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RESUMEN

El conocimiento, conservacion, utilizacién y protecciéon de la variabilidad genética
existente en un cultivo permite incrementar la eficiencia en su produccién, el mejoramiento
genético y su utilizacion sustentable. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
diversidad genética presente en el germoplasma mejorado de frijol liberado en México, con
base en caracteristicas morfo-agronémicas aceptadas internacionalmente y con el uso de
marcadores genéticos moleculares.

Se sembraron 120 variedades mejoradas de frijol en Santa Lucia de Prias, Estado de
Meéxico, en 1999 y el 2000. La parcela experimental consisti6 de un surco de 6 m de
longitud y 70 cm de separacion, con dos repeticiones por variedad. La siembra se realizo
después del establecimiento de la temporada de lluvias el 6 de julio en 1999 y 23 de mayo
en el 2000. Se evaluaron diferentes caracteristicas morfo-agronémicas durante la estacion
de crecimiento. Para la caracterizacion con ISSR’s se utilizaron siete iniciadores de los que
se seleccionaron cinco que mostraron 68 bandas, en su mayoria polimoérficas (82%). Los
datos para 72 variables morfo-agronémicas evaluadas en campo se usaron para el analisis
de componentes principales (Systat ®). Ademas, 59 de estas caracteristicas y los resultados
obtenidos por ISSR’s se utilizaron en un analisis de agrupamiento (NTSYS ®) por el
método de UPGMA.

La mayoria de las variedades mejoradas pertenecen a las clases comerciales negro (opaco y
brillante), bayo y pinto. Esto en parte debido a que estas variedades son las mas populares
para su siembra y consumo en diferentes regiones de México. El analisis de componentes
principales (ACP) mostrd que 14 caracteristicas explicaron el 60 % del total de la variacién
fenotipica observada. El ACP para las 120 variedades, con base en estas caracteristicas,
mostrd tres grupos para las variedades de frijol comun y uno para P. coccineus. El primer
grupo para frijol comun incluy6 las variedades de tipo negro, con subdivisiones para
variedades del tipo opaco pequefio y brillante mediano. Otro grupo incluyé las diferentes
clases comerciales sembradas en el Altiplano y el tercer grupo incluy6 las variedades de
habito de crecimiento determinado tipo I. Se observo algunos casos de variedades

recombinantes con caracteristicas intermedias entre grupos y razas.
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De la misma manera un dendograma construido con los datos de 57 caracteristicas
fenotipicas mostrd tres grupos principales: el primero incluyd las variedades de tipo negro,
el segundo los colores solidos de tipo brillante y el tercer grupo incluy6 variedades con
grano mediano con mas de un color de la testa. Se observaron subdivisiones en cada grupo,
el cual fue menos notoria en el grupo de variedades de tipo negro opaco, azufrado y
canario, debido al uso de padres genéticamente similares en forma recurrente para mantener
las caracteristicas del grano y la adaptacion especifica a las regiones de siembra. El
subgrupo de las variedades de tipo negro brillante mostré mayor variabilidad, con respecto
a los negros opacos, debido probablemente a la utilizacion de padres de diversos origenes

en su desarrollo.

El andlisis de los resultados obtenidos con los marcadores genéticos moleculares fueron
similares a los registrados con las caracteristicas morfoldgicas; aunque, se observé mayor
precision en la definicion de la similitud o divergencia genética entre variedades, lo que fue
corroborado con la genealogia. Se considera que la diversidad en las preferencias de
consumo entre la poblacién ha permitido conservar la diversidad genética observada en el
frijol como especie. Es necesario la diversificacion de los progenitores utilizados (razas y
acervos genéticos) en los cruzamientos para generar nuevas variedades mejoradas.

Se observo mayor variabilidad genética entre las variedades mejoradas del Altiplano de
México por la mayor diversidad entre los progenitores para lograr la adaptacion entre
climas, niveles de incidencia de enfermedades y el gusto de los consumidores. Las
restricciones impuestas por los requerimientos del mercado, en lo que respecta a tamafio,
color y forma del grano, han reducido la posibilidad de ampliar la base genética en la
mayoria de las clases comerciales de frijol. El avance genético mds considerable en las
diferentes clases comerciales ha sido observado en la resistencia a las enfermedades, la
reduccidn en el nimero de dias a floracion y madurez, lo que ha favorecido el incremento y
estabilizacion del rendimiento. En México, la introduccion de germoplasma de centros
internacionales de mejoramiento genético han permitido ampliar la base genética del frijol

como especie.
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I. INTRODUCCION

Desde su domesticacion el frijol representd parte importante de la alimentacion diaria de
los mexicanos. Esta leguminosa en combinacion con el maiz, aporta practicamente el total
de las proteinas que consumen los estratos sociales de mas bajos ingresos (INEGI, 1988;
Cardenas, 2000). En México las especies del género Phaseolus de mayor importancia
econémica son: Phaseolus vulgaris L. (frijol comun), Phaseolus coccineus L. (frijol
ayocote), Phaseolus lunatus L. (frijol lima) y Phaseolus acutifolius Asa Gray (frijol tepari).
De estas especies, la mas difundida para su siembra y consumo es el frijol comin
(Cardenas, 2000). En la actualidad la poblacion mexicana consume en promedio 15 kg de
frijol por persona, al afio, lo que genera un requerimiento anual cercano a un millén 500 mil
toneladas. Las clases comerciales de frijol de mayor demanda en México son los tipos
negro (opaco y brillante), flor de mayo, flor de junio, peruano, azufrado, pinto y bayo
(Castellanos et al., 1997).

Para satisfacer la demanda, en México durante el periodo comprendido entre 1980 a 1997,
se sembraron con frijol un promedio de 2.2 millones de hectareas (SAGAR, 1997). El frijol
es sembrado practicamente en todos los estados del pais, por lo que es posible observar
diferentes épocas y sistemas de produccion. Los sistemas de produccidon estan definidos
principalmente con base en el ciclo de siembra (primavera-verano y otofo-invierno),
régimen de humedad (temporal, riego y humedad residual) y nivel socioeconémico
(agricultura de subsistencia y empresarial). En México, los principales problemas de
produccion del frijol son las enfermedades, las plagas, la sequia, las variaciones de
temperatura y los suelos pobres en nutrientes y de baja profundidad. Los factores antes
mencionados, interactian entre si y pueden causar la pérdida total del rendimiento. Con
base en los factores antes mencionados, en nuestro pais es posible distinguir cuatro regiones
productoras de frijol que son: el Altiplano Semidrido (regiéon norte-centro), Regién
Templada Sub-humeda (centro del pais), Tropico Seco (noreste y noroeste) y Tropico
Hamedo (sur y sureste).

Se considera que el mejoramiento genético puede ser utilizado para dar solucion a la
problematica registrada en las diferentes regiones productoras de frijol. EI mejoramiento
genético es un proceso sistemdtico que implica la utilizacién de la variabilidad genética

existente en una especie en particular, con el fin de obtener nuevas combinaciones de los



caracteres de interés, la seleccion de las mejores combinaciones (familias y lineas) y la
liberacion de nuevas variedades para siembras comerciales de frijol. La seleccion de padres
y la busqueda de combinaciones sobresalientes es uno de los pasos esenciales relacionados
con el éxito o fracaso de un programa de mejoramiento genético.

En México, los trabajos de mejoramiento genético del frijol se iniciaron en forma continua
y sistematica, a partir de 1943 (Cérdenas, 2000; Voysest, 2000). En las etapas iniciales se
realizaron colectas de variedades nativas en las diferentes areas productoras de frijol en
nuestro pais. Posteriormente, se inicio la recombinacién mediante el cruzamiento entre los
materiales colectados y otros introducidos del extranjero. El mejoramiento genético se ha
realizado con el objetivo de incrementar el rendimiento y lograr la estabilizacion de éste,
combinando en las variedades mejoradas la mayor cantidad de caracteristicas agronémicas
favorables, como la resistencia a las enfermedades, alto rendimiento, precocidad, tolerancia
a la sequia, adaptacion a suelos con baja fertilidad, etc. (Acosta et al., 2000).

El programa de frijol del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) ha desarrollado y liberado 120 variedades mejoradas de frijol para las
diferentes regiones productoras (Rosales et al., 2001). Ademas, otras instituciones de
investigacion y ensefianza han liberado variedades, algunas derivadas de germoplasma
generado por INIFAP. Lo anterior, ha permitido dar solucién total y/o parcial, en algunas
regiones, a la problematica que enfrenta la produccién de las diferentes clases comerciales
de frijol en México. Aunque existen variedades que fueron liberadas para una region
especifica, algunas muestran amplia adaptabilidad y son cultivadas en diferentes regiones.
Ademas, las variaciones impuestas por el mercado y las condiciones ambientales provocan
que los agricultores se aventuren a sembrar variedades de frijol que no muestran adaptacion
en la region. Lo anterior, hace necesaria la caracterizacion de variedades con lo que es
posible considerar las ventajas y desventajas de utilizar una variedad en siembras
comerciales de frijol, en una region dada. Por otra parte, el desconocimiento de algunas
variedades y la recopilacion de la informacién obtenida para cada una de ellas, ha
provocado la falta de difusion para la siembra de variedades mejoradas y la subutilizacion
de aquellas con potencial de rendimiento y agronémico, que pueda ser explotado en una o

varias regiones productoras del pais.



Se considera que la ampliacion de la base genética del frijol en sus diferentes clases
comerciales cultivadas en México, reduce los riesgos ocasionados por la vulnerabilidad a
las enfermedades y otros factores limitantes de la produccion que pueden interactuar y
ocasionar pérdidas totales de rendimiento. Ademds, el conocimiento de los patrones de
diversidad genética incrementa la eficiencia en la conservacion del germoplasma de frijol y
en el mejoramiento genético de la especie (Singh ef al., 1991a). Se han sugerido diferentes
métodos para evaluar la diversidad genética presente en frijol. Entre estos puede
considerarse la utilizacién caracteristicas morfologicas (Miravete, 1945; Cardenas, 1968;
Singh et al., 1991 a ,b y c; Hidalgo, 1991), bioquimicas (Singh ef al., 1991 a 'y ¢) y con el
uso de marcadores genéticos moleculares (Beebe er al., 2000; Metais er al., 2000).
Adicionalmente, en forma préactica se han realizado diferentes clasificaciones de las
variedades de frijol con base en diferentes criterios entre los que sobresale el tipo comercial
del grano y nivel de consumo de éste, el tipo de crecimiento, caracteristicas morfologicas,
fenologicas, reaccion al fotoperiodo, etc. Con la utilizacién de estos métodos se ha buscado
establecer la diversidad, ampliar la base genética y hacer cruzamientos mas dirigidos,
mediante la utilizacion de progenitores genéticamente distantes en el mejoramiento
genético del frijol comun.

Aungque la mayoria de las variedades han sido caracterizadas y clasificadas anteriormente,
estas caracterizaciones y clasificaciones no se han realizado con base en criterios uniformes
y en ninguno de ellos se ha incluido a todas las variedades. Ademas, para efectos de
registro y proteccion varietal se han propuesto nuevas normas de caracterizacion, como las
propuestas por la Uni6n Internacional Para la Proteccion de Variedades de Plantas (Union
Internationale Pour la Protection des Obtentions Vegetales; UPOV). Esta caracterizacion es
especifica e incluye caracteristicas cualitativas y cuantitativas del tipo morfologico de la
planta y la semilla, ademas de que se considera la reaccién al ataque de algunas
enfermedades (UPOV, 1994).

En los ultimos afios, el uso de marcadores morfologicos, en la caracterizacién de
variedades, ha sido complementado o sustituido por la evaluaciéon de las relaciones
genéticas basadas en los marcadores genéticos moleculares. Estos tltimos, han demostrado
ser una importante herramienta para la identificacion varietal, son menos influenciados por

el ambiente, por la fenologia de la planta y han resultado superiores para la distincion entre



variedades que incluso muestran morfologia similar (Beebe et al., 2000). Los marcadores
genéticos moleculares son secuencias distintivas de ADN, cuya variacion o polimorfismo
es util en la caracterizacion y clasificacion de la diversidad genética (Valadéz y Khal,
1997).

Con base en lo anterior, es necesaria la evaluacion de la diversidad genética existente en el
germoplasma mejorado de frijol liberado en México. Para lograrlo, se deben evaluar todas
las variedades mejoradas de frijol desarrolladas por el INIFAP y algunas obtenidas por
otras instituciones, ya que algunas de ellas han sido y son utilizadas en siembras
comerciales de frijol; asi como en el mejoramiento genético. Algunas de estas variedades
han mostrado ser del agrado de los productores y consumidores de frijol, e incluso han dado
su nombre a las clases comerciales de mayor importancia como es el caso de Negro
Jamapa, Azufrado, Mayocoba, Peruano, etc. Por ello, es necesario caracterizar e integrar la
informacion de interés de cada una de las variedades mejoradas de frijol, con el fin de
determinar el grado de amplitud de la base genética presente en cada clase comercial, para
la proteccion varietal, establecer la factibilidad de uso de una variedad en una o varias
regiones y evaluar el avance genético para el mejoramiento de los caracteres agrondmicos
de mayor importancia, como son el rendimiento, la adaptacion y la tolerancia a factores
adversos.

El analisis integral de la informacién generada para las diferentes variables evaluadas en
cada una de las variedades mejoradas, permitiria evaluar su posible recomendacion y el
impacto que se tendria con su uso en la produccion del frijol de nuestro pais; asi como el

beneficio que proporcionaria a los productores y consumidores de esta leguminosa.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo General

¢ Evaluar la diversidad genética presente en el germoplasma mejorado de frijol comin
liberado en México, con base en caracteristicas morfo-agronémicas y con el uso de

marcadores genéticos moleculares ISSRs (Inter-secuencias simples repetidas).



1.1.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar un grupo de 120 variedades de frijol, con base en caracteristicas morfo-
agrondmicas recomendadas por las normas internacionales para la distincidn,
uniformidad y estabilidad varietal.

e Establecer el grado de relacion genética entre las variedades generadas en cada una de
las clases comerciales de frijol cultivadas en México, con base en marcadores genéticos

moleculares.

