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RESUMEN

Phaseolus es un género americano bien delimitado con aproximadamente
50 especies; aunque es un grupo que contiene 5 especies con importancia
econdmica, las relaciones genéticas entre las distintas especies que lo conforman
no han sido hasta ahora bien determinadas y dentro del género se han establecido
complejos taxonémicos. Uno de estos complejos es el de Phaseolus vulgaris-P.
coccineus, el cual esta integrado por P. coccineus subsp. coccineus, P. coccineus
subsp. darwinianus (=P. polyanthus), P. coccineus subsp. formosus, P. coccineus
subsp. glabellus, P. coccineus subsp. griseus y P. vulgaris.

En este trabajo se llevaron a cabo hibridaciones genémicas in situ (GISH)
y ex situ (DOT BLOTS) en los taxa integrantes del complejo Phaseolus vulgaris-P.
coccineus, con la intencién de contribuir al entendimiento del origen de P.
coccineus subsp. darwinianus (=P. polyanthus), asi como para determinar ias
relaciones genéticas entre los integrantes del complejo. Con la aplicacion de las
técnicas de hibridacion gendmica utilizadas en este estudio no fue posible resolver
el problema del origen de P. coccineus subsp. darwinianus , pero sugieren gue
tiene una mayor cercania gendémica con P. coccineus subsp. coccineus que con
P. vulgaris. Del resto de las subespecies integrantes del complejo, se encontré que
P. coccineus subsp. glabellus es 1a menos relacionada, apoyando asi la propuesta
de que debe ser excluida del complejo y darle el rango especifico; por otro lado,
P. coccineus subsp. formosus fue la mas estrechamente relacionada con P.

coceineus subsp. coccineus.



INTRODUCCION

El género Phaseolus L. pertenece a la tribu Phaseoleae de la familia

Fabaceae, la cual consta de aproximadamente 650 géneros y 18,000 especies.

Los estudios citogenéticos realizados en Phaseolus han sido dirigidos
principalmente a la determinacién del nimero cromosémico, estableciéndose como
el basico en el grupo a x= 11; existen pocos trabajos en los que se hace
referencia a otros tipos de estudios, como el bandeo cromosdémico, contenido de
ADN nuclear o la utilizacién de marcadores moleculares y de estos principalmente

son empleadas las especies cultivadas.

No obstante que el género Phaseolus quedo bien delimitado después de las
investigaciones realizadas por Verdcourt (1970), el nitmero de especies y las
relaciones geneticas entre ellas no han sido bien establecidos (Debouck, 1991).
El complejo Phaseolus vulgaris-P.coccineus integrado, segin Delgado-Salinas
(1985), por P. coccineus subsp. coccineus, P. coccineus. subsp. formosus, P.
coceineus. subsp. glabellus, P. coccineus subsp. griseus , P. coccineus. subsp.
darwinianus y P. vulgaris, se encuentra en esta situacién; los objetivos del

presente trabajo son aportar evidencias que ayuden a esclarecer el origen de P.



coccineus subsp. darwinianus y determinar la similitud génica que existe entre las
distintas especies y subespecies que integran al complejo P. vulgaris-P. coccineus
(sensu Delgado, 1985), para lograr io anterior se aplican técnicas de citogeneética

molecular: hiridacion genémica in situ y ex situ (GISH y DOT BLOTS).



ANTECEDENTES

FAMILIA FABACEAE

Conocida mas cominmente como Leguminosae, la familia Fabaceae
esta integrada por las subfamilias Caesaipinioideae, Mimosoideae vy
Papilionoideae, aunque, para algunos autores, entre ellos Cronquist (1988), cada
una de ellas deberia ser considerada como familia independiente. El origen y las
relaciones de las fabaceas con oiras familias son aspectos que todavia no han
sido aclarados; no obstante, las cesalpinioideas y mimosoideas son las subfamilias
que se consideran mas primitivas por el registro fésil de restos de madera y
granos de polen encontrados con una antigliedad de 65-70 millones de afos

(Raven y Polhill, 1981; Herendeen et al., 1992).

A nivel mundial la familia ocupa el tercer lugar en el nimero de especies
(National Academy of Sciences [NAS], 1979; Polhill et al., 1981), pero en la
Republica Mexicana se ubica en el segundo fugar, con 135 géneros y 1724
especies (Sousa y Delgado, 1993), superada Gnicamente por la familia
Asteraceae. Aunque las leguminosas estan distribuidas en todo el pais, hay un
mayor namero de especies en las regiones tropicales (Sousa y Delgado, 1993),
siendo los estados de Oaxaca y Chiapas los mas ricos, como resultado del

traslapo de varias provincias fioristicas en los limites entre ambos estados {Sousa,



1086). La familia Fabaceae se distribuye en todos los habitats terrestres; sin
embargo, existe una mayor diversidad en areas de topografia variada y con climas

estacionales (Polhill et al., 1981).

Debido a su amplia distribucién, por ser fijadoras de nitrbgeno, y por su
nimero de especies y tipos de crecimiento, las leguminosas juegan un papel
preponderante en las diferentes comunidades en que se desarrollan, siendo
llamativas al hombre desde hace varios milenios. Dentro de los muchos usos que
tienen algunas especies de esta familia, destaca el que varias de ellas son usadas
para la construccién de viviendas, fijadoras de suelo, abono verde, cobertura,
ornato, medicinal, insecticida, cercas, como alimento humano o como forraje,
ocupando en estos dos dtimos rubros el segundo lugar de utilidad, superadas
Gnicamente por las gramineas, pero con un contenido proteico dos o tres veces
superior y con muchas especies gque tienen un alto potencial de ser explotadas
(NAS, 1979). De acuerdo con Lackey (1981), uno de los grupos deniro de la
familia con mayor importancia en cuanto a la alimentacién humana, forraje u
ornato, es la tribu Phaseoleae de la subfamilia Papilionoideae. Esta tribu concentra
una gran cantidad de géneros con importancia econdmica, destacando Glycine
(soya), Phaseolus (frijol) y Vigna (frijoles asiaticos). Phaseolus consta de

aproximadamente 50 especies, con cuatro (Delgado-Salinas, 1885) o cinco



(Debouck, 1991) de ellas cultivadas: P. vulgaris, P. coccineus, P. acutifolius, P.

lunatus, P. polyanthus (= P. coccineus subsp. darwinianus).

Lo antes mencionado refleja la importancia que puede tener el estudio de
este grupo taxonémico desde multiples enfoques, algunos de los cuales son ios

taxondmicos, biosistematicos y citogenéticos.
GENERALIDADES DE Phaseolus L.

La posicién taxonomica de Phaseolus es la siguiente:

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Papilionocideae

Tribu: Phaseocleae DC. (1825)
Subtribu: Phaseolinae Benth. (1837)
Género: Phaseolus L. (1753)

Phaseolus es un génerc americano con cerca de 50 especies (Debouck,
1991) perteneciente a la familia Fabaceae (Leguminosae), que se distribuye

principalmente en las montafias mexicanas (Sousa y Delgado, 1993).



En la descripcién inicial de Phaseolus, Linneo consideré unicamente 11
especies pero, con el paso del tiempo, el nimero se fue incrementando hasta
llegar a ser mas de 200 distribuidas en el Viejo y el Nuevo Mundo, muchas de
ellas con caracteristicas disimiles que hacian dudar acerca de la naturaleza del
género. En 1970, Verdcourt redefine a Phaseolus, considerandolo tinicamente con
aproximadamente 50 especies, todas ellas del Nuevo Mundo y cuyas
caracteristicas son similares a P. vulgaris (especie tipo). Esta redefinicion fue
avalada y refinada por una serie de trabajos posteriores (Maréchal et al., 1978,
Lackey, 1981, 1983). De esta forma, el grupo quedé integrado por tres secciones:
Phaseolus, Minkelersia y Alepidocalyx, las que posteriormente Lackey (1983)
redujo a dos, al unir Alepidocalyx con Minkelersia, estableciendo de esta manera
las secciones Phaseolus y Minkelersia. Maréchal et al. (1978) consideran que las
caracteristicas que definen al género y que lo diferencian de Vigna (género afin)
son las siguientes: 1) Estipulas sin apéndices, no lobuladas; 2) presencia de pelos
en forma de gancho; 3) bracteas florales persistentes en antesis; 4) nudos del
raquis de la inflorescencia no protuberantes; 5) estandarte simétrico; 6) estilo en
espiral (1.5-2 vueltas); 7) estilo caduco, no persistente en el fruto y 8) fruto sin

septos.

La ditima revisién del género es la realizada por Delgado-Salinas (1985) en

donde reconoce unicamente 36 especies para Norte y Centroamérica, distribuidas



en 4 secciones: Phaseolus, Minkelersia, Chiapasanii y Xanthotrichii. No obstante
los estudios taxondémicos efectuados en el género y que han levado a su clara
delimitacion, las relaciones genéticas entre sus especies no han sido hasta ahora
bien establecidas (Debouck, 1991) y lo mismo ocurre en cuanto al nimero de ellas
ya que, mientras Delgado-Salinas (1985) estima 36 especies, algunas de ellas
con divisiones subespecificas, para Debouck (1991) son 52 especies las que

deben de ser consideradas, todas ellas sin divisiones subespecificas, .
ESTUDIOS CROMOSOMICOS EN Phaseolus

Los estudios citogenéticos, junto con los morfolégicos, anatdémicos,
fisiologicos, ecoldgicos, etc., han sido sefalados como herramientas importantes
para la elaboracion de mejores clasificaciones taxonomicas, asi como para el
entendimiento de las relaciones y tendencias evolutivas de los distintos niveles
taxondmicos de los organismos (Thomas, 1973; Green et al, 1980; Almeda y
Chuang, 1992). Técnicas como el bandeo cromosomico y el andlisis meidtico
hacen posible el conocimiento del genomayy las relaciones cromosdmicas (Heslop-

Harrison, 1992}.

Goldblatt (1981) propone gque el nimero cromosomico basico para las

fabaceas es x= 7, actualmente sélo presente en Cercis (Caesalpinioideae). A partir



de x= 7 se dio una poliploidia temprana acompafiada de aneuploidias con pérdida
o ganancia de cromosomas, originando cen ello desviaciones del poliploide n= 14
y dando como resultado toda una serie de nimeros cromosémicos basicos en los
diferentes géneros de las leguminosas. Posteriormente se han presentado
poliploidias en grupos como Leucaena en el que en aigunas especies se ha

registrado un nimero diploide (2n) por arriba de los 100 cromosomas (Kumari y

Bir, 1985).

No obstante la importancia sefialada en los esiudios citogenéticos, la
mayoria de ellos han estado dirigidos a las especies que tradicionalmente han
mostrado alguna utilidad, dejando de lado la potencialidad que pueden tener las
especies silvestres que estan relacionadas o emparentadas con las cultivadas. Tal
es el caso de Phaseolus en el que de las 50 especies reconocidas, Unicamente
en 25 se ha determinado su namero cromosémico (Mercado-Ruaro y Delgado
Salinas, 1996). Lackey (1979), Goldblatt (1981) y Mercado-Ruaro y Delgado-
Salinas (1996) proponen, con base en los reportes disponibles, que al igual que
en la tribu Phaseoleae, el nimero cromosdmico basico en el género es x= 11,
existiendo un numero haploide de n=10 en 3 especies: P. leptostachyus, P.
micranthus y P. macvaughii (Mercado-Ruaro y Delgado-Salinas, en prensa). La
cantidad de éspecies que han sido examinadas cariotipicamente es muy bajo,

siendo el trabajo de Mercado-Ruaro y Delgado-Salinas (en prensa) el que



proporciona un andlisis cariotipico en 10 especies silvestres y que representan en
promedio al 20% de las integrantes del género. La carencia de estudios
cariolégicos en el género se ha atribuido al tamafo muy pequefio de los

cromosomas que dificuita dicho andlisis (Hucl y Scoles, 1985; Zheng et al., 1991).

