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RESUMEN

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) representa un recurso
fitcgenético de gran importancia debido a su historia evolutiva que lo liga af
hombre, y a su alta variacion genética que lo ha constituido como un cultivo de
amplia distribucion. Dicha variabilidad se encuentra bien representada en el
occidente de México. Este sitic ha sido sefalado como parte del centro
mesoamericano de diversidad y domesticacion del frijol. El objetivo del presente
trabajo fue determinar las relaciones genéticas entre las diferentes formas de
frijol comin (silvestres - intermedias y cultivadas) a través del uso de
herramientas moleculares, en particular utilizando marcadores 1STRs. Para ello,
se utilizaron trescientos individuos de frijol comin pertenecienies a treinta
poblaciones coiectadas en el occidente de México. Se encontrd gque las
diferentes formas de frijol comin constituyen un grupo heterogéneo en el que
existen evidencias de que las poblaciones intermedias se presentan como
producto de la hibridacion entre las formas cultivadas y silvestres. Las
accesiones cultivadas se mantuvieron separadas de las silvestres. El marcador
ISTR resultd afil para generar informacién valiosa en la estimacicn de la
estructura genética de las poblaciones de frijol coman. Los datos generados
proporcionan informacion preliminar para la planeacion de estudios que

involucren procesos como domesticacion, flujo génico y diversidad genética.



I. INTRGDUCCION

Los recursos fitogenéticos son el conjunto de especies vegetales de valor
antropocéntrico actual o potencial, forman parte importante de los ecosistemas
y han sido la base de la evolucion, desarrollo y bienestar de la humanidad. La
comprension de la base molecuiar de los fendmenos biologicos esenciales en
las plantas es crucial para la conservacién efecliva, manegjo y utilizacion
eficiente de los recursos fitogenéticos (Mondini, 2009). Entre las acciones que
deben llevarse a cabo para [a preservacion, manejo y utifizacién de los recursos
fitogenéticos, se encuentra fa caracterizacién y el conocimiento de la estructura
genética de las poblaciones, herramientas que auxilian para describir la
diversidad genética inter e intrapoblacional y que ofrecen un marco teérico para
entender los cambios evolutivos y |2 variacion en los patrones genéticos de las

poblaciones (Sosa y cols. 2002).

El frijol comén (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) constituye una especie gue ha
acompafiado al hombre durante miles de afios y que contiene un alto grado de
variacion genética, lo que hace de ésta especie un recurso fitogenético con alto
valor adaptativo. El estudio de dicha diversidad es esencial para disefiar
esirategias que garanticen su efectiva conservacion y utiizacién, tanto de la
forma cultivada, como de sus parientes silvestres. Los trabajos de expleracion y
coleccién del frijol silvestre, han reportado la existencia de una tercera forma de
este taxon, con caracteristicas morfolégicas intermedias entre las variedades

cuitivadas vy la forma siivestre (Lépiz y cols. 2010). E! conjunto de formas



silvestres, cultivadas e intermedias (weedy forms) de Phaseolus vulgans
constlituye un acervo genético que debe ser estudiado con detalie en todos los
niveles posibles (genes, poblaciéon - especie, comunidad ~ ecosistemas y
paisaje), y que representan un complejo mosaico de interacciones a través del

tiempo en el que el hombre ha jugade un papel determinante.

El estudio en frijol comin mediante el uso de marcadores molecuiares comenzd
en la década de 1980, se ha enfocado al conocimiento de la diversidad genética
para investigacion basica como aplicada, y ha llevado a la comprension de
procesos que involucran su origen, domesticacion y flujo génico. Se ha
sefialado la necesidad de enfoques multidisciplinarios en este tipc de estudios
para identificar qué debe ccnservarse, como se puede conservar de la mejor
manera y como los materiales conservados pueden ser mejor usades (Hodgkin
y Rao, 2002). Sin embarge no siempre es posible lograr enfoques
multidisciplinarios, por lo que la acumulacién y comparacion de diversos

estudios son de gran valer para los fines mencionados.

Dado que el Occidente de México es parte del centro mescamericano de
diversidad y domesticacion del frijol comin y es una regién que alberga alta
variabilidad genética de frijol com(n, en el presente trabajo se pretende detectar
las relaciones genéticas entre poblaciones con diferente forma provenientes del

Occidente de México utilizando el marcador molecular ISTR.



Ii. ANTECEDENTES

2.1 Los recursos fitogenéticos: importancia y perspectivas para su
conservacion

Los recursos fitogenéticos son definides por el Tratado Internacional de
Recursos Fitogenéticos (ITPGRFA por sus siglas en ingles: Intemational Treaty
on Plant Genetic Resources for Food and Agriculture} como cualguier material
genético de origen vegetal con un valor actual o potencial para la alimentacion y
la agricultura y que puede pertenecer a las siguientes categorias de plantas:
variedades cultivadas de uso actual y variedades desarrofladas recientemente,
cultivares obsoletos, cultivares primitivos, parientes silvestres y malezas (forma
intermedia o weedy form) o fineas especiales. De manera mas concreta Ayad
(1980) define a los recursos fitogenéticos come la variabilidad genélica
potencialmente Util en la agronomia, presente en las planias cultivadas asi
como en las especies silvestres relacionadas. Los recursos fitogenétices forman
parte del complejo al que se le ha llamado recientemente como
agrobiodiversidad, la cual incluye todos los fipos de cultivos y bienes
semovientes, parientes silvestres y especies que interactian con elles como
polinizadores, simbiontes, plagas, parasitos, depredadores y competidores

(Qualset y cols. 1995).

Estos recursos censtituyen un patrimonio de la humanidad de valor incalculable
y su pérdida es un proceso irreversible que supone una grave amenaza para la

estabilidad de los ecosistemas, el desartrclio agricola v la seguridad alimentarnia



presente y futura de la poblacién humana (Martin-Martinez, 2605). Todas los
paises del mundo tienen una interdependencia de los recursos fitogenéticos
basada en dos hechos. El primero tiene que ver en que en todes los paises se
cultivan no sdlo especies nativas, sino un buen nimero de especies
introducidas. El segundo punto es la existencia de cultivos que son fuentes
universales de alimentos, como por ejemplo el trigo o el arroz. Estas especies
pueden ser cultivadas en un pais determinade, o pueden ser importadas parcial
o ftotalmente de ofro. Lo anterior hace evidente la existencia de la
interdependencia mundial para el desarmallo de nuevos cultivares a través del
mejoramiento gengético, como en la produccion de alimentos y productos de
origen vegetal (Lépiz y Rodriguez, 2006). Esto hace visible la importancia de
planificar estrategias que logren la preservacion de los recursos fitogenéticos de

una manera adecuada y sostenible.

Otorgar valor a los recurscs fitogenéticos es una tarea compleja. El deseribir los
tipos de beneficios asociados con estos recursos es mas sencillo (Rubenstein y
cols, 2009); sin embargo el reconocimiento de los valores totales asociados es

una tarea indispensable para el conocimiento, valoracion y conservacion de los

recursos fitogenéticos.

Los recursos fitogenéticos tienen diferentes clases de valores econdmicos que
los mercades fallan en capturar completamente. La clasificacion convencional
det valor econémico fotal consiste en valores de uso y de no uso. Los valores
de uso pueden ser directos o indirectos, reflejando la contribucion del recurso a

los habitats que lo rodean o ecosistemas (Drucker y cols. 2005). E valor de uso



directo lo conforma el valor comercial del recurso fitegenétice, mientras que los
usos indirectos residen en los siguienies valores: sociocultural, de identidad,
ecologico, nutricional y adaptativo. Tanto el valor directo como el indirecto
tienen dimensiones presentes y futuras (esperadas). El valor de uso presente
se deriva de fa utilidad ganada por un individuo por el consumo de un bien o
servicio mientras que el valor futuro esperado se basa en las probabilidades
conocidas que pudiera otorgar el recursoc. Los recursos fitogenéticos
preservados gue no estan siendo usados constituyen el valor potencial, que es
el valor asociado a la opcidn de explotar los recurses en el futuro, en este caso
la demanda futura es incierta. Por dltimo, el valor de no uso incluye el valor de
existencia, reflejando la satisfaccién del saber que el recurso existe, sin
relacionario a ningun uso que pudiera tener el recurso; y tambien el valor de
legado, que tiene que ver con la transmision del recurso a futuras generaciones

(Williams, 2010).

Los recursos fitogenéticos se ven amenazados por distintas causas que
prevocan la erosion genética de los mismos y que provienen tanto de cambics
naturales como de presiones antropogénicas. Estas amenazas se mencionan
en el Cuadro 1; sin embargo se ha sefialado comeo la principal causa de la
erosién genética de los recursos fitogenéticos a el reempiazo generalizado,
desde los afios 1950, de las variedades tfradicionales pc‘ar variedades con
arreglos genéticos mas homogéneos (Fraleigh, 2006). Las causas mencionadas
son dinamicas, lo que significa que los niveles de amenaza a menudo carmbian

rapida e inesperadamente.