1.1.3. Hipétesis
e Algunas caracteristicas morfo-agronémicas y marcadores genéticos moleculares
pueden ser utilizados para la caracterizacion y clasificacion del germoplasma
mejorado de frijol comun liberado en México.
e El mejoramiento genético ha permitido la modificacion de algunas de las
caracteristicas morfo-agronomicas en las variedades mejoradas de frijol; sin
embargo, es posible encontrar relacién entre éstas y el lugar de origen de los

progenitores.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y Distribucion del Frijol Comin

El frijol comUn (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los cultivos de importancia mundial
originarios de América (Acosta et al., 2000) y en la actualidad se ha reconocido a México
como uno de los dos centros primarios de diversidad de esta especie (Singh ef al., 1991 a, b
y ¢; Voysest, 2000). El germoplasma de frijol procedente de México es una fuente de
variabilidad genética para diferentes caracteristicas y ha sido usado recurrentemente en
multiples programas de mejoramiento genético de la especie, en todo el mundo (Rosales et
al., 2001).

Entre las especies cultivadas, el frijol comun (P. vulgaris L.) es el que muestra uno de los
mayores niveles de variabilidad genética en habitos de crecimiento, tamafio y color de
semilla, ciclo bioldgico y otros caracteres (Singh et al., 1991 a, b y ¢). La distribucion de la
variabilidad genética en el frijol cultivado puede atribuirse principalmente a la
domesticacion multiple y en menor grado al entrecruzamiento entre las formas silvestres y
las cultivadas (Gepts y Debouck, 1991). En México, la variacion en las preferencias de los
consumidores ha permitido conservar la diversidad genética en frijol (Rosales ef al., 2001).
En la actualidad el frijol se encuentra distribuido para su siembra en multiples paises. Entre
1992-1995 los principales productores de frijol en el mundo fueron la India, Brasil, México,
China, Estados Unidos, Gran Bretafia, Italia, Espafia y Francia. Como puede apreciarse la
importancia del frijol en el contexto mundial se ha incrementado por sus caracteristicas
alimenticias, agronémicas y su importancia econémica para exportacion.

2.2. Taxonomia del Frijol

El frijol pertenece al género Phaseolus, asignado por Linneo en 1753. Para su estudio el
frijol se clasifica de la siguiente forma (Miranda, 1967; Cardenas, 1984; Martinez, 1998).
Reino: Vegetal

Divisién: Espermatophyta (Embryophyta)

Subdivision: Angiospermae

Clase: Dicotyledoneae

Subclase: Diapétalas

Orden: Rosales



Familia: Leguminoseae = Fabaceae

Subfamilia: Papilionoideae

Tribu: Phaseoleae

Subtribu: Phaseolinae

Género: Phaseolus

Especie: P. vulgaris L.

Aunque dentro del género Phaseolus se han descrito mas de 50 especies, de las cuales la
mayoria son silvestres y de origen americano, sélo cuatro fueron domesticadas. Las
especies domesticadas son conocidas con el nombre genérico de frijol, pero comtinmente se
agrega otra palabra que hace més especifica la denominacion; asi se tiene el frijol comin
(Phaseolus vulgaris), frijol ayocote (Phaseolus coccineus), frijol lima (Phaseolus Iunatus)
y frijol tepari (Phaseolus acutifolius). Estas especies tienen como centro primario de origen
el area de México, América Central y Suramérica (Hidalgo, 1991).

2.3. Importancia del frijol

2.3.1. Econémica

En la actualidad la poblacién mexicana consume en promedio 15 kg de frijol por persona,
al afo (Castellanos ef al., 1997), lo que genera un requerimiento anual cercano a un millon
500 mil toneladas. La superficie promedio sembrada con frijol en México en los tltimos
afios es de 2.2 millones de hectareas anuales (Ortiz, 1998) y aunque la superficie de
siembra no muestra fuertes fluctuaciones, a través de los afios, las cifras de produccion
muestran fuertes variaciones, cuya amplitud llega a superar las 600 mil toneladas (INIFAP,
1998).

Por su utilidad practica y su versatilidad bioldgica, el frijol es sembrado en practicamente
en todos los estados del pais, bajo diferentes sistemas de cultivo (Acosta ef al., 2000). Las
fluctuaciones en produccion son debidas a que el 88% de la superficie sembrada con frijol
en el pais se ubica en areas de temporal (INIFAP, 1998), donde se obtiene un rendimiento
medio de 507 kg ha™ (Ortiz, 1998) y la produccién de frijol, y otros cultivos, es de alto
riesgo. Por lo anterior, México produce anualmente de 0.9 a 1.3 millones de toneladas de
frijol, cuyo valor representa el 4.9% del producto interno bruto del sector agricola; en esta
produccion participan unos 400,000 productores, con una superficie promedio de cinco

hectareas por productor (INIFAP, 1998).



La produccion en la mayoria de los afios no es suficiente para satisfacer la demanda interna
lo que genera repuesta diferencial entre las distintas regiones del pais; asi, mientras que el
Norte-Centro es la mayoria de los afios exportador de esta leguminosa, otras regiones son
importadoras (Acosta et al., 2000). En afios cuando la produccién nacional no cumple con
la demanda generada por la poblacion mexicana se recurre a importaciones de grano de
otros paises, con la consecuente pérdida de divisas y la dependencia que esto implica
(Acosta y Rosales, 1997).

2.3.2. Importancia alimenticia y social

México es el segundo pais consumidor de frijol en América Latina, superado tnicamente
por Brasil (Shellie-Dessert and Bliss, 1991). Esta leguminosa, alcanza el segundo lugar en
importancia en México al considerar la superficie de siembra y el volumen de consumo, por
lo que ocupa junto con el maiz una posicioén de primer orden en la alimentacién mexicana
(Reyes y Paredes, 1993), ya que ambos aportan practicamente la totalidad de las proteinas
que consumen los estratos sociales de mas bajos ingresos (INEGI, 1988).

Para la economia campesina el frijol, como sistema-producto, es una importante fuente de
ocupacion, de ingreso y de alimentacién. En México el frijol se siembra en todas las
entidades federativas, en una superficie total promedio de 2.2 millones de hectareas (Ortiz,
1998) las cuales en su proceso de produccién ocupan 2.7 millones de jornales lo que
implica una importante derrama econémica (INIFAP, 1998).

El grano del frijol se consume en una gran variedad de formas, ademas de ser demandado
en varias clases comerciales, por lo que practicamente cada localidad de México tiene
diferente preferencia de consumo que varian con respecto al color, forma, tamafio y brillo
del grano. En la region Noreste y Norte Centro la principal clase comercial que se consume
es el tipo pinto, seguida por la clase bayo, los tipos flor de mayo y flor de junio que aunque
no son clases dominantes, si representan una proporcion significativa en las preferencias de
consumo. En el Noroeste, la principal clase es la del tipo azufrado y se siembran otras
clases comerciales que son utilizadas para exportacion dentro del territorio nacional e
internacional. En la region Centro se consumen practicamente todas las clases comerciales
y en el Sur la mayoria de la poblacién consume el frijol negro (Castellanos et al., 1997).

En cuanto a la frecuencia de consumo de frijol, mas del 57% de los consumidores en el pais

tienen el habito de comer esta leguminosa los siete dias de la semana, al menos una vez al



dia. Por otro lado, el consumo anual se estima entre 13 a 15 kg por habitante (Castellanos et
al, 1997).

2.4. Mejoramiento Genético en México

Antes de iniciar un programa de mejoramiento genético se debe de establecer el grado y la
disponibilidad de la variacion genética presente en la especie, la que debe ser caracterizada
y utilizada sisteméticamente, para dar solucién a los diferentes factores que reducen la
produccion del frijol en México. Los principales factores que causan pérdidas de
rendimiento en las diferentes regiones productoras de frijol en México son las
enfermedades, la sequia, la reducida utilizacion de insumos y el ataque de los insectos
(Acosta et al., 2000). Los factores anteriores, solos o combinados, hacen que la agricultura
de cada regién muestre variacion en cuanto al nivel de riesgo, y se considera que la region
de mayor incertidumbre es el Altiplano Semiarido.

El mejoramiento genético es un proceso sistematico que representa una de las mejores
opciones e inversiones para incrementar y estabilizar el rendimiento, a pesar del costo y
tiempo requerido para el desarrollo de nuevas variedades (Singh, 1985) que sean resistentes
a la sequia, a las enfermedades o a otros factores adversos de la produccion que inciden en
las diferentes regiones productoras de frijol en México. Debido a las diferentes condiciones
ecoldgicas en las que se cultiva frijol en el pais, las diferentes combinaciones de los
factores que reducen el rendimiento y la preferencia de los consumidores, en el INIFAP
existe un programa de mejoramiento genético en cada una de las regiones productoras de
frijol que son: Altiplano Semidrido (Durango, Dgo.), Templada Subhumeda (Texcoco, Edo.
de México), Tropico Seco (Los Mochis, Sinaloa) y Tropico Himedo (Cotaxtla, Veracruz).
En general, en todos los programas de mejoramiento genético de frijol del INIFAP se sigue
un esquema de mejoramiento similar que incluye: la introduccion de germoplasma de
diferentes fuentes; Bloque de cruzamientos: en el que se recombinan las caracteristicas
sobresalientes de los padres seleccionados tomando en cuenta la habilidad combinatoria y
otros factores genéticos, de éstos. Posteriormente, se realiza seleccion en poblaciones
segregantes, dentro y entre familias y lineas. En la mayoria de los programas de
mejoramiento genético de frijol en México, para la obtencion de familias y lineas, se

realiza la seleccion de individuos en generaciones tempranas (F, o F3). Posteriormente, se



realiza seleccion individual o masal en generaciones intermedias (F4 a Fg) y avanzadas (F;
en adelante).

Los criterios para la seleccion en generaciones tempranas se basan en caracteristicas de alta
heredabilidad, como lo son: la sanidad, ciclo bioldgico, tipo de grano y el vigor general de
la planta. En generaciones intermedias y avanzadas, se da mayor importancia al
rendimiento. Después de concluir con el proceso de seleccion se inicia el incremento de la
semilla de las lineas sobresalientes, su validacion comercial en campos de agricultores y su
registro como variedades comerciales.

2.4.1. Métodos de mejoramiento

El frijol por ser una planta autégama, puede ser mejorada por los métodos de introduccién,
seleccion y por cruzamiento o recombinacion. El éxito de un programa de mejoramiento
genético depende de la variabilidad genética, de la habilidad combinatoria y sobre todo de
la aplicacion correcta de los métodos de mejoramiento. Los métodos mas utilizados en el
programa de frijol son la seleccién en germoplasma introducido, en variedades criollas y en
poblaciones segregantes formadas por cruzamiento artificial.

2.4.1.1. Método de introducciéon

Consiste en introducir, en una localidad, lineas o variedades que han sido desarrolladas en
otras regiones; si al evaluarlas en la region receptora, algunas resultan sobresalientes,
pueden liberarse como variedades mejoradas. Una variedad mejorada puede ser
considerada como introducida si se deriva por selecciéon, masal o individual, de variedades
introducidas. El tamafio de las pruebas de campo, llevadas en este método, depende en gran
parte del numero de introducciones y de la cantidad de semilla disponible. Algunos
ejemplos de variedades obtenidas con este método son las variedades de tipo alubia Choqui
96 y Mariam 96, liberadas en la region del Tropico Seco.

2.4.1.2. Seleccion

Este método ha sido el més eficaz para obtener variedades mejoradas de frijol, por la gran
variabilidad genética que existe en las variedades criollas y mejoradas, locales e
introducidas, de este cultivo. La seleccién puede realizarse en variedades criollas,
germoplasma introducido, poblaciones segregantes derivadas de cruzamiento artificial y en
familias o lineas que muestren variacion en los caracteres de interés. Dependiendo del

grado de variabilidad genética se puede realizar seleccion individual o masal.
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La seleccién individual consiste en separar de una poblaciéon (variedad criolla o
introducida, poblacién segregante, etc.) la mejor o mejores plantas, sembrar la semilla de
cada planta en un surco por separado, evaluar su descendencia (prueba de progenie) y
cosechar en masa cada una de las mejores progenies. El método de seleccion individual
tiene la finalidad de obtener nuevas variedades a partir de lineas puras (Lépiz y Navarro,
1983). La descendencia de cada una de las plantas seleccionadas y sembradas constituye
una linea pura. Las lineas asi seleccionadas se evaliian en ensayos de rendimiento para
escoger la(s) mas productiva(s) y liberarla(s) como nueva(s) variedad(es).

La seleccion masal consiste en escoger de una poblacion todas las plantas superiores con
caracteristicas similares, cosecharlas y mezclar la semilla. La mezcla resultante se
denomina seleccion masal. El objetivo de este tipo de seleccion es el de purificar,
uniformizar o depurar una variedad que muestra variacion por mezcla de lineas, por
cruzamiento natural o mutaciones. Con este método no se producen variedades
genéticamente homogéneas, lo cual también puede ser una ventaja ya que este tipo de
germoplasma muestra buena produccion y estabilidad al variar las condiciones ambientales.
2.4.1.2.1. Seleccion en variedades criollas

Este tipo de seleccion se ha realizado mediante el método masal, individual o la
combinacién de ambos, aplicada sobre diferentes variedades criollas. Posteriormente, se
utilizé la seleccion individual en variedades criollas y la combinacion de lineas derivadas
de este tipo de seleccion, para la formacion de compuestos multilineas. Los compuestos y
lineas obtenidos por este método son incluidos en los ensayos de rendimiento antes de
iniciar el proceso de liberacién como variedades comerciales.

En general las colectas, hechas tanto en los mercados como en los campos de los
agricultores, son mezclas de diversos genotipos, no obstante su aparente uniformidad en el
color y forma de la semilla. Si la variacién fenotipica es baja, se aconseja emplear el
método de seleccion masal con el que se pueden generar variedades mediante la seleccion
en masa de todas las plantas que muestren uniformidad, o bien descartando de la poblacion
todas aquellas que difieran. Algunos ejemplos de variedades obtenidas con este método son
Negro Puebla, Flor de Mayo, Negro Veracruz, entre otras.

Compuestos multilineas: Una variante de la seleccion en variedades criollas es conocida

como compuesto multilinea, que se utilizo en diferentes programas de mejoramiento de
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frijol en México. Esta modificacion consiste en la combinacién de la seleccién individual y
masal, ya que en este caso se cosecha por separado las plantas seleccionadas y en un
segundo ciclo se realiza una prueba de progenie. Es decir se siembra planta por surco para
evaluar la descendencia de cada planta seleccionada y se elimina las que muestran
segregacion y/o caracteristicas indeseables. Las plantas (lineas en este caso) que muestren
buenas caracteristicas, se cosechan y se mezcla su semilla, lo que puede considerarse como
una seleccion masal con prueba de progenie.

