rango alélico y el motivo de cada uno.

PrimerID Panel FLUORE Color Tipo Motivo pbmin pbmax DIFF Link GDXG
GATS91 5a 6FAM blue GENOMICO (GAu 199 251 B2 b02d
BMd08 5a NED yellow GENICO (CTy 174 190 16 mono
BMd20 5a VIC green GENICO As 116 128 12 b05e
BM172 5a  PET red GENOMICO (GA)x 79 123 44 b03c
BM188-A 5b NED yelow GENOMICO (CA)(TAY, 144 158 14 b0%k
BM188B 5b NED yelow  GENOMICO SCA)ls(T Ay, 160 198 38 0004
BM175 50  VIC geen  GENOMICO (AT)s(GA) 149 191 42 b05e
BM200 50 6FAM blue GENOMICO (AG) 201 291 90 b01
BM205 50 PET red GENOMICO SGT)H 87 147 60 b07a
BM139 6a PET red GENOMICO (CT)s 82 128 46 b02d
St B G0 e, SR G Bom o om
- green
BM160 6a NED yelow  GENOMICO gGA)ls(GAA)g 170 27 57 b07a
PV-AGO03 6b  NED yellow GENICO (AG)g 149 165 16 b01h
BMdO01 6b 6FAM blue GENICO SA'Dg 166 198 32 b03c
BMdO2 6b  PET red GENICO CGG)g 93 110 12 b02d
BVEDL A PET  Bad| GENOMICO (GAMs S e &2 oo
a 5 a
G g i ieeecocwe. & 8 8
a ue
GATSYM 7a NED Yelow GENOMICO (GA)sAACAGAGT(GA)g 101 149 438 b3
BM187 7  VIC Green GENOMICO (CT)yT(CT)y4 154 260 106 bOGg|
BMd17 7o PET Red GENICO CGCCAC)s 92 128 36 b02
BM183 7b NED Yellow GENOMICO Cglg 95 169 74 b07a
PV-ATOO1 7b 6FAM Blue GENICO A 212 342 130 b04b
BM143 8a  PET Red GENOMICO (GA)3s 100 168 68 b02d
BM149 8a 6FAM Blue GENOMICO (TGC)(TAG): 238 256 18 na
BM137 8a VIC Green GENOMICO (CT)x 120 248 128 b06
BMd46 8a NED Yelow GENICO Ch), 324 336 12 na
BMd47 8b PET Red GENICO AT)s 143 155 12 b02d
BM141 8b 6FAM Blue GENOMICO (GA)s 170 236 66 b09%
PVCCTOO1L 8b  VIC Green GENICO AT 137 153 16 mono
BMd15 8b NED Yelow GENICO AG)s 149 201 52 b04b
BMd51 9a PET Red GENICO CT)s 117 117 0 mono
BMd18 92 6FAM Blue GENICO GA(,% 155 239 &4 b02
PV-ATOO3 9a VIC Green GENICO AT 155 179 24 b04b
BMd56 9a NED Yelow GENOMICO (AT)s 186 192 6 b02d
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Anexo C. Datos de pasaporte de las accesiones de la Coleccion Nucleo de Silvestres y 4 Cultivares de Phaseolus

vulgaris.

ID.|Namero G GAe(;\eért\ilc(:)o STRS;L;(L;EI)'?JRE ngbeltt:?n?.e Blizosltéag;ji?:o (1OOZ§Sr‘r?illas) FaseolinaHag:gil(%)l'de Color Pais Depart.  [Altitud|Latitud |Longitud
1 [ DOR364 M K1 Il Cultivado 25 S Na Rojo El Salvador Na Na Na Na

2| G2771 M K1 \% Silvestre 6,8 M20 L Crema, Otro, Negro | México Nayarit 1050 [21,1667|-104,3667
3| G4494 A K4 | Cultivado 54,8 T Na Rojo, crema Colombia Na Na Na Na