Actualmente, las agencias nacionales e internacionales se han visto forzadas a
tratar con una paradofa bésica que se basa en la confrontacion que existe entre

la conservacion y el desarrollo de los recursos fitogenéticos.

Cuadre 1. Causas y faclores de la erosion genética en los recurses fitogenéticos.

CAUSA FACTORES

fragmentacion de

-.'Introduccnon de

i especzes exot:cas :
"Gambios humanos 4"Extmcmn de culturas natxvas hostmdades ‘escasez de alimentos,

SOCIO-eCOROMICos desmonte de tierras.

“Cambios en practi

-*agncolas yen uso |

"Desastres humanos Contaminacion de aguas (incluyendeo eutrofizacién), contaminacian
de aire, contaminacién de suelos, ete.

“,Caiam:dades natural' Inundacrones desiaves, erosion del stiefo; efc

Tomado de Hawkes y cols, {2000).

Se puede representar la base de esta paradoja en la siguiente secuencia de
evenios: los fitomejoradores de alrededor def mundo estan comprometidos
correctamente con el desarrolic de mejores y mas productivos cultivos de
piantas. Esto involucra el reemplazo de ias variedades criollas que se siembran
tradicionalmente © variedades iocales, que son generalmente variables

genéticamente y de baja produccicn, por los productos de la agricultura



moderna, los cuales son mucho mas uniformes genéticamente. De esta manera
la uniformidad reemplaza a2 la diversidad. Los mismoes fitomejoradores son
dependientes de la disponibilidad de la reserva de la diversidad genética para el
éxito de su trabajo, y de esta manera causan inadvertidamente la erosion
genética de la diversidad vegetal que ellos mismos necesitaran para el futero

(Hawkes y cols. 2000).

Erosion gesética: pérdida de la diversidad genética
wiigrtras gue los fitomejoradores cantribuyen & sostenimients & incramento de ls
proguccion agricala, un efecto Isteral puede redieir ia diversidad en el campo

‘ Genes usados para obtener

Formas primitivas, nuevas vaiedades Variedades
especies T modemas
silvestres, razas . A
criolls,

varietlades D - Huevas variedades O O
radicionales O reemplazan tipes originales

OO

Reduccitn de la diversidad
genética disponible enel
CAMPO DA Nejor Amierto

Figura 1. Representacion esquematica de la paradcia conservacién-desarollo que invelucra la
reduccién de la diversidad genética de los recursos fitogenétices (basado en Hawkes y cols.

2000).

iL.a comprension de la base molecular de los fenémenos biologicos esenciales
en las plantas es crucial para la conservacion efectiva, manejo y utilizacian
eficiente de los recursos fitogenéticos (Mondini, 2009}. Entre las acciones gue
deben llevarse a cabo para i estudio y la conservacion de los recursos
fitogenéticos, se encuentra la caracterizacion y diferenciacién genetica de las
peblaciones; ésta proporciona herramientas que describen fa diversidad

genética inter e intrapablacional y ofrece un marco teérico para entender los



cambics evolutivos v la variacién en los pafrones genéticos de las poblaciones
(Sosa y cols. 2002). Caracterizar los recursos fitogenéticos significa
basicamente identificar y describir las diferencias existentes entre las
accesiones, nombre genérico que se les da a las muestras de genctipes,
variedades mejoradas, variedades criollas, especies siivestres y especies
relacionadas con una determinada especie de interés que se resguardan en un
banco de germoplasma (Chicrato y cols. 2006). Lo anterior es s6lo una
pequefia parte del proceso necesarico para la evaluacién, caracterizacién y
conservacién de la variacion genética de los recursos fitogenéticos. Este tipo de
trabajo requiere esquemas que incluyan planes de conservacién in-siti y ex-situ
que contengan una variedad de actividades, las cuales deben realizarse de
manera complementaria. A continuacién se cirece un esquema propuesto por
Maxted y cois. (1857} en dende se propene un modelo de estrategias
complementarias para la conservacion y utilizacidn de los recursos

fitogenéticos.



Estratedgias complementarias para ia consenacion
Selaccidn de los objetivos y material de interés
L 4
Formacidn de una comisidn de expertos
Inspeccién f Exptoracién ecogeograrica prefiminar
Definicion de objetives de conservacidn

Exploracién de campo

DefinitiGn de estrategias de conservacion

>

Exsitl - é » fn-situ

{muestren, transferencia, forma de conservacion) {disefio, mangjo y monitor2a)

— = Productos de conservacion ‘—_‘“j

(semillas, ADN, palen, plantas vivas 0 secas, exalantes in- witro, datos)

v

Deposito ¥ diseminacion de praductos conservados
{bancos de germioplasma, laboratados, jardines botanicos, banto de genes, dreas protegidas)

Caracterizacion / Evaluacion

Utilizacidn de los racursos fitagenéticas
{mejoramiento/bictesnologia)

Productos
(variedades, fArmacos, investigacidn basica y aplicade, usos recreacionales, diversidad in-si#u}

Figura 2. Esquema de las estralegias complementarias para !a conservacion efectiva de los
recurscs fitogenéticos propuesto por Maxted y cols. 1997.

2.2 El valor del frijol comiin como recurso fitogenético en México

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) es una legumbre ampliamente
consumida en el mundo y constituye el cullivo que aporta la mayor fuente de
proteina dietética en muchos palses de América Latina y Africa. Ademas de su

valor nutricional, el friiol ha side reconocido como un alimento nufraceutico y



actualmente su consumo ha cobrado impulso en los paises desarrollados donde
la pobtacion se interesa cada vez mas por dietas mas saludables. Ademas de
consumirse como semilla seca, parte de su produccion se destina para
consumo de vaina fresca (ejote), la cual aporta a la dieta del ser humanc

vitaminas y minerales que éste no sintetiza (Gardufio-Gonzélez y cols. 2009).

El frijol comin como alimento, es una fuente importante de nutrimentos. En
base de peso seco, en promedio contiene 24.7% de proteina, 69.4% de
carbohidratos y 1.7% de lipidos; adicionalmente en 100 gramos de materia
seca, aporta 136 mg de calcio, 9.4 mg de hierro, 0.42 mg de tiamina y 2.7 mg
de niacina (Shellie y Bliss, 1291). La proteina de frijof es baja en contenido de
amincécidos azufrados, como cisteina y metioning, pero rica en lisina. Por otra
parte, los granos de cereales como maiz, son deficientes en lisina. Por esta
razén, el consumo de ambos productos en una dieta, resulta en un
complements y proporciona cantidades adecuadas de los aminoacidos

esenciales (Lépiz y Ramirez, 2010).

En su rango de distribucion, el frijol comun coloniza multiples y variados nichos
ecolagicos, usualmente en habitats perturbados con vegetacion secundaria
{Delgado-Salinas y cols. 1988). En México, |la forma silvestre de esta especie se
encuentra disiribuida desde el norte del estado de Chihuahua hasta el sur de
Chiapas, a lo largo de la Sierra Madre Occidental, Sierra Madre Oriental y el Eje
Neovolcanico, entre los 800 y 2200 msnm; puede encontrarse en una variedad
de ambientes con caracteristicas contrastantes en cuanto a precipitacion y

altura sobre el nivel del mar, lo que sugiere que {a adaptacion a tal variedad de



nichos se encuentra fundamentada en la riqueza de la diversidad genética
{Lopez y cols. 2005; Acosta-Gallegos y cols. 2007; Lepiz y Ramirez, 2010). El
periodo vegetativo del frijol comiin puede variar de 70 a mas de 200 dias, lo
cual permite que actué como un excelente cuitivo rotacional y utilizarlo bajo una
amplia gama de posibilidades de consumo. Asi mismo Zizumbo y caols. (1985)
sefialan que la forma domesticada se puede encontrar cultivada bajo una
variedad de agrosistemas que abarcan desde complejos mecanizados e
irmgados con manejo intensivo hasta sistemas tradicionales con ayuda de
traccién animal y humana, lo que muesfra la variedad de adaptaciones que
tiene fa forma cultivada provocada por la seleccion humana. El concepte de
forma se utiliza como categoria jerérquica dentro de una especie de acuerdo a
la divergencia morfologica y genética, distribucion ecogeografica, pesibilidades
de hibridacién y fertilidad de los hibridos y sus derivados. Las formas se
distinguen de manera general en base a una sola ¢ pocas caracteristicas
morfologicas notables, sus rangos geograficos son simpatricos, fa divergencia
genélica estd bajo control genético simple, la hibridacion es cemun y los

hibrides son completamente fértiles (Sanchez, 2006).