Una variacion de este método consiste en seleccionar individuos en las poblaciones de
plantas de variedades criollas o en poblaciones segregantes. Los individuos seleccionados
son introducidos a los viveros de observacion en los que son sometidos a pruebas de
rerfdimiento mediante la siembra de planta por surco. Después de esto se mezclan las 10 o
15 lineas cuyo rendimiento sea similar y que ademdas posean el mismo tipo de planta,
reaccion a las enfermedades y el mismo tipo de semilla. Este método ha dado lugar a
variedades de importancia nacional e internacional como lo es la variedad Jamapa, liberada
inicialmente en la region del Tropico Himedo.

La multilinea es la mezcla de lineas puras emparentadas que difieren en un solo gene o un
grupo especifico de genes; mientras que una linea pura es la poblacién descendiente de la
autofecundacion de una planta homocigdtica. Las lineas puras son extraidas de variedades
criollas mezcladas genéticamente o bien pueden provenir de selecciones individuales
derivadas de poblaciones generadas por recombinacién o hibridacién entre lineas o
variedades.

2.4.1.3. Cruzamiento y seleccion

El cruzamiento o recombinacion, seguida de seleccion, es la metodologia que ha dado
mejores resultados para la generacion de variedades de frijol en la region Centro y en otras
regiones del pafs. La recombinacion genética o cruzamiento, entre lineas o variedades, es
realizada para complementar los caracteres deseables, con el fin de obtener lineas con
caracteristicas agronémicas superiores y con valor comercial. Algunos ejemplos de
variedades obtenidas con este método son Bayo Mecentral, Flor de Durazno, Pinto Mestizo

y Negro Altiplano.

En algunos casos, se ha utilizado el retrocruzamiento para introducir caracteres

agronomicos en variedades comerciales y recuperar el tipo de grano comercial de las
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variedades originales. Un ejemplo del método de mejoramiento por retrocruzamiento es la
variedad Bayomex.

En el programa de mejoramiento de frijol del INIFAP se han realizado, en su mayoria,
cruzamientos entre variedades cultivadas y sélo se han obtenido algunos cruzamientos de
las formas cultivadas con sus parientes silvestres (Acosta et al., 1999). La seleccién
individual es la principal caracteristica del método genealdgico o pedigri, que es el mas
utilizado en la mayoria de los programas regionales de mejoramiento genético de frijol en
México.

Después de generar la variabilidad genética mediante la recombinacion artificial, es
necesario el avance por autofecundacion hasta la generacion F,. En esta generacion se
observa la maxima amplitud de variacion fenotipica en las poblaciones segregantes. Para la
obtencién de familias y lineas, se realiza la selecciéon de individuos en generaciones
tempranas (F,). Posteriormente, se realiza la prueba de progenies planta por surco en los
viveros de observacion y dependiendo del nivel de segregacion se puede realizar seleccion
entre y dentro de familias en generaciones intermedias (Fs a Fg). Se ha observado que el
método de seleccion individual es muy efectivo para obtener lineas uniformes para
caracteristicas agronémicas como precocidad, tipo de planta, reaccién a enfermedades, etc.,
aunque en el caso de las lineas derivadas de cruzamientos con miltiples progenitores, o
padres muy distantes genéticamente, es posible observar segregacion para diferentes
caracteres aun en generaciones avanzadas (F7 en adelante).

Los criterios para la seleccion en generaciones tempranas (F,; o F3) se basan en
caracteristicas de alta heredabilidad, como lo son: sanidad, ciclo biolégico, tipo de grano,
carga de vainas y el vigor general de la planta. En generaciones intermedias y avanzadas
(F4 en adelante), se da mayor importancia al rendimiento. Este método es el que ha dado
lugar al mayor numero de variedades mejoradas de frijol en México, en el que es muy
importante someter a las mismas condiciones de competencia el material que se va a
seleccionar, sobre todo cuando se trata del mejoramiento para rendimiento, tipo de planta y
altura de las vainas.

La evaluacion de lineas experimentales provenientes de los diferentes métodos de

mejoramiento, en ensayos uniformes de rendimiento, permite identificar aquellas con
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adaptacion especifica o con amplia adaptacion y estabilidad en el rendimiento, a través de
localidades y afos.

Con este método se ha logrado la obtencioén de variedades mejoradas, algunas de las cuales
han sido del agrado del agricultor y el consumidor. Ademas, del INIFAP otras instituciones
de investigacion, ensefianza y de venta de semillas, han resultado beneficiadas con la
liberacion de variedades mejoradas de frijol, con buenas caracteristicas agronémicas. El
Programa Nacional de Frijol del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP), ha desarrollado mas de 120 variedades de frijol para las diferentes
regiones productoras de frijol en México (SARH, 1987 y SAGAR, 1998). Las variedades
generadas muestran mayor potencial de rendimiento y otras caracteristicas agrondmicas que
han permitido incrementar y estabilizar el rendimiento de grano obtenido con frijol en
México.

2.5. Variedades Mejoradas de Frijol en México

El producto econdmico del mejoramiento genético son las nuevas variedades mejoradas de
las que cada una son poblaciones de plantas cultivadas, relacionadas genéticamente y con
caracteristicas comunes. Algunos autores consideran que una variedad especifica puede ser
distinguida de otras con base en caracteristicas morfologicas, el rendimiento, caracteristicas
agronomicas y con los marcadores genéticos moleculares (Cooke, 1998). Las caracteristicas
morfologicas (altura, hébito de crecimiento, color y tamafio del grano, color de flor, ciclo
bioldgico y otras) pueden ser facilmente distinguibles, mientras que el potencial de
rendimiento y otras caracteristicas fisiologicas son mas dificiles de apreciar, debido a que
son modificadas por el ambiente de produccion.

2.6. Clasificacion del Germoplasma de Frijol

La recopilacién de la informacién que permita la clasificacion y la estimacion de la
diversidad genética del frijol es esencial en el mejoramiento y la preservacion del
germoplasma en las diferentes especies del género Phaseolus. En la actualidad existen
diferentes métodos para clasificar y determinar la diversidad genética presente en el
germoplasma de frijol. Entre estos métodos se encuentra la informacién genealogica, las
caracteristicas comerciales, agronémicas y morfologicas. Adicionalmente, se puede utilizar

diferentes tipos de marcadores genéticos moleculares que permiten la comparacion directa
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de la similitud de genotipos al nivel del ADN o Acido Desoxiribonucleico, (Liibberstedt et
al., 2000).

2.6.1. Caracteristicas morfologicas

Es innegable la importancia que reviste un trabajo de caracterizacion y clasificacién, tanto
en las formas cultivadas como en las silvestres, para su utilizaciéon mas especifica y dirigida
en el mejoramiento genético del frijol. Desde siglos anteriores, se han realizado intentos
para clasificar la variabilidad genética existente en el cultivo del frijol en sus diferentes
especies. La mayoria de las clasificaciones han sido realizadas con base en caracteristicas
morfologicas de la semilla o la planta. En 1945 Miravete, con el uso del método de Gams,
fue uno de los primeros que trataron de clasificar los diferentes tipos de frijol en México. El
método usado se basa principalmente en la forma de la semilla y con base en esta
caracteristica se diferenciaron siete grupos de los cuales el mas comun en nuestro pais es el
que tiene semillas de tipo eliptico con un 54.2 % de las variedades (Cardenas, 1968).

En 1951 después de evaluar 495 colecciones en las que se buscé representar todos los tipos
de frijol, existentes en México, se distinguieron cinco grupos de la especie P. vulgaris y
uno de la especie P. coccineus. La distincién de grupos se efectué con base en las
caracteristicas del grano (forma, color, tamafio, peso, volumen, densidad), de la planta
(héabito de crecimiento, cantidad de follaje, ramificaciones, color del tallo, color de las
hojas, tamafio de las hojas, tamafio del peciolo y el raquis, color de flor), de las vainas
(abundancia, longitud, anchura, grosor, curvatura de la punta del épice, dehiscencia,
niimero de granos por vaina), precocidad y la reaccion a plagas y enfermedades (Cérdenas,
1968 y 1984).

En un estudio en el que se evalud descriptores o caracteristicas morfoldgicas en un grupo
de 1000 colectas de P. vulgaris, para realizar un andlisis de componentes principales, se
encontré que solo tres factores o componentes fueron necesarios para explicar el 83 % de la
variabilidad total presente en las colectas evaluadas. Derivado de éste y otros estudios el
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) propuso una lista de 25 descriptores
(Hidalgo, 1991). En otro estudio con variedades de frijol con grano de tipo negro, en el que
se evaluaron caracteristicas morfologicas en combinacion con isoenzimas, se observo que
el agrupamiento de las poblaciones fue determinado principalmente por el tamafio de la

semilla, el habito de crecimiento y la precocidad. Lo anterior, permitié diferenciar dos
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grupos con base en las variaciones observadas, las que fueron corroboradas por el anélisis
isoenzimatico, aunque se observaron algunas inconsistencias en los resultados obtenidos
(Avendaiio, 2001).

En otros estudios se ha demostrado que la utilizacién de padres morfolégicamente
diferentes no es suficiente para lograr mayor eficiencia en el mejoramiento genético del
frijol. Lo anterior, debido a que algunas variedades que muestran similitud morfolégica
pueden ser genéticamente distantes y el caso contrario es que el uso de variedades
aparentemente diferentes ha llevado al cruzamiento entre padres muy emparentados. Estos
trabajos de caracterizacion y agrupamiento del germoplasma de frijol se han realizado
mediante el uso de caracteristicas morfologicas de la semilla y la planta, patrones
isoenzimaticos y de phaseolina para el agrupamiento en acervos y razas genéticas. Con base
a lo anterior, se ha establecido que el germoplasma de frijol de México, perteneciente al
acervo genético Mesoamericano, ha sido clasificado en tres razas genéticas (Singh, 1991b)
que son: la raza Durango, la Mesoamérica y la Jalisco.

2.6.2. Caracteristicas del grano

Una de las principales formas de caracterizacion del frijol es la que se realiza con base en la
preferencia por parte de los consumidores. La desaparecida Comision Nacional de
Subsistencias Populares (CONASUPO) con base en el nivel de demanda clasifico las
variedades producidas en México (Cuadro 2), en altamente preferentes entre los que se
cuentan los tipos flor de mayo, flor de junio, negro jamapa, azufrado, mayocoba, peruano;
preferentes: pinto, garbancillo, negro brillante, manzano, etc. y no preferentes, entre los que
se encuentran los tipos ojo de cabra y la mayoria de los tipos apreciados inicamente areas
muy localizadas.

Atn después de la desaparicion de la CONASUPO, los grandes comerciantes de la
actualidad toman en cuenta la clasificacion antes mencionada para la comercializacion del
frijol. Por lo que en el mejoramiento genético también se considera dicha clasificacion, con
el fin de obtener variedades mejoradas principalmente dentro de las clases comerciales
preferentes y altamente preferentes. Para lograrlo, se ha utilizado el germoplasma
disponible que muestra los caracteres de interés y se realizan recombinaciones con las que

sea posible recuperar la clase comercial de grano.
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Cuadro 1. Clasificacion de variedades de frijol para su comercializacién en México.

Altamente Preferentes Preferente No Preferentes
Flor de Mayo Garbancillo Bayo Berrendo
Azufrado Pinto Nacional Bayo Blanco
Mayocoba Negro San Luis Bayo Rio Grande
Peruano Manzano Ojo de Cabra
Flor de Junio Negro Querétaro Pinto Mexicano
Negro Jamapa Sataya

Fuente: CONASUPO

2.6.3. Otras formas de clasificacién

Para efectos de registro y proteccién de variedades de frijol, el Sistema Nacional de
Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS), de México, actualmente tiene como
requisito la caracterizacion varietal con base en el listado de caracteristicas propuesto por la
Unioén Internacional Para la Proteccion de Variedades de Plantas (conocida con el acronimo
en francés; UPOV). Esta caracterizacion es especifica para cada variedad e incluye
caracteristicas cualitativas y cuantitativas de tipo morfologico, de la planta y la semilla,
ademas de que se considera la reaccion al ataque de algunas enfermedades (UPOV, 1994).
2.6.3.1. Caracterizacion con base en marcadores genéticos moleculares

Un marcador genético es una banda de Acido Desoxiribonucleico (ADN) que puede estar
asociada con un caracter agronomico presente en las plantas, o también, es cualquier gene
cuya expresion permite un efecto fenotipico que se puede detectar facilmente; por ejemplo,
un gene que proporciona resistencia para alguna plaga o enfermedad, factor ambiental
adverso, etc. (Khush y Kinoshita, 1991).

Las principales aplicaciones de los marcadores de ADN en el mejoramiento de plantas son:
la identificacion varietal (Valadéz y Kahl, 1997), la medicién de la diversidad genética,
identificacién de fuentes de genes para el mejoramiento, estimacién de la tasa de
entrecruzamiento, analisis de paternidad o determinacion de parentescos, cdlculo de la

heterogeneidad en lineas, determinacién de la pureza genética de lotes de semilla,
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identificacion de variedades, para proteccién y obtencion de patentes de variedades
(Sahagun, 1997; Cooke 1998; Kelly, 1998; Smith et al., 2000).

Las propiedades mencionadas permiten establecer que los marcadores genéticos
moleculares son extremadamente utiles y maés efectivos, comparados con los analisis
morfoldgicos o de proteinas (isoenzimas y aloenzimas), las que generalmente muestran un
bajo nimero de loci polimoérficos (Senior, 1996). Sin embargo; se considera que para
establecer la variacion existente en una especie, entre variedades y dentro de cada variedad,
es necesario evaluar en forma combinada un alto nimero de caracteres y establecer las
posibilidades de su uso en la distincion, uniformidad y estabilidad en diferentes cultivos.
Entre estos métodos se incluyen caracteristicas morfologicas, agrondémicas y datos
moleculares (UPOV, 1997).

Existen diversas técnicas de marcadores genéticos moleculares, como RFLPs, RAPDs,
AFLPs, Microsatélites o SSRs, y los ISSRs (Cooke, 1998; Liibberstedt et al., 2000; Smith
et al., 2000), que han sido evaluados extensivamente en la determinacion de la diversidad
genética en sorgo (Ahnert, et al., 1996; Dean et al., 1999; Yang et al., 1996), trigo
(Castagna et al., 1994) y en frijol comun a diferentes niveles (Beebe et al., 2000; Metais,
2000); asi como en la generacion de mapas de ligamiento en Soya (Akkaya, et al., 1995) y
maiz (Senior, 1996).