4 G5773 M K1 Il Cultivado 20 B Na Otro Colombia Valle Na Na Na

5 | G10000 M K1 [\ Maleza 19 S Na Negro México Guerrero 1150 |18,3167( -99,8167
6 [ G10002 M K1 v Silvestre 5 M12 Na Otro México Guerrero 1380 | 18,4 |-99,7667
7 | G10019 M K1 [\ Silvestre 9,5 M6 Na Otro México Michoacan | 1250 [19,4667|-100,4833
8 | G10019A M K1 \Y Silvestre 9 M1 J Crema, Otro, Café México Michoacan | 1250 [19,4667|-100,4833
9 [ G10022 M K1 \Y Silvestre 5 M10 Na Crema, Otro, Negro | México Durango 1829 |24,1667|-104,6833
10| G10023 M K1 \Y Silvestre 5 M20 Na Crema, Otro, Negro | México Durango 2027 | 23,7 |-104,4333
11| G11034 M K1 [\ Silvestre 4 M10 Na Crema, Otro, Negro | México Durango 1960 |23,6167(-105,8333
12| G11050 M K1 [\ Silvestre 8 M6 A Café México Michoacan | 2040 [19,6833|-101,2667
13| G11051 M K1 v Silvestre 5,5 M4 J Crema, Otro, Negro | México Jalisco 1650 |20,7667| -103,4
14| G11053 M K1 \Y Silvestre 8 M6 J Crema, Otro, Café México Jalisco 1680 | 20,85 (-103,2667
15| G11054 M K1 [\ Maleza 19 M4 Na Negro México Jalisco 1380 |20,5667(-104,7667
16| G12851 M K1 [\ Silvestre 6 M11 G Crema, Otro, Negro |Guatemala| Santa Rosa | 2000 |14,2833( -90,3
17| G12852 M K1 v Silvestre 5 M20 G Crema, Otro, Negro |El Salvador| Ahuachapan | 800 |13,9167| -89,85
18| G12856 M K1 v Silvestre 17 T Na Crema, Otro, Negro Peru Huénuco Na |[-10,3333| -76,1833
19| G12865 M K1 \Y Silvestre 6 M3 B Crema, Otro, Café México Jalisco 1219 |19,3333| -103,25
20| G12867 M K1 11l Silvestre 7 M1 Na Crema, Otro, Café México Nayarit 823 (21,0833 -104,5
21| G12869 M K1 [\ Silvestre 4 M6 A Crema, Otro, Negro [ México Michoacan | 1310 [19,4167|-102,5833
22| G12871 M K1 [\ Silvestre 8 M6 Na Crema, Otro, Negro [ México Oaxaca 1650 (17,8333]-96,6333
23| G12875 M K1 v Silvestre 6 M6 K Crema, Otro, Negro | México Oaxaca 1676 |17,3167| -96,9
24| G12879 M K1 \Y Silvestre 5 M1 A Otro México Guerrero 1585 | 18,35 |[-99,9833
25| G12879A M K1 [\ Silvestre 4,5 M3 B Crema, Otro, Negro [ México Guerrero 1585 | 18,35 [-99,9833
26| G12889 M K1 V Silvestre 6 M12 A Crema, Negro México Michoacan | 1800 (20,3333|-102,2167
27| G12893 M K1 [\ Silvestre 4 M12 A Crema, Negro México Guanajuato Na |21,2167( -101,8
28| G12922 M K1 \Y Maleza 16,5 S L Negro México Jalisco 1829 | 20,7 | -102,35
29| G12922A M K1 \Y Maleza 16,2 S L Crema, Negro México Jalisco 1829 | 20,7 | -102,35
30| G12949 M K1 \Y Silvestre 7 M24 A Amarillo México Jalisco 1829 |20,6667|-102,3833
31| G13021 M K1 [\ Silvestre 8 M6 Na Crema, Otro, Negro [ México Oaxaca 1900 |17,2167( -96,8333
32| G19026 M K2 [\ Maleza 30 M4 | Otro, Negro México Chiapas 1330 |16,7333(-92,6167
33| G19026C M K2 \Y Maleza 11,8 M10 | Crema, Otro, Negro | México Chiapas 1200 | 16,75 |-92,6333
34| G19833 A K4 1 Cultivado 43 H Na Amarillo, rojo Peru Amazonas | 1860 |-6,2667| -77,75
35| G19889 A K4 [\ Silvestre 7,4 T D Crema, Otro, Café | Argentina Jujuy 1200 | -24,25 | -65,2833
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ID.|NUmero G GAe%eért\i/((:)o STF\(’SUrgEJI'CL)JRE ngbe'(t:?n?‘e BIiEoSItéag;ji?:o (100':25r']$”|as) FaseolinaHag:gig);_de Color Pais Depart.  |Altitud|Latitud |Longitud
36| G19890 A K4 \Y Silvestre 6,3 T D Crema, Otro, Café | Argentina Salta 1380 [-24,5333| -65,35