En base a las estadisiicas de la FAQ, el cultivo de frijol comln en el mundo
durante el afio 2004 produjo mas de 18 millones de toneladas, cantidad
inimaginable para la mente del ser humane, en 101 pai-ses de los cinco
continentes. Entre los paises con una produccion mayer a las 500,000
toneladas de frijol por afio, México ocupa el guinto lugar. Dentro del pais este

cultivo ocupa el segundo lugar después del maiz, en superficie sembrada con



1,954,945 hectareas en promedio (2000 - 2003), un ndmero de productores
primarios en promedio de 570 mil y una produccién de 1,111,280 toneladas
anuales {Lépiz y Ramirez, 2010), lo cual representa la segunda actividad
agricola mas importante desde el punto de vista social (FIRA, 2001). La zona
semiarida templada de las tierras elevadas, es la region ecoidgica donde la
mayor superficie de frijol es sembrada en Méxicc (més del 70%).Los cultivos
¢on un mayor valor econémico han ido desplazando gradualmente a los frijoles
en dicha regién. Gracias a la versatilidad de los frijoles, éstos han continuado
siendo la mejor opcion de cultivo en esta area de liuvias escasas e irregulares

{Gepts y Debouck. 1991).

El frijol comin es un elemenio fundamental en la dieta de la poblacién
mexicana, scbre todo para las clases mas desprotegidas del pais, ya que
constituye fa fuente principal de proteinas para dicho sector, siendo un alimento
que no puede sustituirse con el consumo de algun otro. Adicionalmente, ia
importancia ancestral de su cultivo en el campo mexicano radica también en
que forma parte de [a cultura gastronémica de México, de ahf la amplia
aceptacion del producto en la cocina mexicana, por lo que posee una gran

demanda a nivel nacional (SIAP, 2010).

Las propiedades del frijol como alimento nutracéutico o funcional se basan en
evidencias del papel que desempefian algunos componentes en la promocion
de la salud, algunos de los cuaies se describen a continuacion. La fibra soluble
del frijol es particularmente eficiente para disminuir los niveles de colesterol en

la sangre, ademas se le ha relacionado con [2 prevencion de problemas



cardiovasculares y en la reduccion del céancer de colon. Los compuestos
polifendlicos del frijol comdn son sefalados como posibles agentes para
combatir el cancer y arteriosclerosis, mientras que otros componentes del frijoi
pueden estar relacicnados con la prevencion y con la cura de algunas
enfermedades del ser humano, como por ejemplo la lisina que favorece el
metabolismo del higado cuande éste sufre algin tipo de dafio {Guzman-
Maldenado y Paredes-Lopez, 1998). En cuanto a estudios nutricionales de frijol
en México, se ha sefialado la amplia variacion en los compuestos polifendlicos
encontrados en las formas silvestres e intermedias de frijol comin provenientes
de México (Espinoza-Alonso y cols. 2008}, v el mayor contenido de proteina,
calcig, hierro y zinc en comparacidn a las formas cultivadas {(Guzman-
Maldonado y cols. 2000). Lo anterior demuestra ia importancia y valor de dicha
variacién en las formas silvestres e intermedias para los programas de

mejoramiento enfocados en nutricion y salud.

Con base a los valores mencicnades anteriormente y la alta variabilidad de
caracteristicas que poseen las tres formas de frijol comdn, se puede corroborar
la gran importancia y potencial que resguardan los recursos fitogeneticos de
Phaseolus vulgaris en Meéxico, y resaltar la necesidad de profundizar en

estudios que se enfoquen principalmente en la conservacién y manejo del

recurso.



2.3 Phaseolus vulgaris L. : un complejo reservorio de variacion genética

En un pericde de 7000 a 8000 afios y con influencia de las fuerzas evolutivas
de mutacién, migracicn, deriva genética y seleccidn empirica practicada por el
hombre, el frijol comun (Phaseolus vulgaris L., Fahaceae) ha transitado desde
la forma silvestre de habito trepador vy semillas pequefias distribuido en las
tierras altas de Mesoamérica y Zona Andina, a la forma actual que se siembra
en un amplio range de ambientes y sistemas de produccion (Gepts y Debouck,
1991, Lépiz y cols. 2010). Una caracteristica esencial de la evolucion del frijol
comtin come cultivo, puede ser la disminucién gradual de la diversidad genética

desde su domesticacion hasta el presente (Gepts y Debouck, 1991).

En base a informacidn y datos provenientes de diversas areas del conocimiento
como historia, arqueologia, etnobotarica, geografia, genélica, botanica y
bioquimica, actuaimente se reconoce que el género Phaseclus es de origen
americano. Especificamente en frijol comin se recenocen dos centro primarios
de diversidad {Mesoamérica y Zona andina) con dos acerves genéticos
respectives {Mesoamericano y Andino) v con varios sitios probables de
domesticacién (Jalisco-Guanajuato en México y Guatemala en Mescamérica y
Ecuador y Per( en la Zona Andina). Los acervos o grupos genéticos, tienen
caracteristicas propias debidas a su relativo aisiamiento geografico y
reproductivo, caracteristicas que ademas de observarse en las formas

silvestres, se manfienen en las formas domésticas cultivadas (Gepts y Debouck,

1991).



Con base a las relaciones entre las formas cultivadas y silvestres determinadas
per el uso de marcadores bioguimicos y moleculares, a la fecha se acepta que
la domesticacidn ocurrié en cada uno de los dos acervos genéticos ancestrales
existentes, Mesoamericano {México hasta Colembia} y Andino {Perd hasta e
norte de Argentina) (Gepts y cols. 1986, Chacdn y cols. 2005, Kwak y Gepts,
2009). Segliin Kwak y cols. (2008), en Mesoamérica la domesticacién del frijol
comtn ccurrié en la cuenca del Rio Lerma-Santiago de México. Estudios en la
dinamica genética en los complejos cultivado-intermedio-silvestre dentro del
area de domesticacion en Mesoamérica son importantes, ya que cuatro de las
cinco especies domesticadas y 45 de las 50 especies del género Phaseofus
crecen en esta drea, y sus refaciones reproductivas naturales son la mayoria

desconocidas hasta el presente (Zizumbo y cols. 2005).

La forma silvestre de P. vulgaris es de habito indeterminade trepador en la que
predominan flores de color morado; las vainas son pequefias y delgadas,
dehiscentes y de semilla pequefia que presenta latencia, generalmente de color
gris, ya sea uniformes o faspeadas. Los cambios mas notables ocurridos en la
planta de frijol durante et proceso de domesticacién se pueden resumir como:
de tallo trepador a arbustivo; de foliolos pequefios a intermedios y grandes; de
inflorescencia lateral a terminal; de semillas pequefias de 6-14 g en 100
semillas a semillas pequefas a grandes de 20-100 g en 100 s-emillas y de color

gris uniforme a jaspeado a variedad de colores que incluyen negro, morado,

amarillo, ete. (Lépiz y cols. 2010).



Dentro de la gran diversidad de frijol comln, ademés de los frijoles silvestres y
cultivadoes, existe un grupo intermedio llamado en inglés “weedy form™ o “weedy
type”, frecuentemente denominado como frijof tipo maleza o forma enmalezada,
producto de la cruza entre frijoles silvestres y variedades domesticadas (Lépiz y
cols. 2010). Dichas farmas intermedias se consideran criginadas por hibridacién
natural entre las poblaciones domesticadas y silvestres, cruzamiente natural y
flujo genético que puede ocurrir en los sitios donde coexisten {Debouck v cols.
1993 y Zizumbo y cols. 2005). El flujo genético representa un potencial para
incrementar la variabilidad genética y las posibilidades de mejoramiento de las

formas cuitivadas.

La variabilidad en el habito de crecimiento y el fipo de semilla en los frijoles
cultivados refleja las consecuencias de la alta diversidad inducida por los
humanos. Pero el aparente incremento en la variabilidad de los caracteres
morfoldgicos de la forma cultivada bajo la presion de la domesticacién puede no
ser caracteristico de la variabilidad del genoma completo. Las caracteristicas
moleculares, que no son visibles ni modificadas por la seleccién humana,
pueden proyectar una imagen diferente y mas apropiada del destino de la

diversidad genetica en los procesos de domesticacion y evolucion.

2.4 Herramientas moleculares para detectar variacién genética

Para evitar conflicto de terminos, en el presente trabajo las palabras variacion y
variabilidad, refiriéndose al campo genético, se usan como sindnimos, ya que

para el autor del presente trabajo estos términos contrastan en un minime grado



linghisticamente y estan intimamente relacionados, aunque para algunos
autores (Wagner, 1995; Allem, 2000} sean conceptos muy distinios, Estos
terminos se refieren at grado de variacidn genética heredable existente en una
poblacion o especie, como consecuencia de los procesos evolutivos y factores

ambientales a los que se ha visto sometida (Sanchez, 2006).