La eleccién de una técnica para generar alguna clase de marcador genético molecular
depende de muchos factores, primero se debe considerar los objetivos y/o alcances de
trabajo. Para lo anterior, se debe considerar los recursos econémicos y equipo disponibles,
el tipo de poblaci6n a evaluar, la cantidad de material biolégico disponible y la complejidad
de cada técnica, con el fin de seleccionar la mas adecuada para el cumplimiento de los
objetivos de la investigacion.

2.6.3.1.1. Inter-secuencias simples repetidas (ISSRs)

Las ISSRs son iniciadores para la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), que
aprovechan las multiples secuencias simples repetidas (SSR), asociadas con loci,
distribuidas en el genoma. Las ISSRs, en contraste con las SSRs, no requieren el
conocimiento previo de la secuencia de ADN (Cooke, 1998). Las inter-secuencias simples
repetidas se anclan a una SSR particular, son utilizadas para amplificar el ADN entre dos

secuencias opuestas y los polimorfismos ocurren cuando un genoma tiene ausente una de
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las ISSRs o tiene una insercién-delecién que modifica la distancia entre repeticiones
(Ramakrishna ef al., 1995; Yang et al., 1996; Kojima et al., 1998). Las ISSRs usan primers
que son complementarios con las SSR, pero también contienen de una a tres bases de
oligonucleotidos y se anclan en los extremos 3" y 5° (Albani y Wilkinson, 1998).

Las ISSRs han sido utilizadas con primers diferentes, en longitud de repeticién y de ancla,
para generar perfiles varietales y se han convertido en una importante herramienta que con
los primers apropiados, puede ayudar a obtener altos niveles de discriminacién, ain entre
variedades relacionadas (Cooke, 1998). La huella genémica obtenida con las ISSRs puede
usarse en las comparaciones taxonomicas y filogenéticas en un amplio espectro de
organismos. En arroz las ISSRs han sido utilizadas con éxito para determinar la variabilidad
genética y para la rapida identificacion de variedades, lo que las convierte en un marcador
molecular que puede ser utilizado en la caracterizacion de un alto niimero de accesiones de
este cultivo (Blair et al., 1999). Estos marcadores genéticos moleculares pueden ser f
utilizados para encontrar bandas asociadas con genes mayores y menores relacionados con
caracteristicas agrondémicas importantes en trigo (Ammiraju et al., 2001). Ademas, las
relaciones genéticas entre accesiones de trigo fueron similares cuando fueron analizados
con las ISSRs, RFLPs y RAPDs, lo que en combinacién con otras caracteristicas como el
polimorfismo, maniobrabilidad, etc., permiten recomendar la aplicacién de las ISSRs en el
analisis de genotipos y la produccién de mapas gendmicos en trigo (Nagaoka y Ogihara,
1997) IZT.

Se ha demostrado que las ISSRs son rapidas, simples y muestran una mayor proporcion de
bandas polimorficas, con respecto a las obtenidas con otros marcadores genéticos
moleculares como RAPDs (Quian et al., 2001), y en un estudio, con 34 variedades de papa,
s6lo dos primers fueron necesarios y cada uno mostré la capacidad para distinguir entre
cultivares (Prevost y Wilkinson, 1999). En frijol se encontré que sélo un primer, de los
cinco estudiados, para las ISSRs fue eficiente en la generacion de bandas polimorficas, y
fue insuficiente para distinguir entre las 24 lineas evaluadas. En ese estudio los marcadores
obtenidos con RAPDs y RFLPs fueron utilizados con éxito para determinar la diversidad
genética entre las lineas; asi como un adecuado agrupamiento de acuerdo con el origen

geografico y en casos particulares con respecto a sus creadores (Metais et al., 2000).
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Como puede apreciarse existen diferencias en los resultados obtenidos con el uso de los
marcadores genéticos moleculares, por lo que es recomendable su validacién en forma
combinada con otros métodos para establecer su utilidad practica segin los objetivos del
trabajo por realizar.

2.7. Métodos de Analisis y Presentacion de Resultados

Los resultados obtenidos con las diferentes formas de caracterizacién morfo-agronémica y
con marcadores genéticos moleculares pueden ser analizados por diferentes métodos. Una
de las formas mas comunes es la utilizacién del analisis de componentes principales, para
determinar cuales son los valores que explican la mayor parte de la variabilidad y la
asociacion existente entre las variedades estudiadas (MSTATC,1993; Castagna, 1994).

Para la representacion de los resultados obtenidos en los diferentes estudios de evaluacion
de la diversidad, con base en marcadores genéticos moleculares y con base en caracteres
morfo-agronémicos, se usan diferentes técnicas. Estas deben ser analizadas y presentadas
en forma grafica para reafirmar la idea de similitud o disimilitud entre variedades. Los
métodos graficos mas comunmente utilizados son los métodos de agrupamiento que
consisten principalmente en ubicar una muestra de n objetos en un determinado numero de
grupos (G) con base en las observaciones de un determinado niimero (P) de variables.

Entre los métodos grupales, el mas cominmente utilizado es el método de agrupamiento
por promedio aritmético no ponderado (UPGMA-Unweighted pair-group with arithmetical
averages). Este método minimiza la distancia intergrupal, definida como la media de todas
las distancias apareadas con base en todos los individuos del grupo. Los resultados
obtenidos son representados en forma de diagramas como los arboles de agrupamiento o
dendogramas. Los dendogramas son formas de sistemas nodales que sirven para representar
visualmente las relaciones objeto/agrupamiento. Estos son generalmente producidos
mediante el agrupamiento jerarquico con base en una medida conveniente de

distancia/similitud (UPOV, 1997).
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III. MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con los objetivos propuestos, se consideraron dos fases de trabajo. En la
primera, se realizd la caracterizacion en condiciones de campo y en la segunda se
determiné el grado de relacion entre las variedades evaluadas. Esta determinacion y el
andlisis del grado de diversidad genética, se realizaron con base en las caracteristicas
morfo-agronomicas evaluadas en campo y con el apoyo de marcadores genéticos

moleculares.

3.1. Fase de Campo

3.1.1. Localizacion del 4rea de trabajo

La siembra se realizo, en la localidad de Santa Lucia de Prias Edo. de México situada a los
19° 28’ de latitud Norte y a los 98° 52” de Longitud Oeste. El sitio tiene una altitud sobre el
nivel del mar de 2240 m, una media anual de temperatura de 15 °C y una precipitacién
promedio anual de 640 mm. El suelo es del tipo Feozem haplico (clasificacion FAO) y el
clima del sitio es del tipo templado, subhimedo, con verano fresco, largo y con poca

oscilacion de temperatura Cb(wo) (w) (i°)g (Garcia, 1988).

3.1.2. Germoplasma utilizado

Esta etapa inici6 con la recopilacion de la semilla de las variedades, obtenidas y liberadas
en los diferentes centros de mejoramiento genético de frijol del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), del Instituto de Investigacion y
Capacitacion Agropecuaria, Acuicola y Forestal del Estado de México (ICAMEX) y del
Colegio de Postgraduados en Ciencias Agricolas (CP). Se recopilé semilla de 120
variedades mejoradas, provenientes de diferentes regiones productoras de frijol en México
(Cuadro 2). Las variedades Rayado Rojo y Promisorio 219 fueron liberadas por el
ICAMEX, mientras que Negro Precoz y Negro Tardio fueron obtenidas en el Colegio de

Postgraduados. El resto de las variedades fueron generadas y liberadas por el INIFAP.
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Cuadro 2. Variedades de frijol liberadas por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y otras instituciones, para diferentes
regiones del pais.

Variedades Variedades Variedades Variedades
Actopan Bayo Durango Flor de Mayo Sol Negro San Luis
Agrarista Bayo INIFAP Garbancillo Supremo Negro Sinaloa
Aguascalientes 466 Bayo Los Llanos Jamapa Negro Tacana
Alubia Chica Bayo Madero Lagunero 87 Negro Tardio*
Amarillo 153 Bayo Mecentral 90 Manzano Negro Veracruz
Amarillo 154 Bayo Rata Mariam-96 Negro Zacatecas
Amarillo 155 Bayo Victoria Matamoros 64 Ojo de Cabra 73
Antigua Bayo Zacatecas Negro 66 Ojo de Cabra 400
Arriaga Bayomex Negro 150 Peruano P80
Azufrado 100 Blanco 157 Negro 151 Pinto 133
Azufrado 200 Blanco Tlaxcala Negro 152 Pinto 162
Azufrado Amarillo 33 Cacahuate 72 Negro 8025 Pinto 168
Azufrado Higuera Canario 101 Negro Altiplano Pinto Agabe
Azufrado Namiquipa Canario 107 Negro Cotaxtla 91 Pinto Anzalduas 91
Azufrado Noroeste Canario 72 Negro Chiapas Pinto Bayacora
Azufrado Peruano 87 Canario 78 Negro Durango Pinto Chihuahua
Mayocoba Chiva Busera Negro Frailesca Pinto Fresnillo
Azufrado Regional 87 Choqui-96 Negro Huasteco 81 Pinto Laguna 80
Azufrado Tapatio Delicias 71 Negro INIFAP Pinto Mestizo
Bayo 66 Durango 222 Negro Mecentral Pinto Mexicano 80
Bayo 107 Flor de Abril Negro Medellin Pinto Nacional
Bayo 158 Flor de Durazno 90 Negro Nayarit 80 P. Nal. JM Morelos
Bayo 159 Flor de Junio Ana Negro Otomi Pinto Villa

Bayo 160 Flor de Junio Criollo Negro Pacifico Promisorio 219**
Bayo 161 Flor de Junio Marcela ~ Negro Perla 90 Puebla 152

Bayo 164 Flor de Junio Victoria ~ Negro Precoz* Rayado Rojo**
Bayo 400 Flor de Mayo Negro Puebla Rio Grande

Bayo Altefio Flor de Mayo Bajio Negro Querétaro Sataya 425 .
Bayo Baranda Flor de Mayo M38 Negro Querétaro 78 Veracruz 268
Bayo Berrendo Flor de Mayo RMC Negro Sahuatoba Villa Guerrero

* Generadas en el Colegio de Postgraduados y ** Liberadas por el [CAMEX.

3.1.3. Siembra

La siembra se realizé el dia 6 de julio de 1999 y el 23 de mayo en el afio 2000, después del

establecimiento de la temporada de lluvias. La parcela experimental, en ambos afios,

consistié de un surco de seis metros con 70 cm de separacion, con dos repeticiones por

variedad. A la siembra, la semilla se deposito en el fondo del surco y se cubri6 con tierra

huimeda, con la ayuda del azadon. La densidad de poblacion, que se establecio, fue de 10 a
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13 plantas por metro lineal de surco. La precipitaciéon acumulada durante el ciclo fue de 458
mm y la temperatura media de 16.7 °C en 1999 y en el 2000 se acumularon 613 mm de
precipitacion durante el ciclo y se observé una temperatura media de 16.9 °C.

3.1.4. Manejo agronémico

En ambos afios se fertilizo el suelo con la dosis 30-30-00 (para nitrogeno, fosforo y potasio,
respectivamente), aplicada al momento de la siembra. Para el control de malas hierbas se
realizaron dos escardas complementadas con un deshierbe con azadon y se aplico
insecticida en dos ocasiones para el control de insectos plaga, como la conchuela

(Epilachna varivestis) y el picudo del ejote (Apion godmani).

3.1.5. Caracterizacion con base en atributos morfo-agronémicos

3.1.5.1. Variables cuantificadas

Para fines practicos, los atributos evaluados en este trabajo relacionados con la fenologia,
morfologia y reaccion a las enfermedades fueron designados con el nombre genérico de
variables morfo-agronémicas. Para la evaluaciéon de estas variables se tomd como base
guias y escalas aceptadas internacionalmente (CIAT, 1987; UPOV,1994) y fueron:
3.1.5.1.1. Fenologicas

Dias al inicio de Floracion (DIF): registrada cuando el 50 % de las plantas, de cada
variedad, presenté al menos una flor completamente abierta.

Dias a Madurez Fisioldgica (DMF): registrada cuando el 50 % de las plantas, de cada
variedad, cambi¢ del verde tipico de la variedad hasta el amarillento de la madurez.
3.1.5.1.2. Reaccion a enfermedades

Para la cuantificacion de esta caracteristica se utilizo la escala de 1 a 9 propuesta por el
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT, 1987). Las lecturas fueron registradas
durante el periodo de llenado de grano. Se evaluaron las enfermedades de mayor incidencia
como la antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum), la roya (Uromyces appendiculatus
var. appendiculatus), el tizén comun (Xanthomonas axonopodis = campestris pv. phaseoli)
y el tizén de halo (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola).

3.1.5.1.3. Variables morfo-agronémicas

Como se explico anteriormente, se evaluaron las caracteristicas propuestas en la guia para

conducir pruebas de distincion, uniformidad y estabilidad de la Unién Internacional para la
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Proteccion de Nuevas Variedades de Plantas (Union Internationale Pour la Protection des
Obtentions Vegetales; UPOV, 1994). Las caracteristicas, son enlistadas en el Cuadro 2A
del Apéndice.

Para la variable peso de 100 semillas (g) se consider6 que las semillas eran pequefias
cuando pesaban menos de 25 g, medianas cuando pesaban entre 25 a 40 g y grandes cuando
su peso fue superior a 40 g (CIAT, 1987).

Adicionalmente, en etapa de plantula se evaludé la coloracién antocianinica que esta
relacionada con la existencia de pigmento en el hipocétilo. Para ello, se utilizo el total de
las plantas establecidas para cada variedad en cada repeticién. Se registrd la presencia o
ausencia de la pigmentacion y el color de ésta. En prefloracion se evaluaron las
caracteristicas relacionadas con la hoja como son: color de la hoja, rugosidad, tamafio y
forma del foliolo terminal. Para ello, se consideré de una a dos hojas compuestas
completamente desarrolladas de todas las plantas de cada variedad.