Algunos autores (Sarbhoy, 1977, 1980; Sinha y Roy, 1979a, 1979b) han
sefalado que, en la evoluciéon cariotipica del grupo han estado involucradas
principalmente las inversiones pericéntricas y paracéntricas, translocaciones y
perdida o ganancia de cromatina. También proponen que el cariotipe en Phaseolus
ha evolucionado hacia una asimetria, con una disminucién en el contenido total de
la cromatina. Los resuitados obtenidos por Mercado-Ruaro y Delgado-Salinas {en
prensa) sefialan, de las especies que analizan, a P. filiformis como la mas primitiva
cariotipicamente por presentar todos sus cromosomas metacéntricos y una baja
longitud cromosémica, ambas caracteristicas sefialadas como primitivas en ia
mayoria de las angiospermas (Stebbins, 1971). Mercado-Ruaro y Delgado-Salinas
(en prensa) mencionan que la aneupioidia también ha jugado un papel en la

evolucién del cariotipo al encontrar tres especies aneuploides con 2n= 20.
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COMPLEJO Phaseolus vulgaris-P. coccineus

La falta de claridad respecto al nimero de especies que integran el género
y de las relaciones filogenéticas entre ellas, ha propiciado el origen de complejos
0 grupos taxonémicos adn sin una definicién clara (Delgado-Salinas, 1985), sobre
todo dentro de la seccién Phaseolus, resaltando el complejo taxonomico
Phaseolus vulgaris-P. coccineus, cuyos integrantes se encuentran estrechamente

relacionados y son de importancia econémica.

El complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus se considera integrado por P.
coccineus subsp. coccineus (= COC), P. coccineus subsp. formosus (= FOR), P.
coccineus subsp. glabellus (= GLA), P. coccineus subsp. griseus (= GRI), P.
coccineus subsp. darwinianus (= DAR) y P. wulgaris (= vUL) (Delgado-Salinas,
1985). La problemaética taxonémica existente en cuanto a las especies que deben
integrar el género se ejemplifica con GLA y DAR, a quienes Delgado-Salinas (1985)
las considera subespecies de P. coccineus, mientras que en publicaciones
recientes algunos autores (Debouck, 1991; Llaca et al., 1994; Gepts, 1996) las

sefialan como merecedoras del rango de especie.

De los taxa que integran al complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus, FOR,

GRI y GLA son exclusivamente silvestres, mientras que COC, DAR y VUL son

1



especies cultivadas que cuentan con su contraparte silvestre. En la tabla 1 se
resumen en forma comparativa varias caracteristicas morfolégicas que permiten

distinguir a los integrantes del complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus.

Phaseolus vulgaris L.
Son plantas herbaceas anuales o raramente enredaderas perennes de

amplia distribucién desde el oeste de México en Durango, hasta Guatemala, El
Salvador y Honduras en bosques de encino, pino-encino o en comunidades
secundarias, en altitudes de 800 a 1900 msnm. Delgado-Salinas (1985) menciona
3 variedades: Phaseolus vulgaris var, vulgaris, es donde se incluye a todas las
formas cultivadas; P. vulgaris var. aborigineusy P. vulgaris var. mexicanus ambas
variedades son silvestres pero con distinta distribucion. la primera de ellas se
encuentra en América del Sur, mientras que la segunda se localiza en América del

Norte. El color de la flor es violeta, rosa o blanco; semillas oblongas, arrinonadas

de coloracién gris, café o0 negro.

Phaseolus coccineus L. subsp. coceineus.

Esta subespecie es la que contiene a todas las formas cultivadas (Delgado-
Salinas, 1985) en las regiones tropicales de altura y templadas. Es el frijol que

produce las semillas mas voluminosas y con flores de color escarlata, blancas o

12



bicolores (Maréchal et al., 1978), raiz tuberosa, hilo de la semilla oblongo-ovado

con epihilo (Delgado-Salinas, 1985).

Phaseolus coccineus subsp. formosus (Kunth) Maré., Masch. et Stain.

Son poblaciones de plantas que pueden aparecer en ambientes silvestres
0, en muchas ocasiones, como poblaciones ferales, cercanas a campos de cultivo,
donde se siembra a P. coccineus subsp. coccineus . Son plantas malezoides bien
establecidas o naturalizadas, con una amplia distribucion en la Repubiica
Mexicana y con una numerosa sinonimia resultado de los diferentes morfotipos
que se pueden reconocer (Delgado-Salinas, 1985). La fuerte vellosidad de las
bractéolas y la presencia de colpos en los granos de polen son las caracteristicas

distintivas del taxon (Maréchal et al., 1978).

Phaseolus coccineus subsp. griseus (Piper) A. Delgado comb. nov.

Son poblaciones silvestres que se distribuyen a lo largo de la Sierra Madre
Occidental, en ia parte occidental del Eje Volcanico Transversal y Sierra Madre del
Sur, en bosques de encino, pino-encino, bosques tropicales caducifolios y en
matorrales xerdéfitos, en altitudes de 610 a 2250 msnm (Delgado-Salinas, 1985).
l.as caracteristicas que permiten distinguirla de otras subespecies de P. coccineus
son sus bractedlas pequeas y ovadas y vainas con numerosas semillas (de 6 a

9).

13
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Phaseolus coccineus subsp. glabellus (Piper) A. Delgado

La subespecie GLA esta integrada por poblaciones silvestres distribuidas en
bosque mesdfilo de montafa y vegetacion secundaria, cuyo origen son las
regiones altas del noreste de México. Maréchal et al. (1978) le confieren la
categoria de especie (Phaseolus glabellus). Sin embargo, Delgado-Salinas (1985)
en su estudio sistematico sobre Phaseolus la considera subespecie de P.
coccineus. Las caracteristicas morfologicas distintivas de este taxon son las
bractéolas pequenias y el follaje glabro (Maréchal et al., 1978), ademas de un periil
proteinico distinto al del resto de las especies y subespecies que integran al
complejo, lo que hace dudar acerca de su posicién como subespecie; por lo que,
Debouck (1991} le da nuevamente el rango de especie. La posicién de Debouck
es reforzada por los estudios de ADN de cloroplastos realizados por Llaca et al.
(1994), Gepts (1996) y Schmit et al. (1996), quienes encuentran que GLA esta muy
distante del resto de los taxa pertenecientes al complejo Phaseolus vulgaris-P.
coccineus y sugieren que debe ser reclasificada como una especie diferente y

fuera del complejo.

Como se ha sefalado al inicio de la presente investigacion, existen
argumentos que ponen en duda la pertenencia de GLA dentro del complejo
Phaseolus vulgaris-P. coccineus, razén por la cual se ha incluido en este estudio,

con la intencién de aportar otro tipo de evidencias que ayuden a clarificar la
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situacién de este taxon dentro del complejo. Las evidencias vertidas en el parrafo
anterior soportan el que GLA es una especie independiente a COC'y al resto de los
taxa integrantes de dicho complejo, postura que también es reforzada por los
resultados obtenidos en este estudio, como se expresa mas adelante, en la

seccion correspondiente.

Phaseolus coccineus subsp. darwinianus Hernandez X. et Miranda C.

Son poblaciones cultivadas junto con el maiz y otras especies de frijol. El
4rea de distribucion de DAR ha sido sefalada como de transicion ecologica y es
una franja entre 1500 y 2300 msnm de la escarpa oriental himeda de la Sierra
Madre Oriental, del lado sur de Oaxaca, de la Sierra de San Cristobal, Chiapas y
en la regién montafiosa del occidente de Guatemala (Hernandez X. et al., 1959),
encontrandose también poblaciones escapadas. Hernandez X. et al. (1959)
proponen que DAR es el resuitado de la cruza entre las especies COC y VUL,
observandose actualmente una mayor afinidad con coc, posiblemente como

resultado de una mayor retrocruza con este Ultimo.

La deteccidn del hibrido entre cOC y VUL, se obtuvo después de una amplia
revision del material disponible en el banco de plasma germinal El Horno en el
Instituro Nacional de investigaciones Forestales y Agropecuarias por parte de

Hernandez X. ef al. (1959). El reconocimiento de los hibridos se basé
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principalmente en las caracteristicas morfolégicas de la semilla, localizadas la
mayoria de ellas en el hilo. El andlisis y la graficacién de los datos permitié
establecer 1a presencia de una poblacidn discreta en posicion intermedia entre los
dos progenitores; dicha poblacién, de acuerdo con estos autores, corresponde a

DAR y cuyo origen sugieren es anterior al descubrimiento del Continente

Americano.

DAR presenta una germinacién epigea, pedunculo corte como VUL y un
estigma externo como en COC, caracteres que para Maréchal et al. (1978) también
les sugieren que se trata de un hibrido. La discusién alrededor de DAR, aparte de
su origen, inciuye el nombre que le debe ser asignado; Maréchal et al. (1978) la
citan como P. coccineus subsp. polyanthus, mientras que para Debouck (1991) es

P. polyanthus Greenman, pero reconociendo su cercana afinidad con COC y VUL,
A diferencia de GLA, y no obstante que han sido muchos los estudios que

se han realizado en torno a DAR, existen atin mucha discusion y dudas sobre su

origen y posicidén taxonémica.
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ESTUDIOS CROMOSOMICOS EN EL COMPLEJO Phaseolus vulgaris-P.

coccineus

Todas las especies y subespecies integrantes del complejo presentan un
nimero cromosomico de 2n= 22, Phaseolus coccineus tiene un cariotipo formado
por 6 cromosomas metacéntricos (m) y 5 submetacéntricos (sm), mientras que
P. wulgaris presenta una férmula cariotipica de 5 metacéntricos + 5
submetacéntricos + 1 subtelocéntrico (st} (Zheng et al.,, 1991) y P . coccineus
subsp. darwinianus silvestre tiene el cariotipo mas simétrico, con 9 metacéntricos

+ 2 submetacéntricos (Mercado-Ruaro y Delgado-Salinas, en preparacion).

Hernandez X. et al. (1959) también realizan estudios para observar el
comportamiento de los cromosomas durante la meiosis del hibrido propuesto y de
sus posibles progenitores. Encuentran que VUL presenta una meiosis normal,
independientemente de que DAR se localice o no en la misma area; en cambio, el
comportamiento de COC depende de la presencia del hibrido. Cuando DAR esta
ausente, la divisién meidtica de COC es normal, con la formacién de 11 bivalentes
durante la diacinesis y metafase | y el resto de las fases con comportamiento
igualmente normal. En sitios donde se encuentra en contacto con DAR, estos
autores observan cromosomas retardados que no llegan a los polos en un

porcentaje que oscila del 5 al 10%. El analisis cromosémico en meiosis de DAR les
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permite detectar de manera esporadica la formacion de 10 bivalentes y 2
univalentes, aunque lo normal cuando no se trata de especies hibridas, poliploides
o con algun tipo de rearreglo cromosémico es encontrar 11 bivalentes. En la
anafase | también encuentran cromosomas retardados. El porcentaje de
aberraciones cromosdmicas observadas en el hibrido fue del 25 al 50%. Todas
estas observaciones, junto con las morfolégicas, les llevé a sugerir una mayor
afinidad filogenética entre COC y DAR. En estudios recientes de Mercado-Ruaro
{no publicados) realizados en poblaciones cultivadas de DAR en Nauiontla. Puebla,
gue se encuentran en contacto con poblaciones cultivadas de coc, también se han

detectado cromosomas retardados.

ESTUDIOS MORFOLOGICOS, ELECTROFORETICOS Y DE HIBRIDACION EN

Phaseolus coccineus subsp. darwinlanus.