37| G19892 A K4 [\ Silvestre 8,8 T D Crema, Otro, Café | Argentina Salta 1530 | -25,15 [ -65,65

38| G19893 A K4 \% Silvestre 7,6 T D Crema, Otro, Café | Argentina Salta 1640 |-24,6333| -65,4833
39 G19895 A K4 \% Silvestre 8 Jl D Crema, Otro, Café | Argentina | Tucumén | 1350 |-26,4333|-65,5167
40| G19897 A K4 \% Silvestre 12 T D Crema, Otro, Café | Argentina | Tucuméan | 1400 |-27,3167| -65,9167
41| G19901 A K4 v Silvestre 9 T D Crema, Otro, Café | Argentina | Tucuman 1900 |-26,9333| -65,7

42| G19906 M K2 [\ Silvestre 6 M4 J Crema, Café, Otro |Guatemala|Sacatepéquez| 1550 | 14,45 -90,7

43| G19908 M K2 \ Silvestre 8,4 M10 | Crema Guatemala|Sacatepéquez| 1550 |14,5333( -90,8333
44| G19909 M K2 \% Silvestre 7,2 M10 Na Crema, Otro, Negro |Guatemala|Sacatepéquez| 1820 | 14,55 [-90,8333
45 G21117 M K3 [\ Silvestre 11,2 CH L Crema, Otro, Café | Colombia [Cundinamarca| 1560 | 4,6667 | -74,4

46| G21197 A K4 [\ Silvestre 10,7 J3 C Crema, Otro, Café | Argentina Jujuy 1850 | -24,05 | -65,45

47| G21245 M K5 \% Silvestre 10,5 | E, F Crema, Otro, Café Perd Cajamarca | 1790 [-7,1167] -78,7833
48| G22303 M K3 [\ Silvestre 7,3 B Na Negro Colombia [Cundinamarcal 1900 | 4,5333 | -73,9167
49| G22837 M K1 v Silvestre 11,1 M4 K Crema, Café México Chihuahua | 1750 (26,9333|-106,4167
50| G23416 M K2 v Silvestre 6 M1 H Otro, Café, Crema |Costa Rica| San José 1750 | 9,8167 | -84,1167
51| G23419A A K4 [\ Silvestre 9,2 T C Crema, Café, Otro Pera Junin 2110 [-11,2333| -75,5333
52| G23421 A K4 \% Silvestre 13,4 T Na Crema, Otro, Café Perd Junin 2650 [-12,0167| -74,8833
53| G23422 A K4 \ Silvestre 14 H C Otro, Café, Crema Perl Apurimac | 2560 | -14 |-73,1667
54| G23424A A K4 \Y Silvestre 13 H Na Otro, Café, Crema Per( Apurimac 2340 | -13,65 -72,9

55| G23426 A K4 v Silvestre 9,4 H C Crema, Otro, Negro Peru Apurimac 2440 |-13,6167| -73,2

56 [ G23426A A K4 \% Maleza 24,2 T A Otro, Negro, Amarillo] Pera Apurimac | 2440 |-13,6167| -73,2