En prefloracion, floracion y formacion de vainas se evalud y corrobord algunas
caracteristicas como: Habito de crecimiento (I = Determinado arbustivo; II = Indeterminado
arbustivo; III = Indeterminado postrado y IV = Indeterminado con guias trepadoras), altura
de la planta (dosel y guia), inicio y velocidad de crecimiento de la guia. Para la medicion de
la altura se evaluaron 10 plantas con competencia completa en cada variedad y en cada
repeticion; mientras que para el resto de las caracteristicas se evalud el total de las plantas.
Al inicio de la etapa reproductiva se registré el tiempo de floracién (en forma cualitativa),
dias a inicio de floracion, localizacién de la inflorescencia, tamafo de la bractea, color del
estandarte y color de las alas. Para determinar el tiempo de floracion y el numero de dias a
la floracion, se considerd que las variedades habian llegado a esta etapa fenolégica cuando
el 50 % de las plantas tenian una flor abierta. El resto de las variables fue evaluado en dos
flores tomadas al azar de cada una del total de las plantas.

Las caracteristicas relacionadas con las vainas fueron: Tamafio de la vaina, ancho, forma de
la seccion transversal, longitud del pico, presencia de hebras, textura de la superficie. Estas
caracteristicas fueron evaluadas en 10 vainas bien desarrolladas cortadas al azar en cada
variedad y repeticion. El tamafio fue determinado en forma visual y con la ayuda de una
regla milimétrica. Ademas, se evalud el color de la superficie, intensidad del color,

pigmentacion, color de la pigmentacion, distribucion de la pigmentacién, curvatura, forma
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de la curvatura, forma de la punta, presencia de apergaminado, grado de curvatura del pico
y prominencia de los granos. Para la evaluacion de estas variables se consideré una o dos
vainas de cada una del total de las plantas.

En la etapa de formacion y llenado del grano se evalu6 el color del grano, Gnicamente en
las variedades con grano de color blanco. Para ello se abrié cuidadosamente 10 vainas de
cada una de las variedades y en cada repeticion. Se registrd la madurez fisiologica cuando
el 50 % de las plantas de cada variedad llegaron al color amarillento tipico de la madurez.
Posteriormente, en la madurez de cosecha se evaluo el grado de apergaminado, las
constricciones, la forma de la seccion transversal y longitudinal de las vainas. Para ello se
utilizé dos vainas bien formadas de cada una de todas las plantas en cada variedad.

Después de la cosecha se determind el tamafio de grano en forma visual y en forma alterna
se pesaron tres muestras de 100 semillas tomadas al azar de cada variedad. Ademas, se
registré el color del grano y en aquellas variedades que tenian grano de varios colores se
determino el color principal, el nimero de colores secundarios, color principal secundario y
distribucién del color secundario. En el grano de todas las variedades se evalud la presencia
de venas, color del hilio, brillo, forma de la seccién longitudinal de la semilla, grado de
arrifionamiento y forma de la seccion transversal. Para la evaluacion de todas estas
caracteristicas se considerd el total de la semilla obtenida para cada variedad que fue
superior a las 5000 semillas. Ademas, en tres muestras de 10 semillas tomadas al azar se
evaluo el promedio para el largo, ancho y grosor de la semilla y en dos muestras de 10
vainas, por repeticion, se determiné la media para el nimero de granos por vaina.

Las variables evaluadas en campo fueron utilizadas en el analisis estadistico para establecer
la diversidad genética entre las variedades evaluadas, la que fue complementada con la

evaluacion con base en marcadores genéticos moleculares.

3.2. Fase de Laboratorio

3.2.1. Caracterizacién con base en marcadores genéticos moleculares

3.2.1.1. Colecta del material vegetal
En esta etapa se utilizaron solo 95 variedades, ya que se descartaron algunas que mostraron

estrecha similitud genética con base en la caracterizacion realizada en campo. Esta

25



actividad se efectué durante la floracién y consistié en colectar por separado 10 hojas
jovenes y sanas de cada variedad, las que se cortaron en la parte media del peciolo con
tijeras y se guardaron en bolsas de malla de fibra de vidrio previamente etiquetadas e
identificadas por variedad. Estas bolsas se doblaron y se amarraron con ligas, para
transportarlas al laboratorio en una hielera donde se cuido que no hubiera contacto directo
del hielo con el tejido foliar, para evitar el dafio de éste ultimo. Era importante mantener las
muestras frias desde su corte en el campo hasta la llegada al laboratorio para su
congelamiento, ya que el ADN es degradado rapidamente por enzimas endonucleasas, que
se encuentran naturalmente en las células y enseguida de que el tejido se corta, éstas entran
en accion.

3.2.1.2. Liofilizado y molienda

Este es un proceso de deshidratacién del tejido por sublimacidn, que se inicia con el
congelamiento de las muestras en nitrégeno liquido. Posteriormente, las muestras se
transfirieron al liofilizador (Labconco Lyph lock 12), el cual debe encenderse con
anticipacion, para tener la cdmara a temperatura baja (-55 °C) y producir un vacio adecuado
de alrededor de los 13 micrones. La deshidratacion se tardd seis dias y posteriormente se
molieron las muestras en un molino eléctrico (Moulinex ®) hasta obtener un polvo fino,
con la idea de que entre mas fino fuera el polvo mayor seria la cantidad de éacido
desoxiribonucleico (ADN) obtenido. Cada muestra se moli6 de forma individual y se
envaso en frascos de plastico estériles y etiquetados. El tejido obtenido se guard6 en el
ultra-congelador (—80 °C) hasta el momento de la extraccion del ADN.

3.2.1.3. Extraccion y aislamiento del Acido Desoxirribonucleico (ADN)

Se extrajo el ADN del tejido liofilizado de cada una de las 95 variedades colectadas;
mediante una modificaciéon del método propuesto por otros investigadores (Saghai-Maroof
et al., 1984). El procedimiento de extraccion del ADN se cita completo en el Anexo 7.1A.y
la preparacion de los reactivos utilizados en el Anexo 7.2A.

3.2.1.4. Cuantificacion de la concentracion y pureza del ADN

Después de la extraccion del ADN, se evalu6 la pureza y la concentracién de los é4cidos
nucleicos de cada una de las muestras obtenidas; ya que si éste va contaminado los
resultados no son confiables. La cuantificacion de la pureza del ADN se realizé con luz

ultra violeta a través de la absorbancia por los acidos nucleicos (espectrofotometria), dicha
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medicion se efectia a una longitud de onda de 260 nm. La evaluacion del ADN, se efectud
en un espectrofotémetro DR/ 4000U (Hach ®) y la concentraciéon se obtuvo mediante la
formula:
[ADN (ng/u1)] = (DO30)(FD)(50 pg/p)
Donde:
DOy¢0 = Densidad 6ptica de la solucién de ADN leida a la longitud de onda de 260 nm.
FD = Factor de dilucién (1:50)
50 pg/ul = una unidad de densidad 6ptica del ADN a 260 nm.
Valores entre 1.8 y 2.0, como los observados en este estudio, muestran un ADN con pureza
suficiente para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
3.2.1.5. Procedimiento de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
El procedimiento para la PCR se realiz6 en un termociclador marca Techné PH2 enfriado
por agua y se siguieron los pasos:

1. Mezcla de reaccion: cada 20 pl de la reaccion de amplificacion consistieron de

diferentes componentes cuyas cantidades y volumenes son citados en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Cantidad y volumen de cada componente de la mezcla para la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR). INIFAP-CEVAMEX. 2000-2001.

Componente Cantidad final Volumen/muestra en pl
Agua bidestilada - 11.3
Amortiguador de Taq 1 X 2.3
MgCl, 2.0 mM 0.8
Mezcla de dNTPs 187 uM 1.5
Enzima Taq 1U 0.2
Iniciador 1.0 uM 2.0
ADN 20 ng 2.0
Volumen final - 20.0

3.2.1.6. Programa de amplificacion
El programa de amplificacién estuvo compuesto por un ciclo inicial de amplificacién de 94
°C por 4 minutos, 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto para separar, 52 °C por un minuto de

alineacion, y 72 °C por 2 minutos de extension; y un ciclo de extension final de 72 °C por 5
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minutos. Este programa fue usado con éxito en frijol, en otros estudios (Guillén et al.,
2000).

Cuadro 4. Iniciadores o primers utilizados en la determinacién de la diversidad
genética del germoplasma mejorado de frijol en México. INIFAP-
CEVAMEX. 2000-2001.

Primer o iniciador Secuencia 3"---- 5§~
(TCC)5SRY TCCTCCTCCTCCTCCRY
WHVG (TG) 7 WHVGTGTGTGTGTGTGTG
(GA)8 YC GAGAGAGAGAGAGAGAYC
DBDA (CA) 7 DBDACACACACACACACA
(CA) 8 RT CACACACACACACACART
(GT) 8 YG GTGTGTGTGTGTGTGTYG
(AC)8YG ACACACACACACACACYG

Tan pronto como concluyé el proceso de amplificacion de las muestras de ADN, se
retiraron del termociclador, se guardaron en refrigeracion (x 4 °C), donde pueden
permanecer por varios dias sin sufrir alteracion alguna, y se utilizaron para someterlas al
ultimo paso que es la separacion de los fragmentos amplificados por electroforesis (Anexo
7.3.A.). En la electroforesis se utilizo gel de agarosa ultrapura (GIBCO) al 2%, el cual se
visualizé con luz UV por tincién con Bromuro de Etidio (BrEt).

Cuando el colorante azul (buffer de carga), que sirve para monitorear el avance de los
fragmentos del ADN, se encontraba a una distancia de por lo menos un centimetro de la
orilla opuesta a los pozos del gel, se desconecté de la fuente de poder. El portageles con el
gel se retird para introducirlo en un recipiente, que contenia bromuro de etidio a
concentracién de 1pug ml™, durante 20 minutos en oscuridad y agitacion suave y constante.
Después de este tiempo, el gel se enjuagd en una charola con agua destilada estéril por 10
minutos y se observo exponiéndolo a la luz UV en el transiluminador. Los resultados de la
amplificacion se archivaron en fotografias tomadas con una cdmara instantdnea Fotodyne®

con pelicula en blanco y negro y filtro naranja.
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3.3. Analisis Estadistico

3.3.1. Datos de variables morfo-agronémicas

Con los datos obtenidos para cada una de las variables morfo-agronémicas evaluadas en
campo, se realizd el andlisis de componentes principales con la ayuda del programa
estadistico Systat®. Con este programa se realizé un analisis previo en el que se incluy¢ las
72 variables evaluadas y fue utilizado para establecer la importancia relativa de cada
variable, o grupos de variables, en la explicacion de la varianza total observada en el grupo
de variedades evaluadas. Diversas combinaciones de variables fueron probadas, hasta que
se encontrd el analisis de componentes principales en el que las variables seleccionadas
tuvieron mayor peso en la explicacion de la varianza encontrada en este estudio. Este
analisis fue utilizado para establecer la importancia relativa de cada variable y el
agrupamiento de las variedades evaluadas con respecto al andlisis de éstas.

Ademas, se efectué un andlisis de grupos (Cluster) con la ayuda del paquete estadistico
NTSYSpc Version 2.02i ® (Rohlf, 1993). En este analisis se incluyd 59 de las 72 variables,
descartando aquellas variables que mostraron poca informacién para la explicacion de la
varianza. Para el analisis se uso el sistema de analisis multivariado y taxonomia numérica,
el que permiti¢ realizar los cdlculos de distancias genéticas entre los materiales con el
programa de similitud para datos genéticos (SIMGEND). Posterior a esto, se construyo el
dendograma por método de media aritmética no ponderada UPGMA (Unweighted pair-
group method, arithmetic average) incluido en el subprograma secuencial aglomerativo
jerarquico y de agrupamiento de anidamientos (SAHN Sequential, Agglomerative,
Hierarchical, and Nested clustering method) (Rohlf, 1993).

3.3.2. Datos de marcadores genéticos moleculares

Las bandas observadas para cada iniciador, se codificaron mediante un cédigo binario,
asignando el valor de 1 a la presencia de una banda dada y 0 a su ausencia; formando asf,
una matriz de ceros y unos. Esta matriz fue usada para efectuar los analisis de estadistica
multivariada y taxonomia numérica el que permitié realizar los célculos de distancias
genéticas, mediante el uso del mismo paquete y especificaciones utilizadas con el analisis

de variables agronémicas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Caracterizacién Morfo-agronémica

La clasificacion realizada con base en el color de grano permitié conocer el niimero de
variedades mejoradas obtenidas, hasta el momento, dentro de cada clase comercial. Puede
decirse que las clases comerciales de grano que cuentan con mayor cantidad de variedades
mejoradas fueron las del tipo negro opaco pequefio (19) y negro brillante mediano (19);
seguida por las clases comerciales bayo y pinto con 17 y 15 variedades, respectivamente
(Figura 1).

Existen algunas clases comerciales que aunque son de gran importancia en el mercado
nacional, cuentan con un reducido nimero de variedades como son las clases flor de mayo,
azufrado y peruano. Ademas, algunas clases como el tipo rio grande, manzano y jaspeado

de rojo (conocido como flor de abril), cuentan con solo una variedad.
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Figura 1. Clases comerciales de grano de frijol y nimero de variedades
mejoradas obtenidas para cada una, por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). INIFAP-
CEVAMEX. 1999-2000.

NOP= Negro Opaco Pequefio, NGMB= Negro Brillante Mediano, BY= Bayo, PT= Pinto, AL=
Alubia, FM= Flor de Mayo, AZ= Azufrado, FJ= Flor de Junio, BYB= Bayo Blanco, CAN=
Canario, PER= Peruano, OC= Ojo de Cabra, AM= Amarillo, GR= Garbancillo, PTM= Pinto
Mexicano, CAC= Cacahuate, MZ= Manzano, BRG= Bayo Rio Grande y JAR= Jaspeado Rojo.
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La mayor cantidad de variedades de tipo negro opaco pequeflo y negro brillante mediano es
debida, principalmente, a la siembra de este tipo de variedades en practicamente todas las
regiones productoras de frijol en el pais. Lo anterior, ha propiciado el alto nimero de
variedades debido a los requerimientos de los productores de contar con variedades
adaptadas en sus condiciones de cultivo y, ademas, por la influencia del mercado en el que
estas clases comerciales tienen gran importancia. Otro aspecto muy importante relacionado
con el requerimiento de mayor nimero de variedades es la presion de las enfermedades y
otros factores, que muestran variacion entre regiones, a los cuales estdn expuesta estas
clases comerciales de grano al sembrarse en diferentes regiones.