La variacion genética estd presente, de alguna forma, en las poblaciones
naturales de todos los organismos. Esta variacién es particularmente notoria
cuando se consideran especies que han sido seleccionadas artificialmente por
€] hombre, y se expresa en el fenctipo y gencotipo de los organismos. La
habilidad de las especies para responder a la seleccién es dependiente de la
presencia de variacidon heredable. Si la variacion genética esta presente dentro
de una especie, ésta permitird que algunos individuos sobrevivan a las
alteraciones en las presiones selectivas debidas a cambios ambientales. Por lo
tanto, la ausencia de variacidn genética poedria resultar en la falta de capacidad
adaptativa en las especies para responder a perturbaciones ambientales, lo
cual llevaria finalmente a la extincién. La variacidn genética denfro de las
especies tiene tres componentes: (i) diversidad genética (cantidad de variacién)
(i) diferenciacion genética (distribucion de la variacion genética entre
poblaciones) y (i) distancias genéticas (la cantidad de variacidn genética entre

pares de poblaciones) (Lowe y cols. 2004).

Los caracteres morfolégicos usados para la caracterizacion y estimacion de la
variacion genética pueden ser de utilidad limitada debido a que estan

influenciados por el ambiente y el estado de desarrolle de {a planta. Por el



confrario, las iscenzimas ¢ los marcadores de ADN que son poco o nada
influenciados por el ambiente, son por consiguiente mas adecuados para las
caracterizacicnes del germoplasma (T atieni y cols. 1996). Las diferencias que
distinguen a una planta de otra estan codificadas en el material genético, el
acide desoxirribonucleico (ADN). Los marcaderes moleculares o marcadores de
ADN, revelan sitios de variacién naturales a nivel de secuencia de ADN. A
diferencia de los marcadores conirolados por genes asociados a caracteres
morfoldgicos (fenotipos de facil identificacién visual), las variaciones en los
marcadores de ADN no se muestran por si mismas en el fenotipo, porque
pueden ser diferenciadas en un solo nuclestide del gen o un segmento de ADN
repetitivo (Mosquera, 2005). Estos marcadores no se deben de considerar
como genes normales, pues usuaimente no tienen ningln efecto bicldgico y en
su lugar pueden ser considerados como marcas constantes en el genoma
(Semagn y cols. 2006). De esta manera, un marcador molecular es en esencia
una secuencia nucleotidica correspondiente a una localizacion fisica en el
genoma; su secuencia necesita ser suficientemente pelimérfica entre
accesiones de plantas para permitir gue su patrdn de herencia se pueda seguir

facilmente {Schulman, 2007}).

Los marcaderes moleculares relacionados a una caracteristica especifica son
de particular interés porque permiten identificar individuos que contienen esa
caracteristica y diferenciarlos de los que no la posean, es decir, dan informacion
sobre la varacion genética. Lo anterior representa un aspecic esencial de

investigaciones y aplicaciones en diversos campos de la biofogia tanto aplicada
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como fundamental: biologia evolutiva, ecologia, taxonomia, agronomia,

biotecnologia, microbiologia, entre otros (Mosquera, 2005).

Inicialmante los niveles de diversidad y organizacion de la diversidad genética
(estructura) en las piantas fueron estimados con diversos tipos de marcadores
moleculares. La mayoria de estos andlisis fueron disefiados para comprender la
organizacion de la diversidad en las especies. La diversidad presente en

cultivos de importancia mundial es ahora una de las que mejor se conoce

(Gepts y cols. 2008).

El uso de los marcadores moleculares en analisis geneticos y en el
mejoramiento de las plantas ha tenide una difusién extremadamente rapida. Las
principales aplicaciones incluyen la obiencién de huellas gengticas
{fingerprinting) de individucs, variedades y poblaciones; el analisis de la
estructura y diversidad genética en poblaciones naturales, variedades
mejoradas y accesiones de bancos de germoplasma; el establecimiento de
relaciones filogenéticas entre individuos y especies; la construccidn de mapas
genéticos de alta cobertura gendmica y la localizacién de genes de interés
econémico; mapeo de caracteristicas de herencia cuantitativa y seleccion
auxiliada por marcadores (Solis-Ramos y Andrade-Torres, 2005). La eleccion
del meétode adecuado depende del objetive del estudio asi como de la

disponibilidad de recursos econdmicos y los estudios realizades anteriormente

en la especie de interés.



2.5 Retrotransposones como marcadores moleculares

Las secuencias interespecificas repetitivas comprenden una larga fraccion del
genoma de muchos organismos eucariontes y consisten predominantemente de

elementos transponibles (TEs) {(Kalendar y cols. 2010).

Los elementos transponibles se dividen en dos clases principales. Los
transposones clase I, que se mueven por un mecanismao de corte-pegado como
una doble cadena de ADN. De acuerdo a Graur y Li (2000), segun las clases de
genes que contienen estos se dividen en: a) secuencias de insercién, son los
mas sencillos, no contienen otra informacién méas que fa necesaria para la
transposicién, b) transposones que contienen genes exogenos (genes que
codifican para funciones diferentes relacionadas a la transposicion, en bacterias
por ejemplo, confieren resistencia a antibidticos, y ¢) transposones compuestos,
formado por dos secuencias de insercidén con transposicién independiente, en
cualguier orientacién, flanqueando genes exdgenos. En contraste, los
transposones de clase | se transponen a fravés de un ARN inmediato
empleando la enzima transcriptasa inversa para su movilidad, y asi la copia
original permanece en el genoma (Finnegan, 1989). Los elementos de clase |
incluyen retrotransposones de repeticiones terminales largas (LINES) y
retrotransposones esparcidos fargos y corlos (SINES). Los retrctransposones
de repeticicnes terminales largas estéan entre los elementos mas abundantes en

los genomas vegetales (Pearce y cofs. 1996).



tal  Insercion de secuencia o bl )
transposon Retrotransposon

| WA
ADH donante \ : ADN donante
| '

ADH flanqueante ARM -

{
1 Polimerasa
i

R
v
Intermedianio de
o e a v

| Transcriptasa
| inversa

v

1
[ SRS,

~
ADHN intermediario

1
{

J

: ADN T3 !
! ~  ADHN Target —'\\‘
/ \
| i
!
|

-
W

"

Elementos moviles /

tansponibles

Figura 3. Esquema de la clasificacion de los elementos moviles. a) elementos clase II; b)
elementos clase | (Lodish y cols. 2000).

Como en otros sistemas de marcaje molecular, el surgimiento de los métodos
basados en retrotransposones siguid a la investigacion basica que demostré su
ubicuidad, abundancia y actividad en las plantas (Schulman, 2007). Los
retrotransposones son generalmente la mayor clase de ADN repetitivo en el
genoma de las plantas, comprendiendo un rango de 40 al 60 % del ADN total,
aunque este porcentaje varia dependiendo la especie de la que se trate. Mas
que escapar del genoma para infectar nuevos individuos como lo hacen los
retrovirus, los retrotransposones insertan las nuevas copias solamente en el

genoma de sus hospederos. Si la integracion toma lugar dentro de las células
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que dan origen al polen o a células embrionarias, entonces las nuevas copias
son Utiles para distinguir lineas cultivadas, variedades o poblaciones de plantas
de ofras {Schulman, 2007). Diferentes tipos de elementos TEs parecen estar
presentes en todas las especies de plantas, pero los arreglos genomicos y las
alteraciones estructurales y regulatorias de la expresion de genes individuales

gue ocasionan son muy variables adn en taxa muy relacionados (Bennetzen,

2000).

Los elementos moviles han modificado el genoma de los organismos a través
del tiempo de diversas maneras, debido a que sus hospederos nao pueden
controlar el movimienlo de estos elementos, la expansion de los
retrofransposones ha sido acumulativa dentro de la evolucién de las especies.
En la actualidad, estos elementos se han convertido en una herramienta Gtil

para el estudio de los genomas y su evolucion (Kazazian, 2004).

2.6 ISTRs (Inverse Sequence-Tagged Repeat)

A partir de los elementos transponibles se han desarrollado diferentes téenicas
de marcaje de ADN, dentro de las cuales se encuentran los ISTRs, marcadores
con los cuales se trabajo en el presente estudio. La tecnica ISTR esta basada
en la deteccidn del polimerfismo asociado a la insercion de retrotransposones
en el genoma, lo gue crea conexiones nuevas entre el ADN gendmico y las
secuencias altamente especificas que se encuenfran limitande en ambos

exiremos a esos elementos transponibles, los cuales para insertarse en el



genoma requieren la sintesis de una molécula de ADN a partir de una de ARN,

que sirve de molde (Lightbourn y Villeux, 2003).

lLos marcadores ISTRs son marcadores moleculares que se detectan por PCR.
Presentan una serie de ventajas con respecio a otros marcadores moleculares
gue los hace atractivos para la caracterizacion genetica de plantas: utitizan
iniciadores universales, no s hecesaria la radioactividad para su visualizacién,
amplifican un gran numere de loci (5 a 100), detectan un polimorfismo
caonsiderable, son altamente reproducibles, no requieren gran cantidad ni alta
calidad de ADN y se aplican en un amplio espectro de organismos (Lightbourn y
Villeux, 2003). Las aplicaciones précticas de los [STRs estan reportadas para
varios fines y pueden ir desde determinacién general de biodiversidad;
caracterizacion de especies silvestres; estudios sobre genética de poblaciones;
seguimiento de la introgresién de genes; huellas genéticas; hasta estudios de

taxonomia sistematica y seleccidn asistida (Rohde, 18986; Osorio y cols. 2006).