Por la hipdtesis de un origen hibrido y por la importancia en la dieta humana
en algunas regiones de México y Centroamérica, DAR ha recibido una mayor
atencién en cuanto al nimero de-estudios morfolégicos, electroforéticos y de

hibridacion, como se pueds apreciar en la informacién contenida en los siguientes

parrafos.
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Smarit (1973) al analizar el problema del origen de DAR, considera que la
semejanza que existe entre las tres entidades taxonémicas involucradas (COC, DAR
y VUL) puede ser debida a un origen comtn de una forma ancestral y no a causa
de la hibridacién y propone que, bajo estas condiciones, DAR puede ser tratada
como una especie distinta; este mismo punto de vista es apoyado més tarde con
evidencias por Schmity Debouck (1991). La opinién de Smartt (1973) estd basada
en observaciones sobre la cantidad de dvulos por vaina: en COCy VUL hay una
variacién de 5 a 10, mientras que en DAR la cantidad es de 3 a 5; el hilo de la
semilia tampoco se ajusta a una posicién intermedia en la subsp. darwinianus, en
la cual se presenta mas largo y circular que en los supuestos progenitores. Aparte
de estas caracteristicas, Smartt (1973) se apoya también en los estudios
realizados por Kloz y Klozova (1968) sobre la movilidad electroforética de la
albumina obtenida de extractos de semillas de Phaseolus. Dichos trabajos
permitieron observar que hay una menor velocidad en Phaseolus polyanthus (DAR)
cuando se compara con COC y VUL, en el caso de ser un hibrido, se esperaria una
movilidad intermedia entre los dos progenitores. Con base en lo sefialado
anteriormente, Smartt (1973) considera que la decision de asignarle la categoria
de subespecie fue muy conservadora por parte de Hernandez X. et al. (1959) y
que se hace necesario un juicio taxonémico para determinar el nombre que debe
ser adoptado, ya que la descripcién y diagnosis de DAR se parecen a la

proporcionada para P. polyanthus (Piper, 1926}.
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ESTUDIOS DE HIBRIDACION EN EL COMPLEJO Phaseolus vulgaris - P.

coccineus.

Debido a la importancia econémica que tienen Phaseolus vuigaris y P.
coccineus, se han efectuado varios trabajos de hibridaciones artificiales entre
ambas especies (Lamprecht, 1941; Coyne, 1964; Thomas, 1964; Al-Yasiri y
Coyne, 1966; Smartt y Haq, 1972; Haq ef al., 1980, entre otros). La obtencion
artificial de hibridos entre COC y VUL est4 documentada desde el siglo pasado en
los trabajos de Mendel (Braak y Kooistra, 1975). Los hibridos son logrados sin
dificultad, como ya se menciond, cuando VUL actGa como parte materna, mientras
que la cruza reciproca, aunque se consigue, es menos exitosa. En este mismo
sentido, Miranda (1967) sefiala que se realiza mas facilmente la hibridacion
cuando se utilizan variedades que provienen de regiones donde se cultivan las tres

entidades taxonémicas.

Maréchal (1971) advierte una reduccién en el nimero de quiasmas y no
apareamiento de algunos cromosomas cuando realiza la cruza artificial entre COC
y VuL. De acuerdo con este autor, sus resultados no concuerdan con lo
encontrado por Lamprecht (1941), quien documenté ia formacion de 11 bivalentes
para esta cruza. Miranda {1967) también lleva a cabo el mismo tipo lde cruza

artificial, en donde ademas incluye a P. coccineus subsp. darwinianus y elabora
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diagramas de dispersion entre distintas variedades de COC, VUL y el supuesto
hibrido natural resultante entre ambos, determina el indice de hibridacion y
observa que el hibrido natural siempre se sitda entre los dos progenitores, aunque
presenta una mayor cercania con €ocC. La similitud morfolégica que tiene DAR con
coc es explicada por Miranda (1967) al sefialar que una vez logrado el hibrido
natural interespecifico, se retrocruza constantemente con COC con lo que recupera
caracteristicas de este Gltimo, conclusiones similares a las que han liegado en
diversas investigaciones realizadas més recientemente. Otros estudios de
hibridacién artificial son log de Smarit (1970), quien al igual que Camarena y
Baudoin (1987), mencionan Ia ventaja de utilizar a vuL como progenitor materno.
No obstante el éxito que se ha tenido al hibridar coc con VuL, ningin autor
menciona que el hibrido resultante sea similar al DAR actual. La razén puede estar
en el tiempo transcurrido desde la aparicién del hibrido que, de acuerdo con
Hernéndez X. ef al. (1858), es anterior al descubrimiento de América y en el
nimero de retrocruzas que han ocurrido desde entonces, determinado asi las

caracterfsticas genéticas y fenotipicas actuaies de DAR.

Es interesante mencionar que varios de los hibridos logrados entre
diferentes especies del género Phaseolus, han requerido el uso de medios de
cultivo de tejidos in vitro para que los embriones se desarrollen y en algunos casos

se han podido obtener plantas adultas (Braak y Kooistra, 1975; Mok et al., 1978;
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Rabakoarihanta et al., 1980; Sabja et al., 1990), indicando que aparentemente no
hay dificuttad para la fusion de los gametos y que la incompatibilidad observada
es poscigética, dando como resultado el aborto del cigoto o la produccion de
semillas no viables. Con el emplieo de medios de cultive descritos para cultivo de
tejidos in vitro, dicha incompatibilidad ha sido eliminada en algunas de las cruzas
realizadas [p.ej., Phaseolus vulgaris x P. ritensis (Braak y Kooistra, 1975); P.

vulgaris x P. acutifolius (Honma, 1956; Rabakoarihanta et al., 1980); P. coccineus

x P. acutifolius (Alvarez et al. 1981)].

HIBRIDACION in situ

La hibridacién in situ (ISH por sus siglas en inglés) es una técnica que
permite la formacién de hibridos moleculares entre acidos nucleicos en solucién
y el ARN o ADN de las células o tejidos colocados previamente en laminillas
citologicas. La técnica fue descrita casi simultaneamente por Gall y Pardue (1969)
y John et al. (1969) y, en ambos casos, se emplean células de un sapo africano
del género Xenopus, colocadas en portaobjetos. La hibridacion esta basada en la
desnaturalizacion y realineacién de los acidos nucleicos y fue inicialmente
concebida con la idea de hibridar ARN radiactivo en solucién, con el ADN de
células contenidas en laminillas citolégicas, y de esta forma detectar in situ la

posicién que ocupa una secuencia especifica de ADN en un cromosoma en
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particular (Sessions, 1996; Leitch et al, 1997), después de llevar a cabo la
hibridacién y exponer la laminilla a una pelicula fotografica. Ahora la hibridacién
in situ es usada principalmente para la localizacion y visualizacién de segmentos
de acidos nucleicos (ADN o ARN) que han sido aislados 0 secuenciados y que
estan presentes en el citoplasma, organelos, cromosomas 0 nicleos. Actuaimente
ya no se utiliza Gnicamente el ARN en solucion, sino que se realizan de manera

muy frecuente hibridaciones ADN-ADN.

La hibridacién in situ es muy importante en el drea clinica ya que permite
detectar trisomias, monosomias o nulfisomias u otro tipo de anormalidades, como
deleciones, duplicaciones y translocaciones. Una de las modificaciones que ha
sufrido la técnica con el paso del tiempo es la substitucién de material radiactivo
por fluorocromos para ia deteccion de la hibridacion, reduciendo asi el riesgo que
implica el empleo de radiactividad y posibilitando ademas la visualizacion
inmediata y directa en el microscopio de fluorescencia. Se usan las siglas FISH
para indicar cuando se utilizan fluorocromos ("fluorescent in situ hybridization")
en la identificacion de determinados fragmentos y diferenciarla de otro tipo de
método. La hibridacién in situ, llamada también hibridacion histoquimica o
citolégica, difiere de otras técnicas al permitir ia localizacién fisica en el genoma

de secuencias especificas de ADN o ARN in situ.
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Cuando se emplean técnicas como las de "Southern”, "Northern” o la de
"Dot Blots", en las que se utilizan soportes sélidos, como puede ser una
membrana, para la deteccién de la presencia de segmentos particulares de ADN
aislado, todo el procedimiento de hibridacién es ex situ, lo cual impide la
visualizacién de la posicién que guarda determinado segmento clonado o aislado
en un cromosoma en particular u organelo celular; no obstante, por la intensidad
de la hibridacién, es posible evidenciar de una manera cualitativa la existencia y

magnitud de la hibridacién y por o tanto la similitud génica existente entre dos

genomas.

Schwarzacher et al. (1989) propusieron el término de "genomic In situ
hybridization" (GISH) para indicar el uso de todo el ADN gendémico marcado de
una especie como prueba durante ia hibridacién genémica, mientras que lo que
se conoce como “fluorescent in situ hybridization" (FISH), utiliza como prueba
secuencias cromosémicas clonadas ¢ aisladas y marcadas con fluorocromos.
Leitch et al. (1994) mencionan que GISH es una herramienta poderosa que
posibilita la visualizacién de pruebas de ADN en tejidos, células, nlcleos y
cromosomas, de tal forma que la localizacidén de los acidos nucleicos puede ser
determinada in situ. Las condiciones a que son sometidos los &cidos nucleicos con
esta técnica permite una hibridacién entre secuencias de nucleétidos que tengan

al menos entre 80-85% de homologia (Schwarzacher et al., 1989). A GISH se le
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han encontrado varias aplicaciones; destacan, por ejemplo, el que puede ser
empleada para estudios de filogenia o citogenética evolutiva (Parokonny et al.,
1992), en la discriminacion y localizacion de cromosomas en un genoma
alopoliploide (Bennett ot al., 1992), translocaciones intergenémicas (Jellen et al.,
1994), identificacién de secuencias de ADN en un genoma nuclear de una planta
que contiene secuencias de ADN de mas de una fuente (Schwarzacher et al.,
1089; Callimassia et al., 1994), identificacién de la presencia y tamafio de
segmentos de genomas externos, adiciones cromosomicas, substituciones,
intercambios u otro tipo de rearreglos cromosémicos (Schwarzacher et al., 1989),
o para distinguir visualmente en el nucleo celular a genomas que difieren en

composicién molecular (Kenton et al., 1997).

Parokonny et al. (1992) demuestran la especificidad de GISH para
discriminar cromosomas en hibridos de! género Gibasis (Commelinaceae), de los
cuales se conoce a los progenitores. Al utilizar hibridos de G. karwinskiana x G.
consobrinay marcando et ADN total de uno de los progenitores como prueba, sélo
la mitad de! complemento cromosémico del hibrido fue detectado con la marca,
mientras que el resto de los cromosomas pertenecientes al otro progenitor no
fueron marcados. Resultados similares han sido documentados en hibridos de

Avena (Chen y Armstrong, 1994), Lolium x Festuca (Thomas et al., 1994) y
Lathyrus (Callimassia et al., 1994).
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Una de las areas en las que GISH puede tener un gran impacto es en
estudios de filogenia, en la deteccion e identificacién de genomas ancestrales en
hibridos o alopoliploides de los que se desconoce, pero se sospecha, acerca de
los progenitores que les dieron origen. Ejemplos de esta aplicacion son los
estudios realizados en Milium montianum (Bennett et al., 1992), o en Nicotiana
tabacum (Kenton et al., 1993). En el caso de M. montianum se demuestra que uno
de los progenitores de este alopoliploide es M. vervenale, como ya habia sido
propuesto después de llevar a cabo estudios cariotipicos que incluyen bandeo
cromosémico, pero que no se pudo afirmar categéricamente, ya que la sospecha
sélo estaba basada en la morfologia de los cromosomas y en la similitud de
bandas cromosémicas; la hibridacion total del ADN nuclear de M. vervenale con
estos cromosomas morfolégicamente similares permite establecer con certeza que

efectivamente se trata de uno de los progenitores que da origen a M. montianum.

En lo que se refiere a estudios de hibridacién genémica en el genero -
Phaseolus, existe el trabajo de Frediani et al. (1993) quienes, utilizando la
hibridacién in situ, han visualizado la posicién de los genes que codifican para la
proteina PGIP (Polygalacturonase-Inhibiting Protein) en Phaseolus vulgaris: sus
resultados han permitido establecer que dicha secuencia se encuentra localizada
en la regién heterocromética pericentromérica del cromosoma metacéntrico 10.

Otros registros son los de Schumann et al. (1890) y Nenno et al. (1993}, quienes
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han documentado la ubicacién cromosémica del gen de la faseolina. Todos los
estudios han sido realizados en los cromasomas politénicos de Phaseolus vulgaris.

Lo anterior pone de manifiesto la potencialidad de la hibridacién in situ en el

mapeo cromosémico.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Aportar evidencias de citogenética molecular que ayuden a esclarecer el
problema del origen de P. coccineus subsp. darwinianus'y la posicién taxondmica
de P. coccineus subsp. glabellus, ademas de determinar las relaciones geneéticas
entre los distintos taxa que integran el complejo P. vulgaris-P. coccineus, utilizando

para ello la hibridacién genémica [GISH y de DOT BLOTS (manchas de punto)].