Otras clases comerciales cuentan con un reducido nimero de variedades debido a varios
factores entre los que sobresale la dificultad para recuperar el tipo de grano, en cuanto a
color, tamafio y forma, después del proceso de mejoramiento por cruzamiento y seleccion.
En este caso se encuentra la clase flor de mayo, azufrado, peruano y flor de junio, por lo
que debe dedicarse mayor esfuerzo para generar mayor diversidad genética en este tipo de
variedades debido principalmente al riesgo que implica la siembra de pocas variedades en
grandes extensiones. Esto con el fin de reducir los riesgos ocasionados por la incidencia
recurrente de los problemas de produccion como las enfermedades, sequia y otros factores.
Existen otras clases comerciales que son consumidas en regiones muy localizadas, por lo
que su nivel de consumo y nimero de variedades es reducido.

Afortunadamente, en nuestro pais se conserva la diversidad genética del germoplasma del
frijol, debido principalmente a la variacion en el gusto de los consumidores que propicia la
siembra de diferentes clases comerciales de frijol y a la diversidad de ambientes, lo que
hace necesario un mayor nimero de variedades que se adapten en uno o diversos sistemas
de siembra. Esto contrasta con algunas regiones productoras de frijol en el mundo, en las
que se siembran pocas variedades comerciales con lo que se incrementan los riesgos de
produccion. Por lo anterior, se debe considerar el mantenimiento de la variabilidad
genética, presente en variedades criollas y mejoradas de frijol, en los bancos de
germoplasma. Con lo anterior, es posible conservar e identificar progenitores potenciales
para nuevas recombinaciones o cruzamientos y con ello ampliar la base genética dentro de
cada una de las clases comerciales de frijol sembradas en México y con ello incrementar y

estabilizar los rendimientos obtenidos con esta leguminosa.
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El anélisis de componentes principales mostré6 que 14 variables en forma conjunta
explicaron el 60 % de la varianza observada. Estas variables, en el componente principal 1
explicaron un 40% del total de la varianza y en el componente principal 2 el 20.4 %. Se
observé el agrupamiento, en el cuadrante I de la Figura 2, de las variables ancho de la vaina
(evaluada en forma visual y con la ayuda de la regla milimétrica), tamafio del grano (peso
de 100 semillas, g), tamafio de la vaina en centimetros y la localizacion de la inflorescencia.
Lo anterior, debido a la influencia existente entre las variables relacionadas con las
dimensiones de la vaina, de las cuales depende el tamafio del grano. La localizacion de la
inflorescencia se agrupé con estas variables debido a que la mayoria de las variedades que
mostraron la inflorescencia sobre el follaje mostraron también mayores dimensiones de la
vaina y mayor tamafio de grano. Tal es el caso de las variedades con héabito de crecimiento
determinado y en algunos casos se observo estas combinaciones en variedades de habito de

crecimiento indeterminado.
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Figura 2. Componentes principales 1 y 2 para 14 variables evaluadas en 120 variedades de
frijol. Sta. Lucia de Prias, Estado de México. INIFAP-CEVAMEX. 1999-2000.

DF= Dias a Floracién, FT= Tamaiio del Foliolo Terminal, VT= Tamafio de la Vaina, TF= Tiempo de Floracion, VM=
Vaina Anchura Media, HC= Habito de Crecimiento, LI= Localizacién de la Inflorescencia, CE= Color del Estandarte,
CAL= Color de las Alas, TG= Tamaiio del Grano (g/100 semillas), CA= Coloracién Antocianinica del Hipocotilo, VC=
Vaina Anchura Media (cm), PG= Prominencia de los Granos, G= Altura de la Planta con guia.
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En el cuadrante II se observo el agrupamiento de las variables color del estandarte, color de
las alas y la coloracion antocianinica del hipocotilo. Lo anterior, debido a que en general las
variedades que mostraron coloracién antocianinica, en el estado de plantula, mostraron
coloracién morada o violeta del estandarte y las alas de la flor; mientras que las variedades
que no mostraron coloracion en el tallo tuvieron colores claros del estandarte y las alas de
la flor. Estas variables se agruparon con el tamafio del foliolo terminal, a pesar de no
observarse una relacion considerable (r= 0.2) entre variables. A pesar de lo anterior, esta
caracteristica es de importancia en el estudio de la diversidad genética debido a las
variaciones existentes para esta variable observada tanto entre clases comerciales como
dentro de ellas (Cardenas, 1968 y 1984).

En el cuadrante III se observd el agrupamiento de las variables relacionadas con la
floracion, como fueron: el tiempo de floracion evaluado en forma cualitativa y el nimero
de dias entre la siembra y la floracién, del que se derivd el anterior; esto debido a la
relacion existente entre estas dos variables para la que se observo una relacion positiva y
altamente significativa (r= 0.97**). Por ello puede decirse que puede utilizarse cualquiera
de estas variables para la caracterizacion de germoplasma de frijol, aunque la mas
comunmente utilizada es el nimero de dias entre la siembra y la floracion, también
conocido como dias al inicio de la floracion.

Por 1ltimo, en el cuadrante IV, se agruparon las variables habito de crecimiento, altura de la
planta con guia en centimetros y la prominencia de los granos. Lo anterior, puede deberse a
que las variedades que mostraron mayor altura de la planta mostraron en general mayor
prominencia de los granos y fueron de habito de crecimiento indeterminado postrado tipo
IIl. Es evidente, que las variedades con habito de crecimiento determinado mostraron
menor altura de la planta, debido a que no tienen guia y en algunos casos también su altura
del dosel fue reducida, por la reducida longitud de los entrenudos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, son similares a los observados en un
estudio en el que se evalud descriptores o caracteristicas morfolégicas en un grupo de 1000
colectas de P. vulgaris, en el que algunas de las variables aqui mostradas en combinacién
con otras permitieron explicar el 83 % de la variabilidad genética observada en ese estudio

(Hidalgo, 1991).
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El analisis de componentes principales basado en las 14 variables que mostraron mayor
peso en la explicacion de la varianza observada, en el estudio de las 120 variedades,
permiti6 diferenciar cuatro grupos mas o menos definidos Figura 3. En el primer
conglomerado se agruparon las variedades de tipo negro opaco pequefio principalmente de
la raza Mesoamérica (Singh, 1991b). Este grupo ademas incluy6 un subgrupo de variedades
con tipo de grano negro brillante mediano y variedades recombinantes como bayo berrendo
que a pesar de tener tipo de grano crema o bayo, el resto de sus caracteristicas son parecidas
con respecto a las variedades de tipo negro. Resultados similares fueron obtenidos por otros
investigadores en los que se aprecio la separacion de este tipo de germoplasma, considerado
dentro de la raza Mesoamérica originaria de México (Beebe et al., 2000). Ademas, dentro
de este grupo puede apreciarse una separacién entre las variedades de tipo negro opaco
pequefio sembradas principalmente en las regiones tropicales de baja altitud y aquellas
variedades de tipo negro brillante mediano sembradas en las regiones del Altiplano.

El segundo conglomerado, que mostr6 mayor diversidad, incluyé las variedades
desarrolladas y sembradas principalmente en el Altiplano de México con grano de tipo
bayo, pinto, flor de junio, flor de mayo, manzano, garbancillo, bayo blanco, bayo rio
grande, ojo de cabra, alubia, pinto mexicano, y el tipo azufrado. Lo anterior, debido a la
mayor variacion ambiental y la diversidad de gustos de los consumidores de frijol, en esa
region. En este grupo también pudo observarse un grupo de variedades que son
consideradas como recombinantes, ya que se observo el caso de algunas que tienen el tipo
de grano bayo blanco o pinto y muestran caracteristicas observadas principalmente en las
variedades de tipo negro (flor morada, coloracién antocianinica en el tallo, etc.). A pesar
del mayor numero de clases comerciales de frijol, se observé una mayor relacién entre las
variedades de este grupo debido principalmente a la recombinacion entre ellos para la
conservacion de algunas caracteristicas agronoémicas y comerciales, que permiten su
aceptacion por productores y consumidores, asi como su adaptacién en el Altiplano de
México.

Un tercer grupo incluy6 las variedades de la raza Nueva Granada como son los tipos
azufrados, peruanos, canarios, cacahuate, algunas del tipo bayo y flor de mayo, en su
totalidad con habito de crecimiento determinado tipo I, desarrolladas para condiciones

climaticas favorables (riego). Este agrupamiento fue favorecido por la utilizacion de

34



germoplasma de otra raza (Nueva Granada) y acervo genético (Andino) en el mejoramiento
de este tipo de variedades, algunas de las cuales son sembradas en la region del Tropico
Seco. El cuarto grupo incluyé uUnicamente la variedad de frijol tipo alubia de ayocote
Blanco Tlaxcala, lo cual es facilmente explicable debido a que pertenece a otra especie

(Phaseolus coccineus).

COMPONENTE PRINCIPAL 2
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Figura 3. Componentes principales 1 y 2 correspondientes a 14 variables evaluadas en 120
variedades de frijol, de diferente clase comercial de grano. Santa Lucia de Prias Edo. de
México. INIFAP-CEVAMEX. 1999-2000.

9= Negro Opaco Pequefio, N= Negro Brillante Mediano, T= Pinto, o= Bayo Berrendo, B= Bayo, @= Alubia, ¥= Amarillo
Mostaza, b= Azufrado, X= Peruano, P= Bayo Blanco, C= Garbancillo, E= Cacahuate, W= Canario, * = Ojo de Cabra, $=
Flor de Abril, ¢= Flor de Mayo, p= Flor de Junio, /£= Manzano, 6= Pinto Mexicano, &= Bayo Rio Grande.
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A pesar de diversidad registrada en el frijol como especie en México, puede observarse que
las variedades evaluadas dentro de las diferentes clases comerciales se agrupan en forma
mas o menos definida, conservando el agrupamiento basado en el concepto de razas
genéticas (Singh, 1991b). Entre los grupos diferenciados, puede decirse que se ha
observado limitaciones impuestas por la necesidad de obtener el tipo de grano comercial
que debe tener cierta coloracién, tamafio y forma, con lo que se ha reducido las
posibilidades de ampliacion de la base genética en las diferentes clases comerciales. A
pesar de lo anterior, puede decirse que en las clases de mayor importancia, sembradas
principalmente en el Altiplano, el mejoramiento genético ha obtenido avances de
consideracion en la diversificacion del germoplasma mejorado de frijol por lo que se han
generado variedades de mayor precocidad, resistencia a las enfermedades, etc. debido
principalmente a las variaciones impuestas por el ambiente y los requerimientos del
mercado.

En algunas regiones y tipos comerciales se observd menor diversidad genética, favorecida
por la utilizacién de padres donantes comunes adaptados en una regiéon dada los que
cuentan con las caracteristicas que necesariamente deberan tener las nuevas variedades, lo
que ha reducido la posibilidad de ampliacién de la base genética y el incremento de los
riesgos de produccion.

La evaluacion de las variables dias a floracion, altura de la planta (considerando la guia), el
peso de la semilla, el ancho de la vaina y habito de crecimiento permitié determinar el
grado de variabilidad existente en cada una de las clases comerciales. Para la variable dias a
floracion se observaron los mas altos valores en la clase comercial negro opaco pequefio,
con un promedio de 57 dias, un minimo de 55 y un maximo de 66 dias a la floracion
(Figura 4). Lo anterior, debido a la mayor longitud del ciclo biolégico observado en este
tipo de variedades, que han sido desarrolladas y son cultivadas en las regiones tropicales.
En estas regiones, las temperaturas son mas benéficas; por lo que, las condiciones en las
que se realizo el presente estudio (menor temperatura) provocaron retraso de la floracion en
algunas variedades. Otras clases comerciales que mostraron variabilidad para este caracter
fueron la clase tipo negro brillante mediano, pinto y el tipo alubia con minimos entre 42 y

45 dias y maximos entre 60 y 65 dias, respectivamente.
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Lo anterior, debido principalmente al mayor nimero de variedades generadas dentro de
estas clases comerciales, a la variabilidad existente en este tipo de germoplasma para este
caracter y al avance genético observado en estas clases comerciales, principalmente en la
region del Altiplano de México en el que se ha logrado importante reduccién del nimero de
dias a la floracién, lo cual se considera como una importante caracteristica para dar mayor
estabilidad al rendimiento (Rosales ef al., 1998). Para lograrlo, se ha utilizado diferentes
fuentes de precocidad y es posible que la distancia genética de los progenitores utilizados
en los cruzamientos sea mayor. A pesar de lo anterior, en algunas clases comerciales como
el tipo peruano, garbancillo, pinto mexicano y el cacahuate se observo poca diversidad para
esta variable debido principalmente al reducido nimero de variedades y a la similitud

genética y fenotipica entre estas.

Para la variable altura de planta, la mayor amplitud de la variacién fue observada en la
clase comercial negro brillante (Figura 4) con un minimo de 42 y un méaximo de 117 cm.
Lo anterior, debido principalmente a que en esta clase comercial se incluy6é variedades
consideradas dentro de la raza Jalisco que tienen la capacidad de utilizar una alta cantidad
de biomasa en la formacion de guias y ramas. Situacion similar fue observada en las clases
comerciales flor de mayo, flor de junio, bayo y pinto, que incluyen entre sus progenitores

variedades de esa raza genética.

Esta diversidad es debida principalmente a que en estas clases comerciales se han
desarrollado variedades para la region Templada Subhiimeda y Altiplano Semidrido, entre
las que hay algunas diferencias en los caracteres seleccionados en cada region, en este caso
la altura de planta, ya que algunas variedades de la region central de México fueron
desarrolladas para el cultivo en asociacion con el maiz. Con base en la altura de planta pudo
observarse, poca variabilidad en las clases comerciales peruano, cacahuate, pinto mexicano
y garbancillo, en algunos casos debido al reducido niimero de variedades para cada clase
comercial y en otros en la utilizacion de materiales gen€ticamente cercanos, para la
recuperacion del tipo de grano comercial, el tipo de planta y otros atributos necesarios para

su adaptacion y aceptacion por parte de los productores.
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La clase comercial que mostré6 mayor nivel de variacion para el peso de la semilla fue la
clase comercial alubia en la que esta variable fluctué desde los 18 a los 94 gramos (Figura
5), esto debido a que en esta clase comercial se incluyo la variedad de frijol ayocote Blanco
Tlaxcala (P. coccineus) que fue la que mostré el mas alto peso de la semilla. Otras clases
comerciales que mostraron variabilidad para esta caracteristica fue la clase negro brillante,
el tipo pinto, flor de mayo y bayo berrendo; mientras que las clases comerciales canario,
peruano, garbancillo, pinto mexicano y cacahuate mostraron reducida diversidad. En el
caso de las clases comerciales que mostraron mayor variacion esta fue debida al mayor
nivel de recombinacion entre progenitores para lograr la adaptaciéon a un mayor nimero de
ambientes observados en el Altiplano Semiarido y Region Templada Subhtimeda; asi como
a la seleccion de lineas y variedades con clase comercial, sin considerar el tamafio de la
semilla como criterio de seleccion, lo que llevo a que algunas variedades no cumplieran con
las expectativas para su adopcion por parte de los productores.