2.7 Antecedentes del estudio de la variabilidad en frijol comin

L os marcadores moteculares han sido usades en frijol comun para: identificar y
confirmar la existencia de dos complejos genéticos ancestrales existentes
(Mesoamericano y Andino), previamente reportados por Gepts y cols. (1986).
Para identificar y confirmar [a existencia de razas ecogeograficas entre los
frijoles domesticados en cada una de los acervos genéticos. Para evaluar los
diferentes niveles de diversidad genética en materiales de la zona Andina y de

la regién Mesoamericana. Para documentar la importancia del flujo genéfico



entre las poblaciones domesticadas v silvestres (Papa y Gepts, 2003; Payré de
la Cruz y cols. 2005; Zizumbo-Villarreal y cols. 2005). Para prebar la eficacia de
ciertos marcadores para mapeo génico, identificacion de genotipos y seleccion
asistida (Freyre y cols. 1998; Yu y cols. 2000; Kelly y cols. 2003}, y para
analizar la estructura genética de poblaciones {Kwak y Gepts, 2009; Asfaw y

cals. 2009).

En los estudios moleculares del frijol comin se han usado isoenzimas,
proteinas de semiila, polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccidn
{RFLP), ADN polimdrfico amplificado al azar (RAFD), pclimorfismes de lengitud
de fragmentos amplificados (AFLP), microsatélites y secuencias repetidas inter-

simpies iISSRs (McLean y cols. 2004 ).

En cuanto a los estudios gue comparan las poblaciones silvestres, cullivadas e
intermedias de frijpl en ambos acervos genéticos, Papa y Gepis (2003)
mediante marcadores moleculares confirmaron gue existe flujo genético entre
las dos formas principales de frijol comun y que los frijoles intermedios son mas
cercanos a la forma silvestre. Al analizar las caracteristicas morfoldgicas de
formas cultivadas, intermedias vy silvestres de frijol comun, Lépiz y cols. (2010)
encontraron que las formas se separan en tres grupoes diferentes donde los de
tipo intermedic forman un grupo morfolégicamente mas .cercano a las
pcblaciones silvestres. Beebe y cols. (1997) sefialarcn la importancia de los
complejos cultivados-silvestres-intermedios en Sudamérica para generar
variabilidad genética y confirmaron intercambio genético en estos complejos

baséndose en andlisis de proteinas de semilla (faseolina). Sugirieron que



dichos complejos han experimentade una larga evolucién y que su
conservacién depende de la existencia de las formas en proximidad cercana y
de la voluntad del agricultor por permitir a las formas intermedias crecer en las

cercanias a los campos de cultivo.

Gepts y Debouck {1991} sugieren ia necesidad de mas estudios de marcadores
moleculares asociados a marcadores agronémicos pues serian especiaimente
Utiles para [a evaluaciéon de germoplasma y programas de mejoramiento. El
factor limitante para ampliar los estudios moleculares y sus aplicaciones para &l
mejoramiento del frijol es claramente la falta de disponibilidad de mas
marcadores que sean; basados en PCR, altamente polimorficos y reproducibles
(Acosta-Gallegos y cols. 2007). El occidente de México es una zona gue
presenta una importante variacién en las formas de frijol comuan, por lo que es
necesario realizar estudios que abarquen aspectos genéticos para conocer 1a
estructura y distribucidn de la variacion genética entre y dentro de las
poblaciones. No se encontraron esiudios en frijol comn usando repeticiones de
secuencias etiquetadas o ISTRs, por o que el presente trabajo podria constituir
una aportacion valiosa como base para posteriores estudios usando los

mencichados marcadores.



. JUSTIFICACION

Las poblaciones de frijol comin se encuentran expuestas a diversas presiones
que atentan en contra de la variabilidad, como la uniformidad de las variedades
comerciales desarrolladas a partir de una linea pura. Algunas poblacicnes de
frijol silvestre han desaparecido por completo y en otras se ha reducido
significativamente el nimero de individuos, causa que ha reducido la variacién
genética de las distintas formas de la especie (cultivada, silvestre e intermedia)
{Rosales, 2009). En México la forma cultivada de ésta legumincsa se enfrenta a
modificaciones importantes ante una sociedad c¢ambiante en habitos
alimenticios, dende los consumidores demandan sélo ciertos tipos allamente
uniformes. Es necesario un estudio mas sistematizado de la diversidad genética
y las diferencias genéticas entre las formas cultivadas, intermedias y silvestres,
para que se conduzca a un mejor uso y manejo de los recursos genéticos del

frijol comuan y a una optimizacion en los programas de mejoramiento.

La importancia de este estudio radica en la posibilidad de caracterizar y
diferenciar a través del uso de hetramientas moleculares las diferentes formas
de frijol comln provenientes del occidente de México, trabajo que permitiria
definir sus diferencias y similitudes genéticas generando informacién valiosa
para la caracterizacion de la variabilidad de este recurso fitogenético asi como
en la obtencion de datos genéticos importantes para el disefio de planes de

conservacion y mejoramiento.



3.1 Hipétesis
En el cccidente de México, las poblaciones cultivadas, intermedias y silvestres
de frijol comdn constituyen grupos genéticos diferentes.

La variacién genética detectabie por los marcadores 1STRs es capaz de
establecer relaciones genéticas entre poblaciones silvestres, intermedias y

cultivadas de frijol comin.

La estructura genética de las poblaciones detectadas en frijol comin es un

indicador de la heterogeneidad de las mismas.

3.2 Objetivo general

Detectar las relacicrnes genéticas entre poblaciones silvestres, cultivadas e

intermedias de frijol comin del occidente de México usando marcadores ISTRs

{Inverse Sequence-Tagged Repeat).

3.3 Objetivos particulares

Evaluar la utilidad de los ISTRs como marcaderes para discriminar entre

poblaciones silvestres, cultivadas e intermedias de frijol comun.

Determinar la estructura genética de las poblacicnes de frijol comun utilizando

marcadores ISTRs.

Determinar la diferenciacion genética entre las poblaciones cultivadas,

silvestres e intermedias de frijol comun.



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material vegetal

Se seleccionaron treinta poblaciones de frijol comin de las cuales cinco son
formas cultivadas, cinco silvestres y veinte intermedias, provenientes de
distintos puntos del estado de Jafisco y Nayarit. El material vegetal fue
colectado por el proyecto BEI - FR] - 09 auspiciado con fondos federales del
Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos (SINAREFI). El germoplasma se
encuentra resquardado en el banco de germoplasma def Instituto de Manejo v
Aprovechamiento de los Recursos Fitegenélicos (IMAREFI) del Centro
Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la Universidad de
Guadalajara. En el presente trabajo, el t&rminc accesion serd utilizado como
sindnimo de las poblaciones. Quince piantas de cada poblacion se sembraron
en invernadero cada una en un surco de 4 m. De cada pobiacion se tomaron al
azar muestras de follaje de diez individuos en la etapa de prefioracion. Se

obtuve un total de trescientos individues para el estudio.



Figura 4. Muestras de semilla de las treinta poblaciones de frijol comun estudiadas. Al centro del
espiral las poblaciones cultivadas (primeras diez) y al final con las poblaciones cultivadas
(ultimas diez), las demas correspondientes a las poblaciones intermedias.

Los materiales utilizados, difieren principalmente en el grado de manejo al que
fueron o estan siendo sujetas por el hombre y en los caracteres morfolégicos.

Se distinguen tres formas principales: cultivada, intermedia y silvestre.