OBJETIVOS PARTICULARES

I, Con la aplicacién de la hibridacién de GISH y de DOT BLOTS:
a) Establecer si Phaseolus coccineus subsp. darwinianus es un hibrido

cuyos progenitores son P. coccineus y P. vulgaris.
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b} Utilizando poblaciones silvestres y cultivadas, determinar si P. coccineus

subsp. darwinianus es una derivacién directa de P. coccineus.

Il. Determinar si las diferencias morfolégicas y de ADN de cloroplastos
observadas en P. coccineus subsp. glabellus también se evidencian a nivel
de similitud genémica con el resto de los miembros del complejo Phaseolus
vulgaris-P. coccineus. Mediante los métodos de GISH y de DOT BLOTS se
verificara la separacién de P. coccineus subsp. glabellus del resto de las

especies que integran el complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus.

lil. Determinar la cercania genémica entre todos los taxa que integran al
complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus: P. coccineus subsp. coccineus,
P. c. subsp. formosus,P. c. subsp. darwinianus, P. ¢. subsp. glabellus, P. c.

subsp. griseus y P. vulgaris, utilizando para ello la hibridacion ex situ de

DOT BLOTS.

HIPOTESIS

® Si Phaseolus coccineus subsp. darwinianus (=P. polyanthus) es el
resultado de la cruza entre P. coccineus y P. vulgaris y los genomas de

estas dos dltimas especies estan bien diferenciados, entonces, al aplicar la
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estas dos Gltimas especies estan bien diferenciados, entonces, al aplicar la
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técnica de GISH en estos tres taxa, la mitad de los cromosomas de P.
cocccineus subsp. darwinianus seran marcados al hibridizarse con el ADN
total de P. coccineus, mientras que la otra mitad debera ser hibridizada por
el ADN total de P. vulgaris. Si P. coccineus subsp. darwinianus es una
derivacion directa de P. coccineus, entonces todos o casi todos los
cromosomas de la subsp. darwinianus deberan ser marcados cuando se

hibridicen con e ADN total de P. coccineus.

Si Phaseolus coccineus subsp. glabellus no estd tan cercano
genéticamente de P. coccineus como se desprende de los estudios
taxonomicos y de ADN de cloroplastos realizados en esta subespecie,
entonces con GISH y con DOT BLOTS se espera que haya poca o nula
hibridacion cuando sus cromosomas y ADN aislado se hibridicen con el

ADN total de P. coccineus.

Si las especies que integran al complejo Phaseolus vulgaris-P.
coccineus muestran distinto grado de cercania genética, entonces al aplicar
la técnica de DOT BLOTS deberan obtenerse diversos grados de intensidad
en la hibridacién y un débil o nulo marcaje de hibridacién con el ADN de P.
leptostachyus (LEP), especie que esta fuera del complejo y que es utilizada

como testigo.
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MATERIALES Y METODOS

Los taxa analizados en el presente estudio son integrantes del complejo
Phaseolus vulgaris-P. coccineus, con excepcion de Phaseolus leptostachyus que

fue utilizado como especie testigo en la hibridaciéon de DOT BLOTS. Los datos de

recoleccién del material biolégico se presentan en la tabla 2.
HIBRIDACION GENOMICA IN SITU

El método empleado para llevar a cabo [a hibridacién genémica in situ es
bastante extenso. En el cuadro 1 se presenta un diagrama en donde de manera
condensada, se muestra todo el procedimiento y posteriormente éste es descrito
con cada uno de los pasos involucrados. La relacion de reactivos y soluciones

utilizados es presentado en el apendice 1.
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Cuadro 1. Pasos principales invelucrados en la hibridacién genémica in situ.

w

OBTENCION DE LAMINILLAS EXTRACCION Y MARCAJE
CON CROMOSOMAS DEL ADN PRUEBA
N '4

DESNATURALIZACION DEL ADN PRUEBA
Y DE LOS CROMOSOMAS

d
HIBRIDACION

)

LAVADOS
d
DETECCION DE LA HIBRIDACION

\)

VISUALIZACION Y ANALISIS
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PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO.- Esta parte implica la obtencién
de laminillas con cromosomas metatésicos y la extraccién de ADN de hojas

jovenes. Incluye igualmente pasos intermedios previos al marcaje del ADN aislado.

OBTENCION DE LAMINILLAS CON CROMOSOMAS METAFASICOS

Los cromosomas metafasicos fueron obtenidos de meristemos radiculares
de semillas germinadas en cajas de petri conteniendo una capa de algodén y
papel filtro humedecidos. Raices de 1-2 cm de longitud fueron pretratadas con 8-
hidroxiquinoleina 0.002M durante 5 horas, posteriormente fueron fijadas en farmer
(mezcla de alcohol etilico absoluto-acido acético glacial en una proporcién 3:1) por
una hora como minimo; para ablandar el tejido meristematico y obtener una buena
separacién celular, las raices fueron colocadas después de un lavado con agua
en una solucién de celulasa 2%-pectinasa 20% durante 30 min a 37°C; el
aplastamiento del meristemo fue realizado en una gota de acido acético glacial al
45%. E| cubreobjetos fue removido de la preparacion empleando el método de
congelacién descrito por Conger y Fairchild (1953). Las laminillas obtenidas fueron
almacenadas hasta su utilizacidn en cajas de preparaciones con una bolsa
conteniendo gel de silice en su interior y selladas con cinta adhesiva, para de esta

forma extraer la mayor cantidad de humedad.
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EXTRACCION DE ADN

La extraccion del ADN fue de acuerdo con la técnica descrita por Doyle y
Doyie (1990) con algunas modificaciones desarroliadas en el Jodrell Laboratory de

los Royal Botanic Gardens, Kew. La técnica completa se describe a continuacion:

- Precalentar 10 ml de solucién amortiguadora (buffer) de extraccion y un

mortero a 65°C en un bafio maria.
- Cortar en trozos 0.5 a 1 gramo de hojas jovenes de la planta, colocarios

en un mortero junto con una pequefia cantidad del amortiguador de
extraccién precalentado y moler bien hasta obtener una pasta, agregar mas
amortiguador haciendo una suspensién para finalmente utilizar el resto del

amortiguador.
- Transferir la suspensién a tubos de centrifuga e incubar a 65°C por lo

menos durante 20 min.
- Agregar un volumen igual (10 ml) de cloroformo-alcohol iscamilico al tubo

y colocar en agitacién por aproximadamente 20 min para lograr una buena

emulsion.
- Centrifugar a 8000 rpm durante 10 min a 4°C,
- Colocar en un tubo limpio la fase acuosa y agregarle isopropanol frio hasta

dar una concentracién final de 60%. Centrifugar nuevamente a 8000 rpm
durante 10 min a 4°C, remover el sobrenadante y lavar el precipitado en

etanol 70% frio (20 ml).
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le integra un paquete computacional, programado para hacer las mediciones de
manera automatica y proporcionar la concentracién de ADN y de proteinas
presentes en cada muestra; en caso de que la concentracion de proteinas esté por
arriba de la obtenida para el ADN, se requiere llevar a cabo una reextraccion para

disminuir las impurezas provocadas por la alta concentracion de proteinas.
MARCAJE DE ADN

El método utilizado para el marcaje de ADN fue el llamado reaccién de
translado por corte (nick translation), el cual emplea dos enzimas provenientes de
Escherichia coli: ADNasa | y ADN polimerasa, para incorporar nucledtidos

marcados a lo largo de la doble cadena de ADN.

Para marcar 3 microgramos de ADN, se agregaron en un tubo eppendorf

las cantidades mostradas en la tabla 3.
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Las cantidades mostradas en la tabla para cada especie se colocan en ese
orden en un tubo eppendorf de 1.5 mi y se mezclan bien en un vortex y se
agregan 10 4 de mezcla de enzimas (0.4U/i ADN polimerasa I + 40 pg/d

ADNasa), para continuar con los siguientes pasos:
- Incubar 90 min a 16°C.
- Parar la reaccién agregando 5 ¢ de EDTA 0.5M.
- Agregar 3 1l de ADN de esperma de salmén.
- Mezciar vigorosamente y agregar 15 ;4 de acetato de sodio 3M, mezclar

nuevamente y centrifugar brevemente.

- Agregar 300 4l de etanol frio y mezclar invirtiendo varias veces el tubo.
- Dejar por lo menos 2 horas o toda la noche a -20°C.

- Centrifugar a 13 000 rpm a 4°C durante 10 min.

- Descartar ef etanol y dejar boca abajo el tubo hasta que el precipitado se

seque.
- Resuspender el precipitado en 150 /4 de agua, mezclar bien y dejar que

se disuelva a temperatura ambiente o a 4°C durante 30 min o mas.

- Agregar 15 4l de acetato de sodic 3M, mezclar y centrifugar brevemente.
- Agregar 300 4 de etanol frio y mezclar invirtiendo varias veces el tubo.
- Dejar a -20°C durante 2 horas como minimo.

- Centrifugar a 13 000 rpm durante 10 min a 4°C.

- Descartar el sobrenadante y dejar el tubc con la boca hacia abajo para

que el precipitado se seque.
- Agregar 21 i de TE pH 8, mezclar, centrifugar brevemente y dejar que el

precipitado se disuelva.
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PRETRATAMIENTO DE LAS LAMINILLAS CON CROMOSOMAS
Para asegurar una deshidratacién total de las laminillas con los

cromosomas, una vez que se extraen del congelador, se dejan secar en una
incubadora a 37°C toda una noche. Una vez deshidratadas, se les agregan 200
4 de ARNasa A diluida (1:1000) y se coloca un cubreobjetos de plastico, se
incuba durante 1 h a 37°C.

Se remueve el cubreobijetos y se lavan las laminillas 3 veces en 2x SSC
durante 5 min cada uno con agitacién, posteriormente se colocan en solucion
farmer por 30 min y se deshidratan en una serie de alcoholes de 70,90y 100%
durante 3 min cada uno y se dejan secar a temperatura ambiente hasta el

momento en que se lleve a cabo la hibridacién.
PREPARACION DE LA MEZCLA DE HIBRIDACION

Las cantidades que a continuacién se mencionan son suficientes para llevar a

cabo la hibridacion en 5 laminillas.

10 ul de ADN marcado
50 . de formamida

20 4l de extran sulfato

10 ul de 20x SSC

10 4l de agua destilada
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Se mezcla muy bien y se mantiene en refrigeracion hasta queé se lleve a
cabo su desnaturalizacion, 1a cual se inicia justo antes de que los cromosomas de
las dos Gltimas laminillas estén siendo desnaturalizados (como se describe mas
adelante). La desnaturalizacién de la mezcla de hibridacién se realiza en un bafio
maria a 76°C durante 15 min y posteriormente s mantiene en hielo hasta que

dicha mezcla es aplicada sobre las laminillas.
DESNATURALIZACION DE LOS CROMOSOMAS

La desnaturalizacién de los cromosomas se realiza en una solucién de
formamida al 70% en 2xSSC a 70-72°C. Las laminillas son introducidas durante
> min en la formamida caliente, € inmediatamente se pasan por una serie de
alcoholes frios de 50, 70, 90 Y 100% durante 2 min en cada uno de ellos y se

dejan secar a temperatura ambiente.