57| G23429 A K4 [\ Silvestre 7 M4 K Crema, Otro, Negro [ México Puebla 1430 18,9667 -98,3833
58| G23431 M K1 [\ Silvestre 6 M1 L Otro, Negro, Crema | México México 1630 |19,0333| -100,05
59| G23432 M K1 [\ Silvestre 4 M10 B Otro, Negro, Crema | México México 1890 | 18,95 |-99,4333
60| G23434A M K2 v Maleza 10,7 M4 J Negro Guatemala| El Progreso | 1250 |15,0667|-89,9333
61| G23434B M K2 v Maleza 9 CH | Negro Guatemala| El Progreso | 1250 |15,0667|-89,9333
62| G23435 M K2 \% Silvestre 4,8 CH G Crema, Otro, Negro |Guatemala| Chiquimula | 1390 | 14,55 [-89,6333
63| G23438 M K2 [\ Silvestre 5,2 CH | Crema, Otro, Café [Guatemala Jalapa 1510 |14,6833| -89,8

64 G23439 M K2 \ Silvestre 6 CH G Crema, Otro, Negro |Guatemala| Santa Rosa | 1430 |14,4333(-90,1333
65| G23440 M K2 v Silvestre 6 CH G Crema, Otro, Negro |Guatemala| Guatemala | 1740 |14,4167(-90,5833
66| G23441 M K2 v Silvestre 7,2 CH | Crema, Otro, Negro |Guatemala| Guatemala | 1740 |14,4333|-90,5167
67| G23442 A K4 \Y Silvestre 10,2 T A Crema, Otro, Café Bolivia | Cochabamba | 2270 |-17,7833| -65,1667
68| G23445 A K4 [\ Silvestre 10,4 T A Crema, Otro, Café Bolivia Tarija 2100 [-21,5333| -64,8667
69 | G23445B A K4 [\ Silvestre 12 Ta A Crema, Otro, Café Bolivia Tarija 2100 [-21,5333| -64,8667
70| G23454E A K4 [\ Maleza 16 Pa C Café Peru Cuzco 2460 |-13,4667| -72,4167
71| G23458 A K4 v Silvestre 12,5 Pa C Crema, Negro, Café Peru Cuzco 2780 |-13,8167[ -71,85

72| G23459 A K4 v Silvestre 12,2 T C Crema, Otro, Café Peru Cuzco 2370 | -13,5 -72,65

73| G23462 M K3 [\ Silvestre 7,9 B Na Crema, Otro, Café | Colombia |Cundinamarcal 1900 | 5,0833 | -73,6167
74| G23464 M K1 [\ Silvestre 6 M12 A Crema México Morelos 1250 | 18,9 [-99,0333




ID.|NUmero G GAe%eért\i/((:)o STF\(’SUrgEJI'CL)JRE ngbe'(t:?n?‘e BIiEoSItéag;ji?:o (100':25r']$”|as) FaseolinaHag:gig);_de Color Pais Depart.  |Altitud|Latitud |Longitud
75| G23470 M K1 v Silvestre 4,1 S L, K Crema, Otro, Café México Oaxaca 950 |17,3167]-96,0333
76 | G23511A M K1 \Y Silvestre 4,3 M23 L Café México Jalisco 1300 |19,7167| -104,2
77| G23526 M K1 \% Silvestre 3,3 MI8 A Crema, Otro, Negro | México Morelos 1950 [18,9667] -99,0333
78| G23545 M K1 \% Silvestre 9,6 MI N Crema México Durango 1990 |24,3333]-104,2833
79| G23552 M K1 V Silvestre 7,1 M4 K Crema México Durango 1460 | 23,6 |-104,3333
80| G23556 M K1 \Y Silvestre 8,5 M4 K Otro México Durango 1860 24 |-104,7333
81| G23569 A K4 \% Maleza 42,8 H C Otro Perd Cuzco 2940 | -13,8 | -71,85
82| G23576 A K4 [\ Maleza 62,1 CH C Amarillo, Rojo Perl Cuzco 2830 |[-13,4667| -72,3833
83| G23579 M K5 \% Silvestre 11 | F Crema, Otro, Café | Ecuador Azuay 1990 |-3,1833|-79,1667
84 [ G23580A A K4 \% Maleza 32,4 | Na Crema, Morado Ecuador Azuay 1930 | -3,2 |-79,1833
85| G23582 M K5 [\ Silvestre 8,4 | F Crema, Otro, Café | Ecuador | Chimborazo | 1710 |-2,2667 | -78,9667
86| G23583 M K5 \% Silvestre 7,9 | F Crema, Otro, Café Perd Piura 920 -5,4 |-79,6167
87| G23585 M K5 \Y Silvestre 8,4 | E Crema, Otro, Café Perl Cajamarca | 930 | -6,35 -79,4
88| G23586 M K1 Il Escapado 20 S Na Otro Perd Cajamarca | 930 | -6,35 -79,4
89| G23589 A K4 v Silvestre 10,5 H C Crema, Otro, Negro Peru Apurimac 2300 |-13,6667| -72,8833
90| G23592 M K1 \% Silvestre 3,2 J2 Na Crema, Otro, Negro | Argentina Na 1800 Na Na