Las poblaciones cultivadas son también conocidas como variedades criollas.
Estas fueron generadas por seleccion artificial empirica a través de miles de
afios. Se caracterizan por su mayor precocidad y por tener semillas grandes asi
como por la variacion amplia en el color de las mismas. Las plantas con forma
intermedia son presumiblemente producto de la cruza natural entre frijoles
silvestres y variedades domesticadas (Lépiz y cols. 2010). Estas producen
pocas semillas por vaina pero mas grandes gue la forma silvestre (Delgado y
cols. 1988; Zizumbo y cols. 2005) y la variacién en el color de la semilla es muy
alta. Estas se encontraron en sitios donde crecen las poblaciones silvestres y

an



cercanas a parcelas donde se cultiva o se cultivo frijol. Por ditimo, las

poblaciones silvestres no han sido sometidas a ningin manejo por parte del

hombre y se colectaron en habitats libres o con limitada perturbacién humana, y

presentan semillas pequefias. La ubicacidn geografica de los sitios de colecta

de las poblacicnes se presenta en la Figura 5.
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Figura 5. Representacion grafica de los sitios de colecta de las poblaciones de frijol comdn
estudiadas, | - V: cuitivadas, VI - XXV: intermedias y XXV - X0 silvestres.



Los rasgos del color de la semilla, informacién de sitio de colecta, forma y
nomenclatura para cada poblacién incluida en este estudio se presentan en el
Cuadro 2. La variabilidad en el tamafo y color de la semilla de las poblaciones

utilizadas se ilustra en las Figuras 4,6y 7.

Figura 6. Semillas de las poblaciones cultivadas y silvestres de frijol comun estudiadas,
poblaciones cultivadas (| - V); poblaciones silvestres (XXVI - XXX).
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Cuadro 2. Rasgos del color de la semilia, informacicn de sitio de colecta, forma y nomenclatura
de las poblacicnes de frijof comun estudiadas.

POBLACION FORMA CLAVE SITIODE LAT LONG ALTITUD COLCR PESO
COLECTA Msnm SEMILLA g/190
semnilla

GARBANCILLO c | Tepatitian T 20°55" 102°37° 2,067 Amarillo 322

ZARCO TP erema

MORADO DE c i Tepatitlan' 20°68  102°4T' 2,067 Morade 38.2

AGUA

BURRO c n Zapc;:vai'l1 20°44' 103°30" 1,578 Qjo de 3640
cabra

PEREGRINO c v Tepatitlan ' 20°55  102°47 2,087 Rosita 4295
jaspeado

G. ZARCO 58 c v Tequila1 20°54'" 103°43 1,189 Amarille 4z 4
crema

ROL-133-1 | VI Tequi!a' 20°54'  103°4% 1,122 Crema 13.2
jaspeado

ROL-168-1-2 ! Vil Zapopan' 20°44°  103°30°  1.578 Ojo de 10.8
cabra

ROL-172-3-1 | Vil Jala? 21°06" 104°27' 1,165 Crema 158
jaspeado

ROL-227-1-2 1 1X San Pedro'  20°49°  104°04' 1,472 8ayo bola 14.8

ROL-227-2-1 | X San Pedre’  20°49'  104°04' 1,472 Rosita 222

ROL-227-2-2 | Xt San Pedre’  20°49°  104°C4’ 1,472 Negre 136

ROL-227-3-1 | XN Sam Pedre’  20°49  104°04° 1472 Café 21.0
Bscuro

ROL-312-1-% § X San Pedro’  20°48"  104°04’ 1472 Cafg verde  16.8

ROL.-323 ! XV Acatic’ 20°4g"  102°5%° 1633 Negro 16.0

ROL-323-1 i XV Acatic’ 20049 102°5¢° 1633 Bayo bola 254

ROL-323-3 1 xvi Acatic’ 20°49" 102°59' 1,633 Rosita 172
oSCLTD

ROL-328-1-1-2 | Xvil Acatic' 20°49°  102°5%°  1.348 Cafe 18.0
jaspeado

ROL-328-1-2 | XVl Acatic' 20°49'  102'5% 1,348 Rosita 256
crema

ROL-328-1-5 ] XX Acatic' 20°49"  102°59"° 1348 Bayo 20.2
estriado

ROL-328-2-11 t XX Acatic' 20048 102°59° 1,348 Amarillo 21.8
jaspeado

ROL-328-21-2 i XX Acatic’ 20°49°  102°59° 1,348 Bayo 18.6
jaspeado

ROL-328-3-1 | XXN Acatic’ 20°49° 102759 1,348 Negro 11.9
brillante

ROL-330-1 | XX Acatic’ 20°48°  102°5%° 1,600 Baye 206
gstriado

ROL-362-2-1 i XXIV Zapopan® 20745 103°31° 1544 Baye dlare 17.0
bola

ROL-362-2-2 1 XXV Za[:tc:y:oan1 20°45°  103°31° 1,544 Amariflo 1547
jaspeada

ROL 223 5 Kav! San Pedro'  20°49°  104°04" 1472 Gris 9.8

. jaspeado

ROL 241 S KXV Jata * 21406 104°27 1,181 Gris 12.8
jaspeado

ROL 262 s XXVil  Magdalena' 20°51°  103°5¢' 1474 Gris g8
jaspeado

ROL 322 S XXX Acatic’ 20%49'  102°58" 1,833 Gris 12.0
jaspeado

ROL 4352 S XXX Teuchitizn' 201 103°51° 1273 Gris 1.8
jaspeado

b

Forma = © = cultivada, | = intermedia y S = silvestre; Clave= numero de pobiacién asignade. =
Jalisco = Nayarit. Msnm: metros sobre el nivel del mar.



Figura 7. Semillas de las poblaciones intermedias de frijol comin utilizadas (VI - XXV).

4.2 Extraccion de ADN gendémico

Para la aplicacion del marcador molecular se extrajo el ADN de los trescientos
individuos usando el método reportado por Saghai-Maroof y cols. (1984). Esto
se llevé a cabo en el Laboratorio de Marcadores Moleculares del IMAREFI

(Instituto de Manejo y Aprovechamiento de Recursos Fitogenéticos) del Centro
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Universitaric de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de

Guadalajara.

Una vez obtenido el ADN éste se cuantificod y evalud por espectrofolometria. La
cafidad e integridad de la molécula se evalué en geles de agarcsa al 1 % de
acuerdo a los protocclos estandar (Sambrook y Russell, 2001). Se realizaron
dituciones de trabajo a una concentracion de 100 ng/pl y 25 ng/ulL para la

posterior aplicacion de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

4.3 Amplificacion

Para fa amplificacién por PCR se utilizo el protocolo reportade por Osorio y cols.
2008. La reaccién se llevo a cabo en un volumnen final de 20 pL utilizando 25 ng
de ADN, amortiguador PCR 1 X [pH 7.2 Tris-HCI}, 3 mM de MgClz 0.3 pM de
cada iniciador, 0.25 mM de dNTPs y Taq polimerasa 1U. Las condiciones de
amplificacion fuercn las siguientes: un primer ciclo de desnaturalizaciéon de 95
°C por 3 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 85 °C por 3 seg;
alineacién a 45 °C por 1 min y extension a 72 °C por 2 min, finalizando con una

extension final de 10 min a 72 °C y una temperatura de almacenamiento a 4 °C.

Para generar los patrones de bandec con ISTR se emplearon dos
combinaciones de indiciadores: F91 / B31 y F10 / B11 (Anzinar y cols. 1998;
Infante, 2000), en donde F indica el iniciador sentido y B &l iniciador antisentido.
Las secuencias de cada uno de los iniciadores se indican en el Cuadro 3.
Posteriormente los productos de la amplificacién se separaron en geles de

poliacrilamida desnaturalizante al 6 % en camara de electroforesis vertical a 200



voits durante 5 h. Se tifieron con sales de plata para su visualizacidon segiun el
protocolo de Sanguineti y cols. (1994). Se ufilizd un sistema de

fotodocumentacion Kodak® 100 para la visualizacion y captura de los geles.

Cuadro 3. Secuencia de los iniciaderes utilizados.

INICIADOR SECUENCIAS -3

TTAAGCAAGC CA

ATC AGG AAG GTC TGT AAA GC

4.4 Analisis estadisticos

Se registré la presencia/ausencia de bandas amplificadas obtenidas de los
geles de poliacrilamida. Con estos datos se construyd una matriz binaria para

cada gel. Estos datos se utilizaron para los analisis posteriores.

Se calculd el porcentaje de polimorfismo detectado por cada combinacion de
iniciadores, considerando como monomorficas las bandas presentes en mas del

95% de los individuos.

Para calcular las relaciones genéticas entre las poblaciones se utilizd el
" coeficiente de similitud de Jaccard [ F = Mxy /(M- Mxyo ) | donde Mxy se refiere
al total de numero de bandas compartidas entre los individuos x y ¥, Mt es el
namero total de bandas en el conjunto de datos; y Mxy0 es el numero fotal de

bandas ausentes en el conjunto de datos, va sea en x © en y. Este coeficiente



es adecuado para la estimacidn de similitudes genélicas para datos
provenientes de marcadores dominantes (Lowe y cols. 2004). El andlisis de
agrupamiento se realizé uiilizando el método UPGMA (Unweighted Pair Group
with Arithmetic Average), incluyendo la informacién obtenida con las dos
combinaciones de iniciadores. Ambas estimaciones se realizaron utilizando el
programa estadistico NTSyS versidn 2.11 {Rohif, 2002). Los resuitados de
agrupamienta obtenidos y los valores del remuestreo se reportan en un
dendrograma (Figura 9). Los valores del remuestreo fueron obtenidos con el

programa Free Tree version 0.9.1.50 (Plavicek y cols. 1999), y visualizados con

el programa Tree View.