HIBRIDACION

Una vez que la mezcla de hibridacién y los cromosomas han sido
desnaturalizados, se colocan sobre cada laminilla 20 u de lé mezcla de
hibridacién. Se cubre la laminilia con un cubréobjetos de plastico evitando las
burbujas y se acomodan en una camara himeda de la que se sellan los bordes

para evitar la evaporacion. Se dejan toda la noche en una incubadora a 37°C.
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Las hibridaciones in situ que fueron realizadas son mostradas en el siguiente
cuadro:

CROMOSOMAS ADN PRUEBA MARCADO CON BIOTIN O DIGOXIGENINA
coC cult, VUL silv. DAR silv, coc feral FOR GLA
F.B.1275 | M. Ds/n |RR2519 |JAV3725 |FBsm |Fp. 1099

DAR silvestre X X

R.R. 2519

DAR cultivado X X

D.M. 39

vuL cultivado X X ,

F.B. 1065

FOR silvestre X X

F.B. s/n

GRI silvestre X

R.R. 2219

GLA silvestre X X

F.B. 1099

LAVADOS POSTHIBRIDACION

Colocar dos cristalizadores conteniendo 2X SSC y otro con formamida al
50% en un bafio maria con agitacién, permitiendo que las temperaturas se
equilibren a 42°C. Se retiran las laminillas de la incubacién y cuidadosamente se
remueve el cubreobjetos e inmediatamente se introducen las preparaciones en uno
de los cristalizadores conteniendo 2X SSC, se agita suavemente durante 5 miny

se transfieren al otro cristalizador que contiene la formamida al 50 % durante 10
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min con agitacion, posteriormente se introducen en el tercer cristalizador con 2X
SSC por otros 10 min con agitacion. Se transfieren a otro cristalizador con 2X SSC
a temperatura ambiente y se agita suavemente de nueva cuenta durante 10 min,
transfiriendo posteriormente a otro cristalizador con solucién amortiguadora de

bicarbonato de scdio y Tween 20 (1X BT) durante 10 min.

DETECCION DE LA HIBRIDACION

Se extraen las laminillas del amortiguador 1X BT, se dejan escurrir
individualmente y se les agrega a cada una de ellas 50 4l de suero de albimina
de bovino al 5% (BSA), se les coloca un cubreobjetos plastico y se incuban a

temperatura ambiente por 5 min.

Se retira el cubreobjetos, se escurre, pero sin dejar que se sequen las
preparaciones se les anade 50 J de F-avidina en una concentracién de 10 ug/mi
en el caso del ADN marcado con biotin, mientras que para el ADN marcado con
digoxigenina se adicionan 50 4l de F-antidigoxigenina. Se les coloca otro
cubreobjetos limpio, se introducen a una cdmara himeda y se incuban a 37°C
durante una hora. Mientras se ileva a cabo la incubacién, se calientan a 40°C dos

cristalizadores conteniendo amortiguador 1X BT.
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Se remueve el cubreobjetos y las preparaciones son introducidas en uno de
los cristalizadores conteniendo el amortiguador 1X BT a 40°C con agitacion

durante 5 min, se repite el proceso con el otro cristalizador.
AMPLIFICACION DE LA SENAL DEL ADN MARCADO CON BIOTIN

Se escurre cada preparacion de manera individual y se les agrega 50 14 de
bloqueador de suero de cabra al 5%, se cubren con un cubreobjetos de plastico
y se dejan incubar a temperatura ambiente por 5 min. Se retira el cubreobjetos,
se escurre la preparacion y se le afade 50 4 de antiavidina con biotin a una
concentracién de 25 ug/ml en blogueador de suero de cabra. Se les coloca
nuevamente un cubreobjetos y se incuban en una camara himeda a 37°C por 1
hora. Durante i/a incubacién se calientan a 40°C dos cristalizadores conteniendo
amortiguador 1X BT en un baiio maria con agitaciéon en los que se lavan las
preparaciones durante 5 min en cada uno de ellos. Se escurren las preparaciones
y se les agrega nuevamente 50 ul de F-avidina diluida e incuban a 37°C durante
otra hora, después de la cual se les dan dos lavados en amortiguador 1X BT a

40°C con agitacion por 5 min cada uno.

45



CONTRATINCION, MONTAJE Y VISUALIZACION

Extraer cada preparacion del amortiguador, escurrir bien y agregar 50 ul de
yoduro de propidio a una concentracion de 2.5 ug/ml y colocar un cubreobjetos
para incubar en obscuridad y a temperatura ambiente durante 10 min. Retirar el
cubreobjetos e inmediatamente introducir en amortiguador 1X BT durante 5 min
con agitacién. Escurrir cada preparacion y para montar agregar i5 4 de
Vectashield/DAPI y colocar un cubreobjetos de vidrio. El exceso de medio de

montaje se elimina al presionar la preparacién entre dos hojas de papel filtro.

La hibridacién in situ es visualizada en un microscopio de epifluorescencia
con filtros Carl Zeiss 01 para la tincién con DAPI y un filtro 09 para observar los
cromosomas tefiidos con biotin y digoxigenina. Aunque el anélisis microscopico
puede ser de inmediato, es més conveniente mantener las preparaciones en
obscuridad durante 2 dias a 4°C para que la sefial se estabilice. Los mejores
campos fueron fotografiados utilizando pelicula fotografica Fuji ASA 1000. Los

cromosomas de los mejores campos se fotografiaron con tincion DAPI y con biotin.
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HIBRIDACION DE ADN SOBRE MEMBRANA ("DOT BLOTS")

En este tipo de hibridacién ex situ, se siguié el método descrito en el
manual de instrucciones del aparato de microfiltracién de los laboratorios Bio Rad,
nimeros de catdlogo 170-6545 y 170-6547, y también siguiendo las
especificaciones del protocolo del rediprime para marcado de ADN de los

laboratorios Amersham International (apéndice 2).
COLOCACION DEL ADN EN MEMBRANA HYBOND N+

El ADN gendémico total de COC, FOR, GRI, GLA, DAR, VUL y LEP (éste ultimo

como testigo) fue aislado de la misma manera descrita previamente para GISH.

Para cada especie se prepararon diluciones de 800, 160, 32,6.4y 1.28 ng.
El ADN diluido fue desnaturalizado por calor a 100°C durante 10 min. Una vez
desnaturalizado el ADN de las distintas diluciones, se colocaron brevemente en
hielo, solo para ser transferido al aparato de DOT BLOTS y dejarlo atrapado en
la membrana de nitrocelulosa en su forma desnaturalizada (el modo de ser
colocada cada una de las diluciones es descrito en el apéndice correspondiente

al aparato de microfiltracion). El ordenamiento de las diluciones es mostrado en

la tabla 4.
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Tabla 4. Especies que fueron empleadas en la hibridacién Dot Blots y las concentraciones
utilizadas. En el caso de P. vulgaris, P. coccineus subsp. coccineus 'y de P. coccineus subsp.
darwinianus se usaron una poblacién silvestre (1) y una cultivada (2). E1 ADN que fue marcado
con P2y que fue utilizado como prueba correspondié a P. coccineus subsp. coccineus con

nidmero de colecta 1275 de F. Basurto proveniente de Durango, México.

ADN (conc.)

vuu1 VL2 DAR1 DAR2 LEP

PREHIBRIDACION

La membrana de nitrocelulosa fue retirada del aparato de microfiltracién e
introducida en una bolsa de plastico a la cual se le agregaron 20 ml de la mezcla
de prehibridacién consistente en sulfato de extran al 5%, solucién de Denhart 5x,
0.4% N-lauroyl sarcosina y 100 14 de ADN desnaturalizado de testiculo de salmén,

se sellé la bolsa e incubé a 65°C durante toda la noche con agitacién de 50 rpm.
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HIBRIDACION, LAVADO Y DETECCION DE LOS DOT BLOTS

Antes de retirar la membrana de la incubadora, siguiendo el sistema de
"random prime DNA", se marcaron con P* (fosforo radiactivo), 50 ng de ADN de
coc (F. Basurto 1275) que se diluyeron en 21 1l de TE y desnaturalizaron por
calor durante 2 min. EI ADN marcado fue agregado a la bolsa que contenia la
membrana, se eliminaron todas las burbujas y la bolsa se sellé de nueva cuenta.

La membrana fue puesta nuevamente en incubacién a 65°C con agitacion durante

toda la noche.

Al dia siguiente se realizaron los lavados posthibridacion, los cuales son

altamente agresives y que consisten en:
Lavado en 2xSSC, SDS 0.1% durante 30 min a 65°C.
Lavado en 1xSSC, SDS 0.1% durante 30 min a 65°C.
Lavado en 0.1XSSC, SDS 0.1 durante 30 min a 65°C.
Lavado en 0.1xSSC, SDS 0.1% durante 15 min a 65°C.

Durante cada lavado se determina la cantidad de radiactividad que tiene la
membrana, como se detectd una baja considerable de {a misma antes de que se
completaran todos los lavados, se pasé la membrana a un lavado final en 2xSSC,
se envolvié en un plastico para ponerla en contacto con pelicula fotografica Omax-
X de Kodak a -80°C durante 15 horas para de esta forma detectar la intensidad

de la hibridacion en las distintas concentraciones de las especies analizadas. La
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pelicula fue revelada y se imprimié para detectar la hibridacion en cada una de las
muestras. La similitud genética fue determinada cualitativa y cuantitativamente por
la intensidad de color y diametro de la mancha respectivamente en el papel

fotografico.

Para la obtencién del dendograma de andlisis de distancia de similitud,
producto de los DOT BLOT, se utilizé el programa NTSYS-pc version 1.80 (Rohlf,
1993).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Del aislamiento del ADN genémico de los distintos taxa incluidos en el

estudio, se obtuvieron las siguientes concentraciones:

TAXA EJEMPLARES CONC. ADN (ug/id)
cocC’e F. Basurto 1275 cult. 1.8
COCe F. Basurto 1243 silv. 2.0
coc* J. A, Villarreal 3725 feral 1.4
FOR"e F. Basurlo s/n silv. 4.74
GLA'e F. Basurto 1099 silv. 3.03
GRle R. Ramirez-Delgadillo 2219 silv. 9.0
DAR*e® R. Ramirez-Delgadillo 2519 silv. 4.1
DARe D. Martinez 39 cult. 8.9
VUL*e M. Diaz Gardurio s/n silv. 1.3
VULe F. Basurto 1065 cult. 5.5
LEPe® A. Delgado s/n silv. 0.61

Parte del ADN aislado de las especies sefialadas con un asterisco (*) fue
marcado con biotin o digoxigenina en la hibridacion genémica in situ (GISH),
mientras que todas las especies marcadas con un circulo obscuro (@) fueron

utilizadas en la hibridacién ex situ (DOT BLOTS).
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Puede apreciarse en los resultados anteriores, que las concentraciones de
ADN obtenidas, aunque variables fueron altas, es por ello que los volimenes
necesarios para marcar 3 ug de ADN fueron en algunos casos menores a un
microlitro. GRI fue la especie de la que se obtuvo una mayor concentracién por
microlitro (8 g} y LEP en la que se logré una menor concentracion (0.61 .g). Las
distintas cantidades de ADN obtenidas para las diferentes especies puede estar
reflejando que la trituracion de las hojas no fue homogénea para todas, o bien que
el tejido foliar presenta distinta dureza en cada una de las especies, por lo que el

aislamiento del ADN tuvo mayor rendimiento en algunas especies que en otras.

HIBRIDACION GENOMICA in situ

Una vez realizado el aislamiento, marcaje y deteccién de la incorporacion
del biotin o digoxigenina en el ADN, se llevaron a cabo las hibridaciones cuyos

resultados se presentan a continuacion:

& Phaseolus coccineus subsp. darwinianus cultivado (cromosomas) X P.

coccineus subsp. coccineus cultivado (ADN)

Cuando se realizé la hibridacion entre los cromosomas de DAR (cultivado)
con et ADN marcado de Coc (cultivado) se obtuvo una hibridacién casi total, como
se muestra en la figura 1. La homolegia entre regiones del ADN-prueba con el de

los cromosomas en las laminillas, se detecta porque los cromosomas adquieren
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una coloracién verde-amarilla, resultado de la incorporacién de nucledtidos
marcados con digoxigenina unida a la antidigoxigenina cuando se lleva a cabo la
renaturalizacién del ADN de los cromosomas en presencia del ADN aislado y
marcado, también desnaturalizado. La incorporacién se detectd durante la
observacién en microscopio de flurorescencia. La carencia de homologia entre dos
genomas Sse aprecia como una coloracion roja, producida por la incorporacion del
yoduro de propidio en segmentos o regiones en que no se incorpord la

digoxigenina o el biotin y por lo tanto, esto estd implicando que no hubo

reconocimiento.