Asi, en la clase pinto, se observo que la variedad Delicias 71 fue la tnica que mostré un
tamafio de la semilla pequefio (21 g) y el resto de las variedades tuvieron semilla mediana a
grande, mientras que en la clase flor de mayo se incluy6 a la variedad Flor de Durazno, que
presentd grano grande y el resto mostrd tamaiio de grano mediano.

La variable ancho de la vaina (cm) mostré los mayores niveles de variacion en las clases
comercial bayo, pinto, alubia y negro brillante (Figura 5) debido principalmente a los
niveles de variacion observados en forma natural en estas clases comerciales y a la
recombinacion genética con variedades de otras clases comerciales que muestran variacién
para esta caracteristica.

En cuanto a la variable hébito de crecimiento la clase comercial que mostré mayor nivel de
variabilidad fue la clase negro brillante que tuvo variedades en todos los habitos de
crecimiento (I, I y III). La clase negro opaco pequefio la mayoria de las variedades fueron
del tipo indeterminado arbustivo tipo II y solo la variedad Negro 8025 fue del tipo
indeterminado postrado tipo III. Con excepcion de las clases comerciales de tipo azufrado,
peruano, negro opaco, cacahuate y canario, en todas las clases comerciales predominé el
habito de crecimiento indeterminado postrado tipo III con un total de 84 variedades,
seguido por el tipo indeterminado arbustivo tipo II con 19 variedades y el determinado

arbustivo tipo [ con 17.
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Figura 4. Minimo, maximo y promedio para el nimero de dias a floracion y altura de
planta evaluados en 120 variedades de frijol agrupadas por clase comercial. Santa
Lucia de Prias, Edo. de México. INIFAP-CEVAMEX. 1999-2000. (Las clases

comerciales que no muestran variacion es debido a que solo cuentan con una

variedad).
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Santa Lucia de Prias, Edo. de México. INIFAP-CEVAMEX. 1999-2000. (Las
clases comerciales que no muestran variacion es debido a que solo cuentan con

una variedad).
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El predominio de las variedades con hébito de crecimiento indeterminado tipo III es debido
principalmente a que la principal region productora de frijol en México se encuentra en el
Altiplano, en el que este tipo de variédades muestran buena adaptacion y son las mas
populares para su siembra (Rosales et al., 1998). Puede apreciarse que el mejoramiento
genético ha avanzado sistematicamente hacia formas mas eficientes de la planta con menor
produccién de guias y de porte erecto. Con esto se ha ido descartando las formas trepadoras
(tipo IV), debido a su ciclo biolégico mas largo y al crecimiento excesivo. En las regiones
del trépico las formas arbustivas determinadas tipo I e indeterminadas tipo II, en
combinacion con otras caracteristicas, son las que muestran mejor adaptaciéon y son del
agrado de los productores.

Las 59 variables fueron utilizadas para obtener un dendograma en el que se pudiera apreciar
en forma grafica el grado de variabilidad genética existente en el frijol como especie y en
cada clase comercial de grano. Asi en la Figura 6, puede apreciarse 4 grupos. El primer
grupo se divide en dos subgrupos en uno de los cuales se encuentran las variedades con
habito de crecimiento indeterminado arbustivo tipo II con grano del tipo negro opaco
pequefio sembrado principalmente en la region del Tropico Humedo y algunas éreas de la
region del Tropico Seco, ya que este tipo de variedades proviene de la raza Mesoamérica.
Otras variedades que incluye este grupo son Negro 8025 y Negro Altiplano con habito de
crecimiento indeterminado postrado tipo III, liberadas en el Altiplano pero provienen de
cruzamientos que incluyen progenitores de amplia adaptacion, provenientes de
germoplasma sembrado en regiones tropicales (raza Mesoamérica). La mayor distancia
observada para la variedad Bayo Berrendo que puede considerarse como recombinante, ya
que a pesar de tener grano de color crema el resto de sus caracteristicas corresponden a las
variedades de tipo negro. En el otro subgrupo se incluyeron las variedades sembradas
principalmente en el Altiplano de México con habito de crecimiento indeterminado
postrado tipo III, aunque también es posible encontrar variedades recombinantes que a
pesar de tener tipo de grano bayo (Bayo 161, Bayo Durango y Durango 222) tienen
caracteristicas del material tipo negro (flor morada, coloraciéon morada del tallo, etc.).

Puede apreciarse mayor distancia en las variedades mejoradas liberadas por otras
instituciones (N. Precoz, Promisorio 219 y Negro Tardio) debido a la utilizacién de

diferentes caracteres de seleccion y a la utilizacion de diferentes fuentes de germoplasma.
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El grupo II incluyé a variedades con diferente tipo de grano comercial pertenecientes a las
razas Jalisco y Durango debido principalmente a la recombinacién genética entre estas
razas para obtener variedades adaptadas a las diferentes areas productoras del Altiplano de
Meéxico y al intercambio de germoplasma entre los programas de mejoramiento genético de
estas regiones.

El agrupamiento mostr6 la sensibilidad para detectar la similitud entre las variedades
emparentadas como es el caso de Bayo 400 y Ojo de Cabra 400 derivadas del mismo
cruzamiento (C14-46-2-2-2/Bayo 107). Este fue el grupo de mayor nivel de diversidad
debido principalmente al cruzamiento interracial y a la introduccién de germoplasma de
otros programas de mejoramiento genético internacionales (Centro Internacional de
Agricultura Tropical, CIAT; Universidad Estatal de Michigan, MSU, etc.).

El tercer grupo casi igualmente diverso incluy6 variedades en su mayoria de color amarillo
de los tipos bayo, canario, azufrados, etc. Ademas, se aprecian las variedades de grano de
color blanco (alubia) de las cuales la mas distantes genéticamente fue la variedad Blanco
Tlaxcala (Phaseolus coccineus). Es importante considerar la formacién de varios
subgrupos: el primero formado por las variedades de tipo azufrado y peruano, los que son
de habito de crecimiento determinado tipo I y pertenecen a la raza Nueva Granada otras
variedades incluidas en este subgrupo son las variedades de tipo canario entre los que se
observa poca variabilidad la cual es acrecentada por la variedad Bayomex que es el

resultado de la recombinacion de germoplasma de diferente raza genética.

El grupo que mostré altos niveles de variabilidad genética fue el formado por tres
variedades de hébito de crecimiento determinado tipo I y dos de ellas de tipo Cacahuate
(crema moteado de rojo) que son Cacahuate 72 y Rayado Rojo. Ademas, este grupo incluyd
la variedad con grano tipo Flor de Mayo llamada Flor de Durazno generada por
retrocruzamiento, del que la variedad Cacahuate 72 es el progenitor recurrente. Como
puede observarse este tipo de variedades tienden a agruparse en forma separada del resto de
las variedades debido tal vez a que fueron generadas mediante el uso de germoplasma de

otra raza genética (Nueva Granada), y presenta diferentes caracteristicas morfologicas.
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4.2. Caracterizacion Con Marcadores Genéticos Moleculares

De los 7 iniciadores evaluados (OPERON Technologies) se seleccionaron solo 5, los que
originaron mayor numero de bandas amplificadas y mejor definidas (Cuadro 4). Para el
analisis mediante ISSRs, se consideraron como bandas polimoérficas aquellas que estan
ausentes al menos en uno de los materiales evaluados; de tal forma que, aunque una banda
estuviera presente en la mayoria de los materiales, si falta en solo uno, es considerado
polimérfica y de lo contrario se consideré6 como monomorfica. Se obtuvieron 68 bandas, en
su mayoria polimoérficas (82%). Los iniciadores que mayor numero de bandas generaron
fueron (CA)8RT (19 bandas), DBDA(CA)7 (19 bandas) y (AC)8YG (17 bandas), con un
porcentaje de polimorfismo de 95%, 68% y 94%, respectivamente. Este nivel de
polimorfismo nos puede dar una estimacion de la variabilidad genética existente entre las
variedades evaluadas. Las fotografias (Anexo 7.5.A), nos muestran los geles, cada uno con
95 variedades, en los que se observa como cambia el patron de bandeo de cada una. Esta es
una forma sencilla de distinguir e identificar la variabilidad existente entre variedades, y asi

obtener una matriz binaria y el polimorfismo.

Cuadro 5. Nivel de polimorfismo obtenido con cinco iniciadores ISSRs, en variedades
mejoradas de frijol. INIFAP-CEVAMEX. 2001.

No. Iniciador’ No. total de bandas Bandas polimorficas Polimorfismo %
1 (CA)SRT 19 18 95
2 DBDA(CA)7 19 13 68
3 (AC)BYG 17 16 94
4 (GA)8YC 8 6 65
5 (TCC)SRY 5 3 60

' R ancla residuos de Purina, Y para Pirimidina, B para cualquiera menos Adenina, D para cualquiera menos
citosina, A: Adenina, T: Timina, C: Citosina y G: Guanina.

Una vez analizada la matriz binaria, de ceros y unos, generada a partir de los datos
moleculares de las bandas ISSRs, se obtuvo una matriz de distancias genéticas. Las
distancias se encuentran entre valores de 0 y 1; valores cercanos a 1 significan que son
materiales muy emparentados genéticamente; mientras que valores cercanos a cero, se

refieren a materiales poco emparentados.
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De la matriz de distancias genéticas se derivo el dendograma mostrado en la Figura 7, en el
cual se agruparon los diferentes materiales de frijol. La utilizaciéon de marcadores genéticos
moleculares mostré una conformacion similar a la observada en el agrupamiento obtenido
con caracteristicas morfolégicas aunque, en algunos casos, se acentuaron algunas de las
diferencias entre y dentro de los grupos.

El grupo I estuvo formado por las variedades de grano negro opaco pequefio, en el que fue
posible observar variedades muy cercanas genéticamente como lo son Actopan y Antigua,
que tienen como progenitor comun una variedad criolla de la Huasteca Hidalguense. Dentro
de este grupo la variedad genéticamente mas distante fue Negro Pacifico, la cual fue
generada con germoplasma de diferentes razas y acervos genéticos y uno de sus
progenitores Sataya 425, fue generado por una cruza doble (Ver-1-A-6/P.
Marrow//Jamapa/Canario 101) entre material de la raza Mesoamérica y Nueva Granada.
Como puede apreciarse la diversificacion de las fuentes de germoplasma, relacionada con
la utilizacion de progenitores genéticamente distantes, puede contribuir al incremento de la
variabilidad genética dentro de las diferentes clases comerciales de frijol sembradas en
México.

En el segundo grupo pueden observarse dos subgrupos, el primero agrupa variedades con
diferentes tonalidades del amarillo como los tipos Bayos, sembrados principalmente en el
Altiplano de México. En este analisis se corrobor6 la similitud genética entre las variedades
Amarillo 153 y Amarillo 154, las cuales son sembradas en el estado de Puebla la primera y
entre este mismo estado y el estado de México la segunda. Esta similitud habia sido
observada con base en la caracterizacion realizada con los atributos morfo-agronémicos.
Otras variedades que habian sido consideradas como idénticas, con el uso de los caracteres
morfo-agronémicos, mostraron mayor distancia genética con base en los marcadores
genéticos moleculares; tal es el caso de las variedades Ojo de Cabra 400 y Bayo 400. Otras
variedades recombinantes, con base en la caracterizaciéon en campo (Bayo Durango), se
agrupan con variedades que tienen progenitores comunes y/o de la misma regién como lo
son: Bayo Madero o Bayo Zacatecas. Lo anterior, muestra los posibles errores en los que se
puede incurrir cuando la clasificacion se realiza con base en los caracteres morfologicos.
Ademas, es posible observar variedades que aparentemente no estan relacionadas, tal es el

caso de la variedad Bayo INIFAP y Chiva Busera, la primera variedad mejorada con grano
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tipo garbancillo y variedad criolla con grano tipo ojo de cabra la segunda; sin embargo, al
observar la genealogia puede observarse que Bayo INIFAP cuenta entre sus ancestros las
variedades mexicanas Jamapa (Mesoamérica), Guanajuato 31 y una variedad con tipo Ojo

de Cabra como lo es la variedad Carioca, lo que explica en parte los resultados obtenidos.

Puede observarse un subgrupo formado por las variedades con diferente color de grano, en
el que a pesar de la diversidad de colores y de tipos de grano, al analizar la informacion
genealdgica, puede decirse que estas variedades tienen ancestros comunes y/o de la misma
region geografica. Ademads, se observaron algunas recombinaciones obtenidas con
germoplasma introducido. Las variedades que mostraron mayor distancia genética fueron
Pinto Villa, la cual fue resultado de la recombinacién entre diferentes acervos y razas
genéticas; la misma situacion fue registrada para Negro Perla y Negro Puebla. Esta ultima
fue resultado de la colecta de germoplasma criollo del estado de Puebla.

Otras ramificaciones o subgrupos estan dados por los recombinantes naturales como Puebla
152, que muestra caracteristicas intermedias entre el germoplasma Mesoamericano y del
Altiplano. Situacién similar se observo con la variedad Negro Tacana que tiene entre sus
ancestros variedades del Tropico Himedo y germoplasma del Altiplano de México (Negro
150). La variedad Canocel y Durango 222 mostraron similitud genética y al analizar su
genealogia puede verse que Durango 222 y uno de los progenitores de Canocel Negro 152
(Zac-4-A-2), pertenecen a la raza Durango y provienen de la misma area ecolégica.
Situacion similar puede observarse en otras variedades como Flor de Abril y Flor de
Durazno, que fueron generadas con progenitores cuyos ancestros provienen del estado de
Michoacén.