91| G23652 M K1 \ Silvestre 6,2 M2 Na Crema, Negro, Otro | México Puebla Na Na Na

92| G23678 M K1 \% Silvestre 4,2 M4 A Café México Jalisco 2100 | 20,9 |-102,3667
93| G23723 M K5 [\ Silvestre 12,7 | F Crema, Otro, Café | Ecuador | Chimborazo | 1870 |-2,2667 | -78,9333
94| G23725 M K5 v Silvestre 9 | F Crema, Otro, Café | Ecuador Loja 1390 |-4,1333|-79,9167
95| G23996 M K3 [\ Silvestre 9,2 CH L Crema, Otro, Café | Colombia |Cundinamarcal 1500 | 4,6333 | -74,3667
96| G24318 A K4 [\ Silvestre 8 T D Crema, Otro, Café | Argentina Salta 1800 |-24,6667| -65,5667
97| G24345 M K3 [\ Silvestre 5 M8 A Crema, Otro, Negro [ México Nayarit 1330 |21,0333(-104,4833
98| G24391 M K3 [\ Silvestre 5,2 M10 | Crema, Otro, Negro | México Nayarit 1240 20,9667 (-104,4833
99| G24404 M K3 v Silvestre 16,4 H L Crema, Otro, Negro | Colombia |Cundinamarcal 1800 | 4,55 [-73,9167
100 G24408 M K3 v Silvestre 10,6 B L Crema, Otro, Café | Colombia [Cundinamarcal 1700 | 4,5667 | -73,9167
101] G24412 M K3 \Y Silvestre 9 B L Crema, Otro, Café | Colombia |Cundinamarcal 1970 4,6 -73,9
102| G24416 M K3 [\ Silvestre 9,1 B L Negro Colombia |Cundinamarcal 1790 | 4,5 |-73,9167
103| G24423 M K3 \Y Silvestre 9,2 CH L Crema, Otro, Café | Colombia |Cundinamarcal 1860 | 5,0167 | -73,55
104| G24576 M K2 v Silvestre 5,4 S | Crema, Café, Otro México Oaxaca 1800 | 16,8 |-96,5167
105 G24605 M K2 \% Silvestre 6 M24 A Crema, Café, Negro| México Jalisco 1960 | 20,7 |-102,4167
106| G24665 M K3 \Y Maleza 16 H L Crema, Otro, Café | Colombia |Cundinamarcal 1820 | 4,5833 | -73,9167
107| G24758 M K3 [\ Silvestre 6,4 T L Crema, Otro, Café | Colombia Boyaca 1490 | 5,0833 | -73,3833
108 G50075 M K2 [\ Maleza 14,8 Na | Crema, Otro, Negro [ México Chiapas 1030 | 16,5 [-92,5833
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Anexo D. Dendrogramas de agrupamiento por caracteristicas de Pais de Origen, Haplotipo de Cloroplasto y
Faseolina.
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Dendrograma de agrupamiento usando el método UPGMA mediante el estimado de Nei —Li (DICE) basados en
marcadores microsatélites con colores indicando pais de origen.
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Anexo E. Andlisis de diversidad genética por marcador microsatélite gendmico y génico.