El llevarse a cabo una hibridacién cercana a la totalidad como la que se
presenta en la figura 1, indica una muy fuerte similitud génica entre ambas
subespecies, y debido a esta similitud no hay una discriminacién cuando se lleva
a cabo la renaturalizacién entre los nucleétidos marcados del ADN-prueba, con los
no marcados de los cromosomas, a diferencia de lo observado en Commelina
(Parokonny et al., 1992), Lathyrus (Callimassia et al., 1994), Milium (Bennett et al.,
1992) o en Nicotiana (Parokonny y Kenton, 1998), en donde se observaron
cromosomas completos sin hibridar. Una observacién mas delallada de los
cromosomas permite detectar que la coloraciéon verde-amariita no es del todo
uniforme, indicando asi que existe falta de homologia génica a niveles puntuales

o de pequefias regiones cromosomicas; es posible apreciar también que en
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algunas areas la tincion es més intensa que en otras, lo cual esta implicando que

la similitud génica en dichas regiones es aln mayor que en las de tincion mas

tenue.

Figura 1. Cromosomas metafasicos de Phaseolus coccineus subsp. darwinianus poblacion cultivada
(D. Martinez 39). Los cromosomas de las fotografias de la izquierda estan tefiidos con DAPI para
mostrar nimero y disposicién. Los cromosomas de la derecha son los mismos campos, pero
hibridados con el ADN gendémico total de Phaseolus coccineus coccineus poblacion cultivada (F.
Basurto 1275) marcado con digoxigenina. La tincién verde-amarilla que presentan todos los

cromosomas, indica que se llevé a cabo la hibridacién en todos los cromosomas.
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& Phaseolus coccineus subsp. darwinianus silvestre (cromosomas) x P.

coccineus subsp. coccineus cultivado (ADN)

En la figura 2 se observan los cromosomas de DAR de origen silvestre en
donde se presenta una situacién idéntica a la de la figura 1, es decir, el
reconocimento entre los dos genomas es casi total, e igualmente se presentan

regiones en donde se evidencia una mayor homologia que en otra.

La similitud en los resultados obtenidos entre poblaciones cultivadas y
silvestres de DAR cuando se hibridan in situ con coc cultivado, esta indicando la
gran similitud génica que existe entre DAR y COC; adicionalmente también esta
implicando que las diferencias fenotipicas que existen y que distinguen a las
poblaciones silvestres y cultivadas de DAR con COC no pueden ser detectadas con
la hibridacién genémica in situ, ya que las variaciones genéticas que estan dando
como resuitado un fenctipo distinto, pueden ser de segmentos cromosomicos de
longitud muy pequeia, mutaciones puntuales o bien, rearreglos intracromosémicos

que no pueden ser detectados con esta técnica.
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Figura 2. Cromosomas metafésicos de Phaseolus coccineus subsp. darwinianus poblacion
silvestre (R. Ramirez-Delgadilio 2519). Las fotografias del lado derecho muestran la hibridacién
con el ADN gendmico total de P. coceineus coccineus poblacion cultivada (F. Basurto 1275) el
ADN fue marcado con digoxigenina. El grado de hibridacién fue casi total como es apreciado por
la coloracion verde-amarilla que adquirieron todos los cromosomas. Las fotografias de la
izquierda muestran los mismos cromosomas tefiidos con DAPI.



M Phaseolus coccineus subsp. darwinianus cultivado (cromosomas) x P.

vulgaris silvestre (ADN)

No obstante que en esta hibridacién es el ADN de vuL el que se esta
mezclando con el ADN contenido en los cromosomas de DAR, la figura 3 presenta
células muy semejantes a las obtenidas cuando se realizaron las hibridaciones de
DAR X COC, indicando que existe también una alta similitud génica entre VUL
silvestre con las poblaciones cultivadas de DAR y por consecuencia de igual forma
con coc. Por el parecido en la hibridacién mostrada en los cromosomas, es dificil

decir si COC o VUL es la que esta mas relacionada con DAR.

B Phaseolus coccineus subsp. darwinlanus silvestre (cromosomas) x P.

vulgaris silvestre (ADN)

En la figura 4, a diferencia de las anteriores, se observa que varios
cromosomas de DAR no se hibridaron con el ADN de VUL silvestre, los
cromosomas que no muestran sefiales de hibridacion fueron de tres a cuatro por
célula. Lo anterior esta indicando una menor relacién de VUL silvestre con DAR
silvestre; sin embargo, sigue siendo alta la similitud génica ya que méas de la mitad
de los cromosomas restantes incorporaron el ADN marcado con biotin. En caso

de que existiera un origen hibrido para DAR y una mayor diferenciacion génica
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Figura 3. Cromosomas de Phaseolus coccineus subsp. darwinianus poblacion cultivada (D.
Martinez 39) nibridados con el ADN gen6mico total de P. vuigaris poblacién silvestre (M. Martinez
s/n) proveniente de Morelos y que son mostrados en las fotografias del lado derecho. La
incorporacion de los nucledtidos marcados con digoxigenina esta indicando una alta homologia

genética.
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Figura 4. Cromosomas de Phaseolus coccineus subsp. darwinianus poblacién silvestre (R.
Ramirez-Delgadiflo 2519). Los cromosomas del lado izquierdo fueron tefiidos con DAP! mientras
que los mismos campos fueron hibridados con el ADN gendmico total marcado con digoxigenina
de P. vulgaris poblacién silvestre de Morelos (M. Maritinez s/n). Las flechas sefialan los
cromosomas o partes de ellos que no se hibridaron mientras que el resto de ellos muestra un

alto grado de hibridacion.



entre COC y VUL, como fue planteado en una de las hipétesis del presente trabajo,
deberian de hibridarse la mitad o casi la mitad de los cromosomas de DAR con ol

ADN de los progenitores propuestos por Hernandez X. et al. (1959).

& Phaseolus vulgaris cultivado (cromosomas) x P. coccineus subsp.

darwinianus silvestre (ADN)

En este caso, al utilizar cromosomas de vuL. y ADN de DAR marcado con
digoxigenina los resuitados obtenidos fueron muy similares a los descritos
previamente en las tres primeras hibridaciones, en el sentido de que todos los

cromosomas mostraron una hibridacién practicamente total (figura 5).
I Phaseolus vulgaris cultivado (cromosomas) x P. cocclneus cultivado (ADN)

Se llevé a cabo esta hibridacién para tratar de confirmar la alta similitud
génica existente entre estas dos especies, ya manifestada con las hibridacidnes
genémicas descritas en los parrafos anteriores, asi como en las hibridaciones
interespecificas tradicionales reportadas por otros autores (Maréchal, 1871; Hucl
y Scoles, 1985), quienes documentan la formacion de 10 bivalentes y dos
univalentes con un promedio de 1.6 quiasmas por bivalente en las células madres
del polen, evidenciando asi la alta homologia cromosémica y génica existente

entre estos dos taxa.
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Figura 5. Cromosomas de P. vulgaris poblacién cultivada (F. Basurto 1065). Cromosomas de
la izquierda tefiidos con DAPI y los de la derecha hibridados con ADN genémico total de P.
coccineus subsp. darwinianus marcado con digoxigenina. Se apreciaque la hibridacién se acerca
al 100%.



Es importante sefalar, con referencia al parrafo anterior, que Hernandez X.
et al. (1958) encontraron la misma frecuencia de bivalentes y univalentes cuando
analizaron poblaciones hibridas que ellos consideraron eran el resultado de la

cruza entre Phaseolus vulgaris x P. coccineus.

Los resuitados que se han obtenido con distintos métodos empleados
confirman que la similitud entre estos dos taxa no sblo es posible observarla a
nivel de homologfa cromosoémica y formacion de quiasmas, sino que la homologia

en la secuencia del ADN también es muy alta como se aprecia en la figura 6.

De acuerdo con los resultados de las hibridaciones genémicas hasta ahora
descritas, se aprecia que el alto grado de homologia existente entre las distintas
especies, subespecies y poblaciones analizadas tratando de resolver el problema
del crigen de DAR, impide establecer, si DAR es el resultado de la cruza entre COC
y VUL, ya que en ambos casos se presentd practicamente el mismo porcentaje de
homologia en todos los cromosomas, implicando que la relacion o la distancia
genética con ambas especies es casi la misma. Por otro lado, también esta
imposibilitando determinar si DAR es una derivacién directa de COC; de acuerdo
con el grado de realineacién que se presenta entre los distintos ADN que fueron
analizados, DAR podria haber surgido como derivacién directa de COC o de VUL.

Sin embargo, el alto grado de homologia que se presenta entre los tres taxa,
igualmente puede estar implicando un ancestro comun, tal como ha sido planteado
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Figura 6. Cromosomas metafasicos de Phaseolus vulgaris poblacion cultivada (F. Basurfo
1065). Las fotografias de la izquierda muestran cromosomas tefiidos con DAPI. Derecha,
cromosomas hibridados con el ADN gendmico total de P. coccineus coccineus poblacion
cultivada (F. Basurto 1275) marcado con digoxigenina. Todos los cromosomas muestran un alto

porcentaje de hibridacion.



por Smartt (1973) y Debouck (1991); no obstante, la diferenciacion génica que han
sufrido los tres taxa y que ha determinado sus caracteristicas fenotipicas y
fisioldgicas son minimas (o al menos eso indican los resuliados), lo que permite

un reconocimiento casi total al hibridarse los distintos genomas.

Es conveniente recordar que fenotipicamente (Delgado-Salinas, 1985) y a
nivel de isoenzimas (Pifiero y Eguiarte, 1988), existe una mayor semejanza de DAR
con €OC, caracteres que pueden estar determinados por pequefos rearreglos
cromosdmicos y/o cambios puntuales y que no es posible detectar con la técnica
empleada. Aunque dichos caracteres fenotipicos pueden ser heredados por la via
paterna o la materna, en el caso particular de DAR, se le atribuye que los adquirio
por via paterna de COC o a través de una mayor retrocruza con esta misma
especie (para quienes aceptan la teoria del origen hibrido). En el analisis del ADN
de cloroplastos realizado por Llaca et al. (1994), se encontré que DAR esta mas
relacionado con VUL al presentar Unicamente 3 cambios con las enzimas de
restriccion utilizadas, mientras que con COC se noté una diferencia de 13 cambios;
resultados similares, sefalan estos autores, fueron también descritos por Schmit
(1992). En virtud de que el ADN de cloroplastos es heredado por via materna, es
légico pensar que en el caso de DAR fue heredado de VUL o una especie muy
cercana, mientras que las caracteristicas fenotipicas fueron heredadas de COC o

también en este caso, de una especie cercana.
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Uno de los resultados de la hibridacién gendmica in situ que llama la
atencion, es el de la cruza entre DAR silvestre y VUL silvestre, ya que fue el 't.’mico
caso en que varios cromosomas no se hibridaron con el ADN-prueba. Una posible
explicacién puede ser que tal vez las poblaciones silvestres de VUL han quedado
aisladas del resto de ias pbb!aciones, acumulando asi una serie de cambios
cromosoémicos factibles de detectarse con la aplicacion de GISH. La diferenciacion
que se aprecia entre las poblaciones silvestres de DAR con las silvestres de VUL
puede estar reflejando que, una vez formado el hibrido, éste fue seleccionado por
los indigenas por algunas caracteristicas que lo hacian atractivo, como pudieron
ser el tamafo de la semilla, época de obtencion del grano y sabor del mismo.
Dicha seleccién humana provocé su aislamiento del resto de las poblaciones de
VUL y DAR silvestres, pero fomentd, por el otro lado, la cruza y retrocruza con las
poblaciones cultivadas de VUL y COC, principalmente con ésta Gitima, razon por la

que adquirié mayor similitud fenotipica con ella.