Para confirmar la robustez de [a topologia del dendrograma se utilizd |la técnica
de remuestreo (Bootstrap) con ! 95% de confianza y 5000 repeticiones con el
programa Free Tree (Pavlicek y Flegr, 2001). Esta técnica consiste en obtener
muestras del mismo tamafio de la original “r”", se obtlienen n observaciones al
azar con reemplazo, de tal manera que cada observacion tiene la misma
probabilidad de escogerse en cualquier etapa. Algunos elementos apareceran
varias veces en una muestra, mientras que ofro pueden nc aparecer en
ninguna. Cuando se obtiene la distribucidn del muestreo, es posible obtener
intervalos de confianza de los estimadores (Weir, 1996, citado por Sanchez,
2006). El remuestreo ha cobrado auge en los ultimos afos para .otorgar soporie
estadisticc a las topologias de los dendrogramas obtenidos a partir de
marcadores dominantes y codominanies en analisis fenéticos {Cescniene y

cols. 2007; Ganesh Ram y cols. 2007, lpek y cols. 2008; Pakkad vy cols. 2008).



Por ditimo se analizd la estructura genética de las poblaciones usando el
proegrama STRUCTURE version 2 (Pritchard y cols. 2000), estrategia que esta
basada en métodos de agrupamiento probabilisticos y ha sido tema de gran
cantidad de publicaciones en afics recientes, iniciando con los trabajos de
Pritchard y cols. (2000). Estos autores proponen el uso de modeles Bayesiancs
basades en andlisis de agrupamiento; uno de los aspectos mas relevantes en
este tipo de estrategia, es el analisis y definicién de grupos y la ubicacion de
cada uno de los individuos a dichos grupos. Adn cuando la implementacion de
los métodos de cdmputo ha sido muy compleja, el principio es relativamente

sencillo.

Suponiendo que todos los individuos son parte de K poblaciones vy
representando las frecuencias fenotipicas de las poblaciones k por vk,

entonces la probabilidad de que el individuo / provenga de |a poblacion k seré:

Plik)= P TR %kp(xz /)

En donde x; se refiere a los datos comespondiente al individue /. Si asignamos
las probabilidades para yK, es posible entonces calcular las probabilidades
posteriores con base en métodos Bayesianos, de que el individuo / pertenezeca
al grupo k. Este método permite que los individuos puedan ser producto de una
" mezcla entre dos o mas poblaciones. Esta aproximacidén metodologica usa
métodos de Montecario para estimar las frecuencias alélicas de cada una de ias
poblaciones (K} y la proporcion del genoma de cada individuo respecto a las

diferentes poblaciones {gK). El programa de compute con mayor uso en la



literatura especializada es STRUCTURE (Pritchard y cols. 2002). Por lo general
se estima el nimero de grupos con base en simulaciones. En el presente
trabajo, se usa el programa bajo ias siguientes condiciones: 8,000 iteraciones y
8000 simulaciones, usando un modelo con mezcla (admixture) que supone que
puede existir hibridizacion entre los individuos de diferentes poblaciones. Para
estimar el nidmero o6piimo de grupos se utilizd prueba estadistica A utilizando la

sumatoria del programa STRUCTURE {Evanno y cols. 2005).

Los valores de diferenciacién genética se obtuvieron en términos de frecuencias
alélicas calculadas por el programa STRUCTURE. Estos valores vande 0 a1y
a continuacion se describe la interpretacion de los mismos. 0 = no
diferenciacicn, < 0.05 = diferenciacién pequefa, 0.05 < y < 0.15 = diferenciacion
moderada, 0.15 < y < 0.25 = diferenciacion grande, > 0.25 = diferenciacién muy
grande, 1 = fijacion de alelos altemativos en diferentes poblaciones o sub-

poblaciones.



V. RESULTADOS

En los geles obtenidos, los patrones de amplificacion para cada grupo, fueron
diferentes en las dos combinaciones de iniciadores. Las diferencias entre las
diferentes formas de frijol fueron visualmente detectables y estos patrones

diferenciales fueron perceptibles a simple vista en los geles (Figura 8).

INDMODUOS CULTIVADO S INDRADUOS INTERMEDIOS INDMDUOS SILVESTRES
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Figura 8. Patrones de amplificacién con la combinacion de iniciadores F91/B31 para individuos
de las tres formas de frijol comun bajo estudio.
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Se produjeron un total de 66 bandas (loci), el porcertaje de polimorfismo
detectado fue diferente para cada combinacion de iniciadores y oscild enfre 83 y

89 % (Cuadro 4).

Cuadro 4. Numero de bandas polimérficas y porcentaje de polimorfismo detectade con dos
combinaciones de iniciadores de ISTR en las poblaciones de frijol comun estudiadas.

Iniciadores Total de bandas Numero de Porcentaje de
producidas bandas polimorfismo
polimérficas
F91 7 F31 48 43 88.5
F10 /811 18 15 83.3
TOTAL 66 58 87.9

El coeficiente de simifitud de Jaccard mostrd un valor maximo de 0.68 entre las
poblaciones XVI y XVII. En el otro extremo, el valor mas bajo fue de 0.17, entre
las poblaciones 1l v XXX. Las poblaciones més parecidas genéticamente
corresponden a la categoria de intermedias (XVI y XVIH), mientras que las
menos parecidas genéticamente, una corresponde a la categoria de cultivadas

(ily y cotra a la categoria de silvestre (XXX).

El andlisis de agrupamientc (UPGMA) mostré una separacién de las
poblaciones en ocho grupos (Figura 9). La agrupacion corresponde a una clara
- division entre las formas silvestres y cultivadas. Seis poblaciones intermedias
(Vil, Vi, VIIL, IX, X vy XI) se asociaron con las formas cultivadas mientras que

otras dos de la misma categoria (XXIV y XXV) con [as sitvestres. En contraste,



un grupo de doce pchlaciones intermedias (X, X1, XIV, XV, XV1, XVII, XVIIi,

XIX, XX, XX, XXy XXil) formaron un grupo independiente.
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Figura 9. Dendrograma cbtenido per el analisis de agrupamiento para las poblaciones bajo
estudic de frijol comun (coeficiente de Jaccard), valores de remuestreo indicados en la parte
superior izquierda de cada ramificacidn. ¢= cultivadas, s= silvestres, las demés intermedias.

En general, los valores del remuestreo (Bootstrap) fueron adecuados. Sus
valores fluctuaron entre 18% y 100%. Los valores mencres que 50% sugieren
que las posiciones de las poblaciones podrian cambiar si ofros iniciadores
fueran usados o si otras poblaciones se involucraran en el estudio. En base a
dichos valores se puede afirmar que ef dencrograma obtenido es confiable, ya
que los valores menores al 50% estan en menor proporcién que los vaiores

mayores al 50%. La proporcion de los valores mayores al 50% es de 62%. Al



analizar los valores correspondientes a las ramificaciones se observo que la
mayor consistencia {valor mayores al 50%) se encuentra entre pares de
poblaciones mientras que las ramificaciones mas extemas tienen valcres que

fluctilan entre bajos y altos (20% - 100%).

Los resuitados obtenidos por el programa STRUCTURE confirman la existencia
de diferenciacién genética y ofrecen una aproximacion a la estructura genética
de las poblaciones bajo estudio. En los valores probabilisticos obtenidos con
STRUCTURE, el nitmerc éptimo de grupos indicado fue de K= 9. Lo anterior
difiere con lo encentrado por el andlisis de agrupamiento (UPGMA), en ef que
se encontrarcn ocho grupos. Las diferencias observadas en el ndmero de
grupos obtenidos es producto de la metedologia de analisis. La divisidn de los
materiales de frijol comin con diferente forma en treinta poblaciones difiere de
las agrupaciones sugeridas al analizar geneticamente dichos materiales en

base a dos metodologias distintas (UPGMA e inferencia bayesiana).

La representacion gréfica obtenida para los valores de K calculades (K=2a K
= 10} sugiere infiltracién genética para cada agrupacién (Figura 10).Los valores
de diferenciacién genéfica calculados con el programa STRUCTURE se

reportan en el Cuadro 5.



Cuadro 5. Valores de diferenciacién genética (Fst) obtenidos para los valores de K (1 - 9)
sugeridos por el programa STRUCTURE.