Andlisis de parametros de diversidad (Numeros de alelos, Alelos efectivos, heterocigosidad observada y diversidad
genética) para 5 grupos formados por el programa STRUCTURE, analizados mediante marcadores microsatélite

genomicos.

Genbémicos Mesoamérica Guatemala Colombia Ecuador-Norte Peru Andino

Na Ne Ho Ne Ho DG DG Na Ne Ho DG Na Ne Ho DG Na Ne Ho DG Na
AGO1 4 2.234 0.023 1.324 0.000 0.264 0.559 4 3.436 0.063 0.732 4 2.315 0.000 0.591 5 2.706 0.000 0.643 2
BM137 5 1.207 0.045 1.000 0.000 0.000 0.173 2 1.280 0.000 0.226 5 4.122 0.000 0.788 4 1.248 0.000 0.203 1
BM139 4 2.075 0.000 3.600 0.000 0.788 0.524 3 2.315 0.000 0.591 3 2.323 0.000 0.594 11 6.400 0.000 0.862 4
BM140 7 1.759 0.081 1.000 0.000 0.000 0.437 8 3.892 0.167 0.775 5 2.991 0.077 0.692 12 8.963 0.091 0.909 1
BM141 7 3.663 0.136 4.455 0.000 0.835 0.735 5 3.220 0.188 0.712 4 1.967 0.091 0.515 16 12.062 0.143 0.934 5
BM143 16 9.537 0.114 2.882 0.000 0.703 0.905 9 5.294 0.067 0.839 7 4.566 0.091 0.818 13 9.011 0.179 0.905 3
BM149 5 1.806 0.136 1.000 0.000 0.000 0.451 2 1.064 0.063 0.063 4 1.788 0.077 0.458 2 1.508 0.071 0.343 1
BM156 12 5.708 0.317 5.556 0.200 0.911 0.835 7 4.278 0.154 0.797 6 4.122 0.000 0.788 11 6.579 0.000 0.865 6
BM160 8 3.780 0.053 1.324 0.000 0.264 0.745 4 2.169 0.000 0.556 2 1.742 0.000 0.443 12 8.672 0.000 0.904 2
BM172 4 2.299 0.000 3.769 0.000 0.791 0.572 4 2.370 0.000 0.597 5 3.470 0.083 0.743 13 6.533 0.107 0.862 4
BM175 16 8.585 0.114 3.920 0.143 0.802 0.894 8 5.626 0.188 0.849 8 6.145 0.154 0.871 11 7.259 0.071 0.878 5
BM183 14 7.130 0.243 1.849 0.571 0.495 0.872 8 5.069 0.063 0.829 3 1.476 0.077 0.335 7 5.161 0.087 0.824 4
BM187 13 7.902 0.139 1.556 0.143 0.385 0.886 6 2.332 0.067 0.591 7 5.053 0.167 0.837 13 9.484 0.238 0.916 3
BM188-A 6 2.036 0.068 3.571 0.000 0.800 0.515 4 2.510 0.125 0.621 4 3.558 0.385 0.748 2 1.237 0.000 0.195 4
BM188-B 15 7.093 0.000 3.571 0.000 0.800 0.871 9 7.111 0.000 0.887 7 3.903 0.000 0.779 11 9.000 0.000 0.906 4
BM200 18 11.322 0.091 1.000 0.000 0.000 0.922 7 4.163 0.125 0.784 6 3.756 0.154 0.763 7 6.297 0.179 0.856 1
BM201 1 2.439 0.300 4.083 0.571 0.813 0.597 7 2.795 0.333 0.664 8 3.798 0.615 0.766 5 2.237 0.391 0.565 7
BM205 1 5.461 0.136 1.000 0.000 0.000 0.826 5 2.286 0.000 0.581 7 2.364 0.538 0.600 4 2.190 0.000 0.553 1
GATs54 7 3.282 0.048 3.379 0.143 0.758 0.704 6 2.761 0.067 0.660 3 1.610 0.000 0.394 6 1.467 0.036 0.324 4
GATs91 19 14.061 0.186 2.333 0.000 0.615 0.940 10 7.111 0.188 0.887 8 5.729 0.077 0.858 14 9.924 0.179 0.916 3
PROMEDIO 200 5.169 0.112 2.609 0.089 0.501 0.698 118 3.554 0.093 0.662 106 3.340 0.129 0.669 179 5.897 0.089 0.718 65
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Andlisis de parametros de diversidad (Numeros de alelos, Alelos efectivos, heterocigosidad observada y diversidad
genética) para 5 grupos formados por el programa STRUCTURE, analizados mediante marcadores microsatélite