Si lo antes expuesto es cierto, y considerando que existe mayor dificultad
para el flujo genético del hibrido con VUL silvestre por la ausencia de este Ultimo
de las areas donde se cultiva el hibrido (Miranda, 1967), o por barreras
reproductoras pre o poscigética, se explicaria por qué existe mayor diferencia
génica entre VUL silvestre con las poblaciones silvestres de DAR. De acuerdo con

los objetivos y las hipétesis planteadas en lo referente al problema de origen de
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DAR, la utilizacién de la hibridacion genémica in situ no permite resoiver dicho
problema. La primera hipétesis sugeria un origen hibridoc de DAR cuyos
progenitores se proponen como COC x VUL (Hernandez X. et al.,, 1959) y por lo
mismo se esperaba que sélo la mitad de los cromosomas se hibridaran con cada
uno de los supuestos progenitores, tal como ha sido registrado para otras
especies como Milium montianum y M. vernale (Bennett et al., 1992). La otra
hipotesis planteaba que el origen de DAR es una derivacion directa de COC; en esta
situacion los resultados esperados consistian en una hibridacion total o casi total
cuando se pusieran en contacto los dos genomas y que hubiera muy poca
homologia con el ADN de vUL. Si bien es cierto que si existio una hibridacién casi

total, también ocurrié un reconocimiento similar cuando se hibridé DAR con VUL

cultivado.

Aunque no se puede decir con precisién el porcentaje de homologia entre
los genomas nucleares de DAR, COC y VUL, si es posible mencionar que éste se
encuentra por arriba del 80%, porcentaje minimo de homologia sefalado por

Schwarzacher et al. (1989) para que se realice la hibridacién entre secuencias de

nucledtidos que muestran similitud.
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M Phaseolus coccineus subsp. formosus (cromosomas) x P. coccineus (ADN)

La figura 7 muestra los cromosomas de FOR hibridados con el ADN de una
poblacién feral de COC y en todos ellos se puede apreciar claramente la intensa
tincién que se llevé a cabo, lo cual indica el alto grado de homologia entre los dos
genomas. Sin embargo, en algunos cromosomas se aprecié una tincién mas tenue
que en el resto del complemento cromosémico; esta debilidad en la hibridacion
gsta indicando las regiones no homologas, y que posiblemente son las que, en
Uitima instancia, se traducen en las diferencias morfologicas que permiten

distinguir fenotipicamente a FOR como una subespecie de COC.
M Phaseolus coccineus subsp griseus. (cromosomas) x P. coccineus (ADN)

Los cromosomas de GRI mostrados en la figura 8 se caracterizan por
presentar una fuerte hibridacién, y al igual que con FOR también, es posible
detectar regiones cromosdmicas con menor intensidad en la hibridacién, aunque
en este caso son mas los cromosomas los que casi en su totalidad no muestran
hibridacién; lo anterior, de acuerdo con la técnica, esta indicando que existe una
diferenciacién genética mayor de GRI con COC comparada con la que se encontré
entre coc con FOR; aungque también esta falta de hibridacion en algunos
cromosomas o segmentos cromosémicos es lo que a futuro probablemente lievara

a un aislamiento reproductivo entre las subespecies, lo que de acuerdo con Grant
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(1981) con el tiempo este aislamiento genético y la acumulacién de un mayor

numero de mutaciones, dara origen a nuevas especies.

Figura 7. Cromosomas de Phaseolus coccineus subsp. formosus. Cromosomas de la izquierda
tefiidos con DAPI para apreciar tamafio y disposicion, Derecha, cromosomas hibridados con el
ADN genémico total de P. coccineus coccineus marcado con biotin. Nétese la intensidad de la
hibridacién. Las flechas sefalan regiones cromosémicas con una tincion mas debil.



Figura 8. Cromosomas de Phaseolus coccineus subsp. griseus hibridados con et ADN
genémico total de P. coccineus coccineus marcado con biotin. Aunque se aprecia una alta
hibridacién en los cromosomas de la derecha, ésta no fue tan intensa como en P. coccineus
subsp. griseus. Las flechas sefialan las regiones cromosoémicas que no mostraron hibridacion.
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W Phaseolus coccineus subsp. glabellus (cromosomas) x P. coccineus (ADN)

El resuitado obtenido al llevar a cabo esta hibridacién fue muy interesante
y muy contrastante con el obtenido con las dos subespecies anteriores. La
homologia genética en este caso fue mucho menor que con las otras subespecies
integrantes del complejo Phaseolus vulgaris-P.coccineus. En la figura 9 aunque
se observa que existié hibridacién en todos los cromosomas, la tincién y, en
consecuencia la hibridacion, fue débil en comparacion con la mostrada en las
subespecies FOR y GRi, siendo sélo dos regiones las que se tifieron mas
intensamente y por lo tanto son secuencias en las que se esta presentando una
homologia tal vez cercana al 100%. La regién cromosémica con la hibridacion mas
intensa que se aprecia en la figura 9, y por comparacion, puede estar
representando la region correspondiente al ADN ribosomico, la cual ha sido
observada con anterioridad en los estudios con GISH en el género Gibasis
(Parakony et al.,1992) al hibridar el ADN gendmico de Gibasis consobrina con
,T.71, que corresponde a una secuencia clonada de ADN que contiene las
fracciones 18S y 25S del ADNr del trigo y que en G. consobrina se presentan en
la region telomérica de un par cromosémico; sin embargo en el caso particular de
GLA es necesario la hibridacion gendémica con la secuencia de ,T,71 para

confirmar que corresponde a dicha secuencia.
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Figura 9. Cromosomas de Phaseolus coccineus subsp. glabellus hibridados con el ADN
genémico total de P. coccineus coccineus marcado con biotin. Se aprecia que solo dos regiones
cromosdmicas mostraron una intensa hibridacion, mientras que el resto del complemento
cromos6mico presentd una muy débil hibridacion. Las flechas indican las regiones en donde hubo

hibridacién.
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La menor similitud entre GLA y COC también fue percibida por Llaca et al.
(1994) en los estudios que realizaron en ADN de cloroplastos. Estos autores-
documentan resultados similares al presente estudio, en el sentido de que esta
subespecie es la que se encuentra menos relacionada con el resto de especies

y subespecies que integran al complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus.

Con la finalidad de tener un testigo que mostrara que la hibridacién
gendmica in situ se realizé de manera adecuada, se llevo a cabo la hibridacion
entre el genoma aislado y marcado con cromosomas pertenecientes al mismo
taxon provenientes de la misma poblacion. La figura 10a y 10b muestran los
cromosomas de FOR y GLA respectivamente, hibridados con su propio genoma
marcado con biotin y es evidente la hibridacién total de los cromosomas con el

ADN propio de cada taxon, confirmandose de este modo la efectividad de la

técnica empleada.

Los resultados con la hibridacién gendmica in situ en las especies y
subespecies que integran al complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus, apoyan el
planteamiento de Llaca et al. (1994) y Schmit et al. (1996) quienes, con base en
sus resultados con e ADN de cloroplastos, proponen que GLA debe ser
considerada una especie independiente de COC. Otras diferencias, como son las
bractéolas pequefias y glabras (Delgado-Salinas, 1985), estructura y morfologia

de la semilla (Maréchal et al. 1978), la ausencia de hibridacion natural y artificial

72



con miembros del complejo Phaseolus vulgaris- P. coccineus {Delgado-Salinas,
1985; Schmit et al., 1991) y al patrén de bandas desplegado con el analisis de
electroforesis de proteinas que indican la carencia de faseolina en GLA {(Schmit y
Debouck, 1990; Schmit et al., 1991) ya habian sido sefialadas y apuntaban que
la relacion entre GLA con COC, no era tan estrecha como lo es con el resto de los
taxa integrantes del complejo, al grado que los resultados obtenidos por diferentes
vias sugieren que el estatus especifico otorgado a GLA por Piper en 1926 (Schmit

et al., 1991) debe ser reafirmado.

Figura 10. a) Cromosomas de Phaseolus coccineus subsp. formosus hibridados con su propio
ADN genémico total marcado con biotin. b) cromosomas de Phaseolus coccineus subsp.
glabelius hibridados con su propio ADN genémico, también marcado con biotin. En ambos casos
se aprecia la intensa hibridacién que se lievé a cabo como era de esperarse, ya que la

homologia es del 100%.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio con Ia hibridacion genémica
in situ estan indicando que los integrantes del complejo Phaseolus vulgaris- P.
coccineus (exceptuando GLA) comparten el mismo origen genético y no han sufrido
una diferenciacién genética lo suficientemente grande como para que se puedan
distinguir con ia técnica de GISH a los genomas de cada una de ellas, lo cual, por
otro lado aungue no necesariamente, también estaria sugiriendo un origen mas o
menos reciente y cuyo espacio de tiempo no ha sido tan amplio como para que
se acumulen mayor nimero de divergencias. Davis y Gilmartin (1985) al realizar
un andlisis sobre variacién fenotipica y especiacién en diferentes plantas
superiores, encuentran que en algunas de ellas existe una fuerte diferenciacién
morfolégica como resuitado de cambios genéticos muy pequefios; esto mismo

puede estar ocurriendo en el complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus.
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HIBRIDACION DE DOT BLOTS

Cuando se realizé la hibridacién ex situ sobre membrana de nitrocelulosa,
utilizando P* (fésforo radiactivo), los resuitados logrados vinieron a confirmar los
obtenidos con GISH. Con ambas técnicas se logré casi el mismo grado de

hibridacion.

La figura 11 muestra el grado de hibridacion que presentd COC con los
distintos integrantes del complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus, al igual que

con P. leptostachyus, que fue utilizada como especie testigo.

GLA GRI FOR c0C1 ¢c0C2 VUL1 VUL2 DAR? DAR2 LEP

800 ng o 00000090

160 ng S N NN N NN N B
32 ng ® *» O = e
6.4 ng

1.28 ng

Fig 11. Hibridacién genémica ex situ "Dot Blots". EI ADN gendémico de las distintas especies
fue hibridado con el ADN gendmico total de coc2. Es notorio que VUL muestra menor
semejanza con COC, no asi DAR que mostré ser muy similar; GLA y P. feptostachyus
fueron las especies que presentaron menor similitud genética con el ADN prueba.
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La intensidad y el tamafio de la mancha de hibridacion en Dot Blots esta
indicando que la relacién genética que existe entre COC con DAR es mas estrecha
que con VuL. Es notorio que las poblaciones silvestres y cultivadas de VUL
mostraron una hibridaciéon menor con CcocC que la que presentd DAR con COC, en
donde, de acuerdo con la intensidad y el tamafio de las manchas registradas,
parecen indicar una similitud genética cercana al 100%. A diferencia de la
hibridacion con GISH, en este caso es posible establecer, por la intensidad de la
mancha, que a nivel de ADN nuclear, COC esta mas relacionada con DAR que con
VUL, pero nuevamente se aprecia que existe un alto grado de homologia en las

secuencias de ADN en los tres taxa involucrados.

Al analizar la similitud genética que guardan FOR, GLA ¥ GRI con COC, sé
aprecia que es FOR la mas cercana, siguiéndole GRI, situacion identica a la que
se observé con la técnica de GISH. Al considerar el caso de GLA, se aprecia que
el grado de hibridacién con COC es muy parecida a la que presenté ésta con LEP.
Lo anterior no indica que GLA y LEP sean andlogos genéticamente; lo que implica
es que la distancia genética que separa a ambos taxa de COC es cualitativamente
muy similar, pero sin indicar que en ambas especies sean l0s mismos genes los
que estan determinando esta diferencia génica. De los anteriores resultados es
posible apreciar que GLA nuevamente se caracterizé por presentar un esquema

distinto al resto de los integrantes del complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus,
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con lo que de nueva cuenta se percibe que dicha subespecie no se encuentra
genéticamente tan relacionada como para seguir considerandola una subespecie

de €OC y sugiriendo una vez mas que debe retomar su rango especifico.

Con la finalidad de caracterizar en forma cuantitativa y no Gnicamente
cualitativa los resutados proporcionados con la hibridacién genémica con DOT
BLOTS, se midié el diametro de cada una de las manchas de hibridacion y se
compararon entre si. Aquellas que mostraron una diferencia en el diametro menor
o iguat al 10% fueron consideradas arbitrariamente como de la misma intensidad
y se les otorgd un valor de 1, mientras que las que presentaron una diferencia en
diametro entre el 10.1 y 20% se juzgaron diferentes y se les asigné un valor de
2, y asi sucesivamente por cada 10% de divergencia motivaron el otorgamiento
de una unidad mas. La asignacién de valores anteriormente descrita fue realizada
para cada una de las concentraciones de ADN utilizadas. Considerando lo anterior
fue que se otorgd un valor de 1 a CoC 1, COC 2, DAR 1y FOR, 2 para DAR 2 y VUL
1; 3 para VUL 2 y FOR; 4 para LEP, y 5 para GLA en la concentraciéon de 800 ng.
Las estimaciones del diametro de la mancha para cada una de las

concentraciones arrojaron los siguientes valores:
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ADN T A X A
(conc.)