Grupo (K) Fst (diferenciacion
genética)

Por lo anterior, puede observarse que la diferenciacion genética entre los
grupes va de moderada a muy grande, ya que los valores se encuentran en el
range de 0.2296 (grupe 5) y 0.7218 (grupo 8). Por lo anto existe una
diferanciacién genética significativa. El valor méas alto de diferenciacion genética

fue para K = 8, grupo compuesto de individuos silvestres e intermedios

salamente.
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Figura 10. Representacion grafica del analisis con el programa STRUCTURE, donde se

muestran nueve simulaciones (K = 2 a K = 10). En cada simulacién se presentan los grupos con
diferente color, bajo de ellos se indican las formas predeterminadas de las accesiones.

En el andlisis para el nimero optimo de grupos K = 9, algunos grupos
resultaron de interés. Los grupos de interés fueron: K = 3 que se conformo de
intermedias solamente, K = 4 que se compuso exclusivamente de silvestres y K
=6, K=7 y K = 8 en donde se ubicaron individuos intermedios. K = 9 se
conformé de intermedias y silvestres. Los demas grupos consistieron de una
mezcla entre las diferentes formas, que se describen a continuacion: K = 1 se
compuso de silvestres e intermedias en su mayoria, K = 2 consistid de

cultivadas e intermedias, K = 5 con cultivadas e intermedias. En ninguna

AR



agrupacidon se cbservaron accesicnes cultivadas y silvestres juntas. Esto
muestra congruencia con la agrupacion obtenida por UPGMA en donde se

observé ausencia de materiales silvestres con los cultivados.



V1. DISCUSION

Se observé un mayor nimero de bandas obtenidas con las dos combinaciones
dei marcador ISTR en las poblacicnes cultivadas e intermedias en comparacién
a las silvestres, lo que pudiera sugerir el efecto a través del tiempo en la
generacion de variacion genética por el manejo del hombre sobre Phaseolus
vulgaris. Seria necesario estudiar la diversidad a profundidad para revelar el

estado actual de los complejos cultivado-intermedio-silvestre.

Los resultados de agrupamiento y estructura genética confirman que existe
hibridacién entre poblaciones de frijol cultivadas y silvestres que
presumiblemente origina a las poblaciones intermedias. Esta observacion se
puede explicar con base en la agrupacién de las poblaciones intermedias con
las cultivadas o cen las silvestres, y con base a la representacion gréafica de la
estructura poblacional obtenida con STRUCTURE. La interpretacion concuerda
con resultados obtenidos por Papa y Gepts (2003) a parir de AFLPs en
poblaciones domesticadas, silvestres e intermedias de frijol comun provenientes
del complejo Mesoamericano. En este caso, la ausencia de materiales
domesticados en la agrupacion de los materiales silvesires indica asimetria en
el fiujo genetico entre estas dos formas. Andlogamente, sefialan el origen de las
formas intermedias como resultado de hibridacién entre- las formas

dormesticadas vy sifvestres.

Lépiz y cals. (2010) compararon poblaciones de frijol cultivadas, silvestres ¢

intermedias utilizando marcadores morfoagrondmicos. Aungue muy similares,



las poblaciones de dicho estudic no coinciden al 100% con las poblaciones
analizadas en este trabajo. Aln asi, es posible establecer comparaciones entre
ambos estudios. En primer lugar, enconfraron a las poblaciones intermedias
mas cercanas a las silvestres. Esto difiere con los resultados encontrados en el
presente estudio; pues algunas poblaciones intermedias se agruparon con las
silvestres y las cultivadas o bien como grupo independiente. Las diferencias
pueden explicarse con base al tipo de datos (morfolégico vs. molecular)
analizados y a las diferencias entre los materiales. No obstante se puede
afirmar que los marcadores 1STRs ofrecen informacion valiosa, pues al igual
que Lépiz y cols. (2010) sugieren infiltracion genetica entre las formas de frijol
comun. Sin embargo, para generar un marco mas completo seria necesario
combinar informacién morfoagrondmica y datos moleculares en los mismos

materiales para observar su correlacion.

Fl acomodo de las poblaciones cultivadas separadas de las silvestres las
sefialan como grupos independientes que han dado origen presumiblemente a
tos grupos intermedios. El grupo intermedic contiene accesiones que cuentan
con secuencias retrotransponibles gue coinciden o bien con las cultivados o con
las silvestres y que las agrupan con dichos grupos © Como grupo independiente,
lo que lo hace representar un grupo diverso en cuantc a las relaciones
.genéticas detectadas por el marcador ISTR. Esto concuerda con la diversidad

morfologica detectada a simple vista presente en dicho grupo {Figura 6).

E! nmero 6pimo de grupos sefialado con el programa STRUCTURE (K= 8)

difiere con lo encontrado por el andlisis de agrupamiento (UPGMA} en ef que se



encontraron ocho grupos, lo cuai se debe a la diferencia en [a metodologia de
analisis. Este numero de grupos cotresponde a las asociaciones realizadas con
base a los patrones de handea obtenidos por el marcader particular del estudio
y ofrece una imagen distinta a la suposicion de la presencia de treinta
poblaciones. La anterior divisién estd basada en datos morfoidgicos vy
geograficos de tes grupos con diferente forma (cuitivadas, silvestres e
intermedias). Este nimero (K = 9) indica heterogeneidad genética presente en

las poblaciones de frijol comin provenientes del Cccidente de México.

La comprensién de la importancia relativa de los procesos que causan la
diferenciacién genética se ha sefialado come una tarea dificil (Cabe y Alsted,
1994). Aln asi, en el presente caso se puede afirmar que ésta ha sido
influenciada principalmente por los procesos de seleccion artificial y fiujo
genético entre las poblaciones de frijol comun, éste ultimo podria répresentar
una herramienta © amenaza para la diversidad del recurso. Los altos valores de
diferenciacién genética sugieren autogamia considerable, lo gue concuerda con
la biclogia de la especie. La limitacién geografica de los materiales bajo estudio
disminuyd las posibilidades de realizar un analisis con mayor resolucion en los
que se pudiera definir a los grupos (K} en base a la ubicacion geografica de los
individuos asignades. Sin embarge el andlisis ofrecié informacion valiosa

respecto a la estructura poblacional en base a la forma de las accesiones.

La conservacion de las poblaciones bajo estudio es importante para disponer de
la variabilidad genética existente, sin embargo para evaluar las prioridades de

conservacion de los recursos fitogeneticos de Phaseolus vulgaris del occidente



de México, seria necesario incluir ofro tipo de marcadores para estimar con
mayor precision datos sobre situaciones de diversidad genética, flujo génico y

dindmica evolutiva.



VIl. CONCLUSIONES

El porcentaje de bandas polimérficas que se obtuvieron con el marcador ISTR,
indica que puede ser un marcador confiable para diferenciar genéticamente a

las poblaciones con diferente forma de frijol coman.

El grupo considerado como intermedio representa un grupo diverse en cuanto a
las relaciones genéticas detectadas por el marcador ISTR, pues existen
accesiones molecularmente cercanas tanto a las poblaciones silvestres como a
las pobiaciones cultivadas; sin embarge un mayor ndmero de poblaciones se
agruparon independientemente, sugirienco que forman un grupo aparte y que

deben considerarse de importancia para su estudio y conservacion.

La manera en que se agruparon las poblaciones en ef dendrograma, nos indic
que este marcador detecta las variaciones en el genoma de las plantas
estudiadas, provocadas por elementos retrotransponibles gque presumiblemente
reflejan hibridacion y flujo genético entre las formas cultivadas y silvestres como

origen de las formas intermedias.

La infiltracion genética queds evidenciada tanto en el agrupamiento UPGMA

como por los datos y representacion grafica obtenida con STRUCTURE.

Los altos valores de diferenciacion genética (Fst) obtenidos a partir de la
estructuracién genética con el programa STRUCTURE sugieren que las

poblaciones con diferente forma de frijol comin se encuentran altamente



diferenciadas, parficularmente aquellas cen forma silvestre e intermedia,

producto de ia autogamia de la especie.

El nimero de grupos sugerido como optimo por el programa STRUCTURE
{nueve) representa la alta variacién en [as poblaciones, a partir de esta
informacion genética se puede afimar que la clasificacion de treinta

poblaciones podria ser sobrestimada.

La representacion grafica y los valores obtenidos con el programa
STRUCTURE sugieren que en fodas las poblaciones de frijol con diferente
forma existe el flujo genético y en ellas se encuentran secuencias
retrotransponibles que comparten, por lo que dichas poblaciones representan

un compiejo heterogéneo en el que la seleccion artificial y la hibridacion han

jugado ur papel importante.

La presencia in-sifu de los complejos cuitivado-silvestre-intermedio en fa regicn
del occidente de Méxice parece ser un factor importante para la conservacién
de la diversidad genética de frijol comin, sin embargo las refaciones deberian
ser estudiadas con mayor profundidad en aspectos de flujo genetico, diversidad

genética y dindmica evolutiva.
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