génicos.
Génicos Mesoamérica Guatemala Colombia Ecuador-Nte Peru Andino

Na Ne Ho Na Ne Ho DG DG Na Ne Ho DG Na Ne Ho DG Na Ne Ho DG
BMdO1 16 10.438 0.381 5 2.649 1.253 0.670 0.915 10 7.024 0.500 0.895 5 3.314 0.000 0.726 15 11.455 0.286 0.935
BMd02 5 2564 0150 3 2579 1.004 0.659 0.618 3 2.074 0.067 0.536 2 1.180 0.000 0.159 2 1.039 0.038 0.038
BMdO08 5 2415 0.091 1 1.000 0.000 0.000 0.593 4 3.180 0.063 0.708 5 4.829 0.000 0.825 2 1.036 0.036 0.036
BMd15 6 1.798 0.295 1 1.000 0.000 0.000 0.449 4 1.476 0.188 0.333 6 3.556 0.083 0.750 2 1.074 0.000 0.070
BMd16 2 1.406 0.000 1 1.000 0.000 0.000 0.292 2 1.882 0.000 0.484 4 1.943 0.000 0.505 2 1.036 0.036 0.036
BMd17 4 2236 0.000 2 1.324 0.410 0.264 0.559 1 1.000 0.000 0.000 3 1.698 0.077 0.428 1 1.000 0.000 0.000
BMd18 7 4564 0.119 4 3.333 1.280 0.778 0.790 5 3.879 0.000 0.766 2 1.899 0.000 0.492 5 3.040 0.125 0.685
BMd20 5 2713 0.070 1 1.000 0.000 0.000 0.639 4 2.246 0.125 0.573 5 2.864 0.000 0.677 2 1.077 0.000 0.073
BMd46 3 1.953 0.068 3 2.000 0.868 0.545 0.493 4 1.388 0.063 0.288 3 1.986 0.083 0.518 2 1.324 0.000 0.249
BMd47 3 2.082 0.000 2 1.690 0.598 0.440 0.526 2 1.600 0.000 0.387 4 1.770 0.077 0.452 3 1.503 0.036 0.341
BMd51 1 1.000 0.000 1 1.000 0.000 0.000 0.000 1 1.000 0.000 0.000 1 1.000 0.000 0.000 1 1.000 0.000 0.000
BMd56 2 1.252 0.000 1 1.000 0.000 0.000 0.204 2 1.438 0.125 0.315 2 1.385 0.000 0.290 2 1.153 0.000 0.135
PV-AGO003 3 1.806 0.000 2 1.690 0.598 0.440 0.452 4 2.647 0.000 0.644 3 2.074 0.077 0.538 2 1.074 0.000 0.070
PV-AT001 22 14.414 0150 6 5.444 1.748 0.879 0.942 10 7.759 0.000 0.901 9 6.898 0.077 0.889 20 10.414 0.074 0.921
PV-AT003 5 2347 0.214 3 2.273 0.950 0.622 0.581 6 2.783 0.000 0.661 3 2.086 0.000 0.542 3 1.176 0.080 0.153
PV-CCTO001 3 1.469 0.159 1 1.000 0.000 0.000 0.323 3 1.759 0.063 0.446 3 1.374 0.154 0.283 3 1.198 0.036 0.168
PV-CTT001 9 4466 0.182 4 2.178 1.029 0.582 0.785 8 4.697 0.250 0.813 5 4.568 0.000 0.812 5 1.849 0.107 0.468
PROMEDIO 101 3.467 0.111 41 1.892 0.573 0.346 0.539 73 2.813 0.085 0.515 65 2.613 0.037 0.523 72 2.438 0.0501 0.258
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