GLA GRI  FOR cocl coc2 vuLt wvuL2 DAR! DAR2 LEP
800 ng 5 3 1 1 1 2 3 1 2 4
160 ng 4 3 1 3 1 3 4 2 2 5
32 ng 5 2 1 2 1 2 3 2 2 3
6.4 ng 4 4 1 1 1 3 2 1 2 4
1.28 ng 2 2 1 2 1 2 2 2 2 2
TOTAL 20 14 5 9 5 12 14 8 10 18

Los valores numéricos de las columnas corresponden a cada una de las
manchas obtenidas después de haber llevado a cabo la hibridacion de DOT
BLOTS. De los valores mostrados en la matriz, los mas pequefos son los que
estan indicando una mayor similitud génetica con el ADN prueba que se utilizd y
que corresponde al proveniente del estado de Durango {CoC 2). Como era de
esperarse, el ADN de coC empleado como prueba, es el mas relacionado con su
propic ADN colocado en la membrana; en el mismo nivel de analogia se encuentra
FOR vy, siguiendo en orden decreciente en cuanto a similitud, e! arreglo es el

siguiente:
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Resulta conveniente sefalar que especies que presentan los mismos
valores, como es el caso de VUL cultivado con GRI no significa que sean iguales
entre si. Estos datos indican que la cantidad de diferencias genéticas son similares
respecto al ADN con el que se estan probando, aungue su tipo no lo conocemos;
sin embargo, entre mas intensa sea la hibridaciéon con el ADN que se esta

probando, si se esta evidenciando una mayor similitud genética como fue el caso

de COCZ2 con FOR.
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coc cultivado 5
FOR 5
DAR silvestre 8
coc silvestre de Chihuahua 9
DAR cultivado 10
VUL silvestre 12
VUL cultivado 14
GRI 14
LEP 18
GLA 20
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Al introducir los valores obtenidos de las mediciones de las manchas de los
DOT BLOTS a un programa de an4lisis de distancia de similitud, se obtiene la
matriz mostrada en el apéndice 3, que da como resuitado el siguiente

dendrograma con un coeficiente de correlacion de r= 0.78:

Analisis de Distancia

2.0 1.5 1.0 0.5

0.0

GLA

LEP

!

BRI

VUL 1

VULZ

I |

CoCL

CARL

DAR2
(FOR

Se aprecia que VUL esta fuera de la rama que agrupa a FOR, DAR Y a COC;
asi, la relacién genética entre estos dos dlitimos taxa es similar a la registrada por
Pifiero y Eguiarte (1988) en sus estudios electroforéticos en donde encuentran que
las relaciones genéticas entre DAR con COC, son mas estrechas que con VUL. La
posicidn que presenta FOR con COC es la esperada de acuerdo con las
caracteristicas de similitud que encuentra Delgado-Salinas (1985) y que lo hacen

otorgarle la categoria de subespecie. La integracién del complejo queda de
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manifiesto por la conformacién del dendrograma y al observar que VUL se
encuentra dentro de la misma rama que est4 agrupando a GRI, la otra subespecie
de P. coccineus. Esta misma relacion de las subespecies de P. coccineus fue

observada con la hibridacion genémica in situ.

Por otro lado, GLA en este andlisis se coloca nuevamente en una posicién
distante del resto de los taxa integrantes del complejo Phaseolus vulgaris-P.
coccineus y que en el dendrograma se ubica en el mismo clado con LEP especie

utilizada como testigo, indicando asi que ambas especies se encuentran fuera del

complejo.

Al analizar los resultados obtenidos con GISH y con DOT BLOTS se
evidencia que ninguna de las dos técnicas es capaz de resolver el propuesto
origen hibrido o derivacién directa de DAR y Gnicamente indican que en todos los
taxa involucrados en el complejo existe una gran similitud genémica con excepcion
de GLA, que con la aplicacién de la hibridacién gendmica in situ mostrg una menor
relacién con el resto de las especies y subespecies analizadas, ademas de que
con la hibridacién ex situ (DOT BLOTS), igualmente se ubicé en una posicién
distante. La alta similitud genética mostrada en este estudio, la constancia del
nimero cromosdmico con poca variacion cariotipica (Mercado-Ruaro y Delgado-
Salinas, en prensa), asf como los resultados que sobre hibridacion convencional

se han logrado entre varias especies de Phaseolus (Honma, 1956; Honma y
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Heeckt, 1959; Smartt, 1979; Maréchal, 1971; Thomas y Waines, 1984; Hucl y
Scoles, 1985; Baudoin et al., 1986; Baudoin y Katanga, 1990) indican que
genéticamente los integrantes del complejo Phaseolus vulgaris-P.coccineus
muestran un alto grado de homologia, razén por la cual ha sido posibie la
obtencién de hibridos viables en varias de las cruzas realizadas. No obstante, las
diferencias genéticas puntuales o de segmentos cromosémicos pequefios (no
detectados con GISH o DOT BLOTS) que presentan cada uno de los taxa y que
le confieren determinadas caracteristicas morfolégicas, junto con las distintas
condiciones ambientales en que se desarrollan cada una de las especies, son ias
que han permitido [a diferenciacién de cada uno de los taxa reconocidos. El aito
grado de homologia, asi como la hibridacién natural que se lleva a cabo entre
varias especies del complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus y sirviendo las
especies cultivadas como puentes, tal vez estan indicando que se trata de un
singdmeon, como ha sido planteado por Grant (1981), entendiendose como un
grupo de especies o semiespecies que estan ligadas por una hibridacion
frecuente u ocasional en la naturaleza, situacién que ocurrre entre P. coccineus,
P. coccinues subsp.darwinianus (P. polyanthus) y P. vulgaris, junto con su

contraparte silvestre en cada una de las especies.
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CONCLUSIONES

% La aplicacién de la hibridacién genémica in situ (GISH) y ex situ (DOT
BLOTS) no resuelve el problema del origen hibrido o de derivacién directa de
Phaseolus coccineus subsp. darwinianus; la falta de resolucion de las técnicas es

debido a la alta homologia gendmica existente entre P. coccineus, P. vulgaris y

P. coccinsus subsp. darwinianus.

% De acuerdo con las técnicas utilizadas, Phaseolus coccineus subsp.

darwinianus esta mas relacionado con P. coccineus que con P. vulgaris.

%  Dentro de las subespecies de Phaseolus coccineus, la subsp. formosus es

la que presenta una mayor homologia con el progenitor que le dio origen.

%  Con la aplicaciéon de GISH y de DOT BLOTS, Phaseolus coccineus subsp.
glabellus (sensu Delgado, 1985) resulté ser la menos relacionada genéticamente
dentro del complejo Phaseolus vulgaris-P. coccineus, apoyandose asi la postura

de que el taxon merece la categoria de especie y de que debe ubicarse fuera de

este complejo .
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4  Antes de llevar a cabo la hibridacion gendémica in situ es conveniente
realizar la hibridacion de DOT BLOTS, la cual es mas rapida y sencilla de realizar
y nos proporciona informaci6n sobre el grado de simifitud genética que existe entre

los organismos que se analizan y de esta forma descartar [a hibridacién con GISH

en especies que sean genéticamente muy similares.
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APENDICE 1

REACTIVOS Y SOLUCIONES UTILIZADOS

Acido acético glacial Dodecil sulfato de sodio
Acetato de sodio Extran sulfato

ADNasa F-avidina

ADN de esperma de saimén Formamida

ADN polimerasa Isopropanol

Alcohol etilico absoluto N-Lauryl sarcosina
Alcohol isoamilico p

ARNasa Pectinasa

Blogueador de suero de cabra Suero de albamina de bovino
Celulasa Vectashield

Cloroformo Yoduro de propidio

DAPI (4, 6-diamidino-2-fenilindol)

Fijador Farmer: 3 partes de alcohol etilico absoluto y una parte de acido acético
glacial.

Solucién 2X de enzimas:

2% (peso/volumen) de celulasa

20% (v/v) de pectinasa
Se prepara en amortiguador 1X para las enzimas. Se aimacenan alicuotas a -20°C
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SOLUCIONES AMORTIGUADORAS

- Amortiguador 10X para las enzimas (pH 4.8):
Acido citrico 40 mM
Citrato de sodio 60 mM

- Amortiguador de extraccion
40 ml de EDTA 0.5 M (diamino etileno)
100 mi de Tris HCI 1M (pH 8.0)
280 ml NaCil 5M
20 gr de CTAB (CetilTrimetilAmonioBromuro)
580 ml de H,O destilada

- 20xSSC pH 7.0
3 M Nacl

0.3 M citrato de sodio.
Se utilizan 175 gr de NaCl y 88 gr de citrato de trisodio dihidratado, se disuelven

en 800 ml de agua destilada y entonces se afora a un litro. De esta solucién se hacen

las diluciones necesarias.

1XPBS (amortiguador salino de fosfato) pH 7.4
Se disueiven 8 gr de NaCi, 0.2 gr de KCl, 1.44 gr de Na,HPO, en 800 mi de agua

destilada. Se ajusta el pH a 7.4 con HCI. Se afora a un litro.

- TrisHCI
Se prepara a la molaridad requerida con agua y se ajusta el pH con HCI 1 M.
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100 x TE pH 8.0
Tris HC! 10 mM, pH 8.0
EDTA 0.1 M, pH 8.0

NTB
75 mg/ml™* de cloruro de nitrosolio 4A-nitroazul en dimetilformamida al 70%

10X BN
84 gr de carbonato de sodio que se disuelven en un litro de agua destilada y

agregar 5 ml de Tween-20
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APENDICE 3

input matrix: AADONPEROQ.DIS

Comments:

" STAND: input=MATRIZ.SYS, divide=STD, subts=YBAR, direction=Row
" SIMINT: input=MATROW.STD, coeff=DIST, direction=Cols

type=2, size=10 by 10, nc=none

GLA GRI FOR COC1 COC2 VulL1 VUL2 DAR1 DAR2 LEP
GLA 0.000
GRIi 1.361 0.000
FOR 2.672 1.772 0.000
COC 2.013 1.185 1.317 0.000
CcoC2 2672 1.772 0.000 1.317 0.000
VUL1 1.569 0.460 1.511 0.739 1.511 0.000
VUL2 1.200 0.843 1.808 0.880 1.808 0.689 0.000
DAR1 2.097 1.233 1.179 0.340 1.17¢ 0.814 1.058 0.000
DARZ 1.773 0.814 1.265 0.572 1.265 0.477 0.842 0.460 0.000
LEP 0.900 0.842 2.338 1.585 2.338 1.058 0.814 1.757 1.426 0.000



X matrix. DONPERO.DIS

Comments:

" STAND: input=MATRIZ.SYS, divide=STD, subts=YBAR, direction=Row
" SIMINT: input=MATROW.STD, coeff=DIST, direction=Cols

type=2, size=10 by 10, nc=none

Y matrix;. MATROW.COP

Comments:

" STAND: input=MATRIZ.SYS, divide=STD, subts=YBAR, direction=Row
" SIMINT: input=MATROW.STD, coeff=DIST, direction=Cols

" SAHN: input=MATROW.DIS, method=UPGMA, tie=WARN

" COPH: tree=MATROW.UPG

type=2, size=10 by 10, nc=none

X matrix stored in RAM memory.

Y matrix stored in RAM memory.

N = 45

Mean X = 127828 SSx =  16.47063

Mean Y = 1.27828 SSy =  10.03970

Tests for association:

Matrix correlation: r= 078074
(= normalized Mantel statistic Z)

Approximate Mantel t-test: t= 4.737
Prob. random Z <obs. Z: p = 1.0000