Una de las variedades que mostraron mayor distancia genética, en este grupo, fue la
variedad Flor de Mayo M38 que fue generada a partir de la recombinacién entre
progenitores de diferentes regiones y acervos genéticos. En la genealogia de esta variedad
se incluye padres del Altiplano de México (Puebla 152, Tlanlepantla 64, Flor de Mayo) y
del Trépico Humedo (Jamapa), ademas variedades de la raza Nueva Granada y
Mesoamérica. Lo anterior, favorecié la ampliacion de la base genética y su resistencia a las

enfermedades.
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Un cuarto grupo involucré las variedades de habito de crecimiento determinado, los que
tienen clases comerciales azufrado y canario. Este grupo mostré reducida variabilidad
genética debido a la utilizacion recurrente de progenitores como Canario 101 y Canario
107, en combinacién con Azufrado 200 y Azufrado 100, para conservar el héabito de
crecimiento determinado arbustivo tipo I y facilitar la conservacion del color de grano
comercial. Otra variedad incluida en este grupo fue Cacahuate 72 con similar habito de
crecimiento, pero derivada de cruzamiento entre variedades genéticamente mas distantes.
La variedad mas distante de este grupo fue Bayomex, la que se derivé del retrocruzamiento
de la variedad Canario 101 y una variedad criolla de Puebla, lo que involucra variedades de
diferente raza genética.

Por ultimo, se confirmoé que la variedad de frijol ayocote Blanco Tlaxcala difirié del resto
de las variedades, debido principalmente a que pertenece la especie Phaseolus coccineus.
Como puede apreciarse, si se quiere ampliar la base genética, dentro de las diferentes clases
comerciales de frijol, es necesario la diversificacion de los progenitores utilizados en la
recombinaciéon para generar poblaciones segregantes de las que puedan extraerse

variedades de amplia base genética.
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V. CONCLUSIONES

Se observé mayor variabilidad genética entre las variedades mejoradas del Altiplano de

México, por la mayor diversidad entre los progenitores utilizados.

El avance genético mas considerable, en las diferentes clases comerciales, se observa
para ciertos caracteres como: la reduccion en el numero de dias a floraciéon y madurez,
resistencia a las enfermedades, etc.; lo que ha favorecido el incremento y estabilizacion

del rendimiento obtenido con frijol.

Los diferentes métodos evaluados, permitieron determinar la variabilidad genética
presente en las variedades mejoradas de frijol obtenidas en México, aunque se observéd
mayor precision para el caso de ISSRs. , ZT
En México la introduccién de germoplasma, de centros internacionales, ha permitido el

mejoramiento genético y la ampliacion de la base genética del frijol como especie.

U.N.A.M CAMPUS
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VII. APENDICE

7.1A. Protocolo de Extraccién y Aislamiento del Acido Desoxiribonucleico (ADN)

El procedimiento de extraccion y aislamiento de ADN genémico en plantas, realizado en el

laboratorio, se basé en el método utilizado por otros investigadores (Saghai-Maroof et al.,
1984).

Se utilizé tejido foliar liofilizado, lo mas sano y joven posible, el que se guard6 en mallas

de fibra de vidrio perfectamente etiquetadas y se siguieron las siguientes instrucciones:

l.

Pesar de 300 a 400 mg de tejido liofilizado y molido, que se colocan en un tubo de
polipropileno de 15 ml para centrifugacion.

Agregar 9 ml de buffer de extraccion, calentado a 65 °C, a los 300-400 mg de tejido
vegetal liofilizado y molido. Mezclar invirtiendo el tubo varias veces con suavidad.
Incubar durante 60 a 90 minutos en un horno a 65 °C, agitando los tubos continuamente
con suavidad.

Retirar los tubos del horno, esperar de 4 a 5 minutos para que se enfrien y agregarles
4.5 ml de cloroformo/octanol (24:1). Agitar los tubos durante 5 a 10 minutos para
mezclar.

Centrifugar a 3,000 revoluciones por minuto (rpm); a temperatura ambiente, durante 10
min.

Verter la capa acuosa superior en otros tubos de 15 ml. Agregar 4.5 ml de
cloroformo/octanol y agitar suavemente durante 5-10 min.

Centrifugar a 3,000 rpm durante 10 min., a temperatura ambiente.

Con una pipeta, trasladar la capa acuosa superior en otros tubos de 15 ml que contengan
25-50 ul de 10 mg/ml de Rnasa A (hervida previamente). Mezclar, invirtiendo con
suavidad los tubos e incubar durante 30 min. a temperatura ambiente.

Agregar 6.0 ml de Isopropanol (2-propanol). Mezclar, invirtiendo con suavidad los

tubos.

10. Retirar el ADN precipitado con un gancho de vidrio.

11. Colocar el gancho con ADN en un tubo ependorff que contenga 250 ul de (TE).
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7.2A. Instructivo Para la Preparacion de las Soluciones y Reactivos Utilizados en el

Proceso de Extracciéon del ADN

1. Cantidad y volumen de cada componente en la mezcla de la solucién amortiguadora

con CTAB para extraccion.

Cuadro 1A. Solucién amortiguadora con CTAB para extraccion.

Solucién Concentracion final En 100 ml
DH,0 65 ml
1M Tris—17.5 100 mM 10 ml
5 M NaCl 700 mM 14 ml
0.5 MEDTA - 8.0 50 mM 10 ml
CTAB 1% 1.0 g
14 M BME 140 mM 1.0 ml

2. TE (Tris EDTA, amortiguador)

- 300 pl de Tris-HCl 1 M pH 7.5

- 40 ul de EDTA 0.5 M pH 8.0

7.3A. Protocolo de la Electroforesis

a 90 ml de ddH,O0, aforar a 100 ml.

1. Cerciorarse que el equipo a utilizar este completo y limpio.

2. Sellar los extremos del portageles con cinta adhesiva, insertar el peine adecuado y

colocarlo en una superficie plana o mesa con un nivel portatil.

3. Pesar 8 gramos de agarosa, aforar a 400 ml con TBE 1X y derretirla completamente en

un horno de microondas; el gel quedara al 2% recomendado.
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10.

1.1

Enfriar la mezcla hasta 60 °C aproximadamente y vaciarla con cuidado al portageles,
remover las burbujas con una punta de micropipeta.

En 20 minutos el gel se solidificara, entonces remover el peine y la cinta, y sumergirlo
dentro de la camara de electroforesis con TAE 1X hasta ser cubierto completamente.
Colocar las muestras de ADN amplificadas con cuidado en cada pozo del gel, junto con
el amortiguador de carga.

Incluir un pozo con marcador de peso molecular, para monitorear que la amplificacion
se realice sin errores.

Tapar la camara de electroforesis y conectar los electrodos a la fuente de poder. La
terminal del catodo azul o negro es de donde partird la migracion de los fragmentos de
ADN.

Encender la fuente de poder y programarla a 100 voltios méaximo, durante 1.5 a 2 horas.
Remover el gel del aparato de electroforesis y sumergirlo en una solucién de bromuro
de etidio durante 15 minutos o un poco mas, segun las veces que se haya utilizado con
anterioridad la solucion, agitando suavemente.

Observar el gel en el transiluminador de luz ultra violeta durante corto tiempo de

exposicion y de acuerdo a los resultados obtenidos se decide si se toman fotos.

Se deben tomar las medidas de proteccion indicadas al contacto con las sustancias quimicas

utilizadas y los rayos ultra violeta.
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Cuadro 2A. Algunas de las caracteristicas evaluadas en variedades mejoradas de frijol
liberadas por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) y otras instituciones. INIFAP-CEVAMEX. 1999-2000.

Caracteristica

Categorias

Coloracion antocianinica del hipocétilo

Las antocianinas son sustancias que se encuentran en la
savia de las plantas, flores y tallos que dan una coloracién
rojo a violeta. Las opciones utilizadas fueron 1) Ausente
y 2) Presente

2. Habito de crecimiento Se efectud con base a lo propuesto por el CIAT (1987).
I) Determinado arbustivo
II) Indeterminado arbustivo
II) Indeterminado postrado
1V) Indeterminado con guias trepadoras
3. Altura de la planta 1) Baja, 2) Media y 3) Alta
4.  Inicio de crecimiento de las guias 1) Temprano, 2) Medio y 3) Tardio
5. Velocidad de crecimiento de las guias 1) Lenta, 2) Media y 3) Répida
6. Color de la hoja 1) Verde muy claro, 2) Verde claro, 3) Verde medio,
4)Verde oscuro y 5) Verde muy oscuro
7. Rugosidad de la hoja 1) Ligera, 2) Media y 3) Fuerte
8. Tamaiio del foliolo terminal 1) Pequefio, 2) Mediano y 3) Grande
9. Forma del foliolo terminal 1) Triangular, 2) Romboidal y 3) Redondeada
10. Tipo del apice del foliolo terminal 1) Acuminado corto, 2) Acuminado medio y 3)
Acuminado largo. Acuminado= que termina en punta
11. Tiempo de floracién Cuando el 50% de las plantas presentan al menos una flor.
1) Muy precoz, 2) Precoz, 3) Media, 4) Tardia y 5) Muy
tardia
12. Localizacion de las inflorescencias en la planta 1) En el follaje, 2) Parcialmente en el follaje y 3) Sobre el
follaje
13. Tamafio de las bracteas en la flor 1) Pequeiia, 2) Mediana y 3) Grande
14. Color del estandarte en la flor 1) Blanco, 2) Rosa y 3) Violeta
15. Color de las alas en la flor 1) Blancas, 2) Rosas y 3) Violetas
16. Color de grano en llenado de vainas, solamente en | 1) Blanco y 2) Verde claro
variedades de semilla blanca
17. Longitud de las vainas 1) Muy corta, 2) Corta, 3) Mediana, 4) Larga y 5) Muy
larga
18. Anchura de la vaina 1) Angosta, 2) Media y 3) Ancha
19. Seccion transversal de la vaina 1) Eliptica estrecha, 2) Eliptica, 3) Eliptica ancha, 4)
Acorazonada, 5) Circular y 6) En forma de ocho
20. Color de la superficie de la vaina 1) Amarillo, 2) Verde y 3) Violeta
21. Intensidad del color de la superficie 1) Clara, 2) Media y 3) Oscura
22. Pigmentaci6n de la vaina 1) Ausente y 2) Presente
23. Color de la pigmentacion 1) Roja y 2) Violeta
24. Moteado del pigmento 1) Esparcido, 2) Medio y 3) Denso
25. Hebras en la vaina 1) Ausente y 2) Presente
26. Grado de la curvatura de la vaina 1) Ausente o muy ligera, 2) Ligera, 3) Media, 4) Fuerte y
. 5) Muy fuerte
27. Forma de la curvatura 1) Hacia la parte ventral, 2) Forma de S y 3) Hacia la

parte dorsal
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Cuadro 2A. Continuacion...

Caracteristica

Categorias

28. Forma de la punta en la vaina

1) Puntiaguda y 2) Roma (obtusa)

29. Apergaminado en la vaina (llenado de grano)

1) Ausente y 2) Presente

30. Longitud del pico

1) Corto, 2) Medio y 3) Largo

31. Curvatura del pico

1) Ausente o muy ligera, 2) Ligera, 3) Media, 4) Fuerte y
5) Muy fuerte

32. Prominencia de los granos en la vaina

1) Débil, 2) Media y 3) Fuerte

33. Textura de la superficie de la vaina

1) Lisa, 2) Medio 4spera y 3) Aspera

34. Apergaminado en estado seco de la vaina

1) Ausente o muy débil, 2) Débil, 3) Media, 4)
Pronunciadas y 5) Muy pronunciadas

35. Constricciones en el estado seco de la vaina

1) Ausentes o muy ligeras, 2) Ligeras, 3) Medias, 4)
Pronunciadas y 5) Muy pronunciadas

36. Tamarfio de la semilla

Es el Peso de 100 semillas en estado seco, con base a lo
expuesto por el CIAT (1987). 1) Pequefia, 2) Mediana, 3)
Grande

37. Forma de la vaina en seccion longitudinal media

1) Eliptica estrecha, 2) Eliptica, 3) Eliptica ancha, 4)
Ovalada estrecha, 5) Ovalada, 6) Ovalada ancha, 7)
Circular, 8) Forma arrifionada estrecha, 9) Arrifionada y
10) Arrifionada ancha

38. Forma de la seccion transversal de la semilla

1) Plana, 2) Eliptica y 3) Circular

39. Color de grano

1) De un solo color y 2) Multicolor

40. Color principal del grano

1) Blanco o verdusco, 2) Gris, 3) Amarillo, 4) Color ante
(piel), 5) Café¢, 6) Rojo, 7) Violeta y 8) Negro

41. Nuamero de colores secundarios

1) Ausentes, 2) Uno y 3) Més de uno

42. Color principal secundario

1) Blanco o verdusco, 2) Gris, 3) Amarillo, 4) Color ante
(piel), 5) Café, 6) Rojo, 7) Violeta y 8) Negro

43, Distribucién del color secundario principal

1) Alrededor del hilio, 2) En rayas, 3) En la mitad del
grano y 4) En parches

44. Presencia de venas en la semilla

1) Débil, 2) Media y 3) Fuerte

45. Color del hilio en la semilla

1) Del mismo color y 2) De diferente color

46. Resistencia a Colletotrichum

1) Ausente y 2) Presente

47. Resistencia al mosaico comun y al virus I

1) No resistente al mosaico, pero resistente al virus, 2)
Resistente al mosaico, pero no resistente al virus y 3)
Resistente al mosaico y tolerante al virus

9 Adaptado de UPOV, 1994.
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7.4A. Lista de Abreviaturas

ADN: Acido desoxiribonucleico

AFLPs: Amplificacion de fragmentos de longitud polimérficas
ARN: Acido ribonucleico

BME: B-mercaptoetanol

BPB: Azul de bromofenol

CTAB: Bomuro de alquiltrimetilo de amonio mixto

dH,0: Agua destilada

ddH,O: Agua bidestilada

DNTPs 5’: Desoxirribonucledtidos trifosfato

EDTA: Tetracetato de etilendiamina

g: Gramo

h: Hora

ISSRs: Inter-secuencias simples repetidas

min: Minuto

ml: Mililitro

ng: Nanogramo (s) = 107 gramos

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

RAPDs: ADN polimérfico amplificado aleatoriamente
RFLPs: Longitudes polimérficas de los fragmentos de restriccion
SSRs: Secuencias simples repetidas

TBE: Tris-borato EDTA

TE: Tris EDTA (amortiguador)

ng: Microgramo (s) = 10°® gramos

ul: Microlitro (s) = 10° litros

M: Molar

mM: milimolar

pM: micromolar

NTSYS: Sistema de taxonomia numérica para analisis multivariado
U: Unidades

UPGMA: Promedio aritmético no ponderado para pares de grupos
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UV: Ultravioleta

7.5A. Analisis electroforético de los productos amplificados de ADN obtenidos con tres
diferentes primers para ISSRs.
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