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RESUMEN

El frijol negro (Phaseolus vulgaris L.) es el tercer grano de leguminosas mas
importante en el mundo, ademés de ser el cultivo alimentario mas importante. En
Guatemala se sabe muy poco de la diversidad genética de las variedades locales de este
cultivo. Es por ello que es importante enfocar estudios en genética de poblaciones en las
distintas regiones del pais. Este trabajo pretendié determinar la estructura genética de las
variedades de Phaseolus vulgaris en una coleccion de germoplasma (Banco de Semillas
de UVG Altiplano) y de muestras colectadas en el altiplano utilizando marcadores

microsatélites.

Se seleccionaron 26 muestras de semillas, 15 de éstas se obtuvieron del banco de
Semillas de UVG- Altiplano, y 11 fueron colectadas de San Antonio Palopd, Solola (17
variedades representadas). Todas las muestras se trabajaron en triplicado formando un
N=74. Se utiliz6 la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacién de
los marcadores microsatélites (15 marcadores). Los alelos fueron visualizados con ayuda
de una electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). Se determind asi el nimero
efectivo de alelos, la frecuencia de los mismos, el contenido de informacion de
polimorfismos (PIC) (Elston, 2005; Hildebrand et al., 1992; Guo et al., 1999) y las
distancias genéticas (Nei, 1972). Con ello se construyeron matrices y se comparar6 la
informacidén genética obtenida por marcador. Esto se realiz6 con una prueba de
correlacion de matrices de Mantel (1967) y un andlisis de componentes principales
(PCA). Finalmente se propuso un paquete de éptimo de marcadores.

Se obtuvo una amplificacion exitosa de todos los microsatélites con excepcion de
BMdO08. Se observo que todos los marcadores produjeron multiples patrones de bandas
siendo el marcador BM175 el mas numeroso. EI marcador con el mayor nimero de alelos
fue BM137 seguido de BM143 y BM175, siendo éstos dirigidos a regiones no
codificantes y teniendo los valores del PIC mas elevados entre 0.958, 0.939 y 0.937

respectivamente. Los alelos concordaron con los reportados por Blair et al. (2003),
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Gaitan-Solis et al. (2002) y Yu et al. (2000), aunque para algunos marcadores los alelos
tendieron a presentar mayor cantidad de polimorfismos. Esto indicé que existe una alta
diversidad para la region. Con respecto al PCA, se pudieron distinguir 10 agrupaciones.
Las variedades que se separaron de la agrupacion principal fueron, Altense, Hunapd,
DRC3, Texel, A693, 24D, 24C, DRP11 y DRCL1. Este resultado indica la alta diferencia

entre ellas y por ende su alta diversidad.

Finalmente con los resultados se propuso un paquete de 5 marcadores para un
analisis 6ptimo y eficiente. Todo esto para replicar estudios de alto nivel en condiciones
adversas con baja cantidad de recursos. El paquete de 5 marcadores tuvo una correlacion
de (0.811) con la distancia genética generada con 15 marcadores. Este resultado
corrobora la utilidad de utilizar el paquete éptimo en futuros estudios de caracterizacion

genética de frijol en Guatemala.



ABSTRACT

The black bean (Phaseolus vulgaris L.) is the third most important grain legume in
the world, besides being the most important food crop. In Guatemala, we know very little
about the genetic diversity of its local varieties. Because of this, it is important to focus
studies on population genetics in the different regions of the country. This work tries to
determine the genetic structure of the varieties of Phaseolus vulgaris in a germplasm
collection (UVG-Altiplano Seed Bank) and samples collected on the plateau by using

microsatellite markers.

Of the 26 seed samples, 15 came from the UVG-Altiplano Seed Bank and 11 were
collected in San Antonio Palop0, Solold (17 varieties represented). Each sample was
analyzed three times, creating an N=74. Polymerase chain reaction (PCR) was used for
the amplification of microsatellite markers (15 markers). Allels were visualized with the
help of a polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). This method determined their
actual number, frequency, polymorphic information content (PIC) (Elston, 2005;
Hildebrand et al., 1992; Guo et al., 1999) and genetic distance (Nei, 1972). With the
results, it was possible to create matrices and compare the obtained genetic information
with each marker. This process was accomplished with a Mantel test of correlation
between matrices (1967) and a principal component analysis (PCA). A full group of

optimal markers was ultimately found.

The results showed a successful amplification of all the microsatellites, with the
exception of BMdO08. It was observed that all the markers produced multiple band
patterns, being marker BM175 the largest one. BM137 was the marker with the largest
number of allels, followed by BM143 and BM175, since they targeted noncoding regions
and had the highest PIC values, in 0.958, 0.939 and 0.937 respectively. Allels conformed
to the results reported by Blair et al. (2003), Gaitan-Solis et al. (2002) and Yu et al.

(2000), even though for some markers allels tended to present a higher occurrence of
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polymorphism. This was index of the presence of a wide variety in the region. Regarding
the PCA, it was possible to distinguish ten groups. The varieties that were separated from
the main group were Altense, Hunapl, DRC3, Texel, A693, 24D, 24C, DRP11 and
DRCL1. This result indicated the wide variety existing among them.

Finally, with these results it was possible to present a group of five markers for an
optimal and efficient analysis. All this was made to replicate high-level studies in adverse
conditions with low-quantity resources. The five-marker group presented a correlation of
(0.811) with the genetic distance produced with 15 markers. This result corroborates the
usefulness in using this optimal group of markers in future studies of genetic

characterization in beans in Guatemala.
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l. INTRODUCCION

El frijol negro comun (Phaseolus vulgaris) es el tercer grano de leguminosas mas
importante en el mundo ademas de ser el cultivo alimentario mas importante. Es
producido en un area de 18 millones de hectareas con grandes regiones de produccion en
América latina y el este y sur de Africa, siendo en estas regiones uno de los cultivos
fundamentales para la seguridad alimentaria y la generacion de ingresos (Blair et al.,
2009). El frijol cultivado se origin6d en dos centros de diversidad dando lugar a dos
grupos de genes: el acervo genético Mesoamericano (Centroamérica y México) y el
Andino (cordillera de Los Andes de Sudamérica) (Blair et al., 2009). Las diferencias
entre los pozos genéticos de Mesoamérica y los Andes incluyen el tamafio de la semilla,
la morfologia de la planta, faseolina (proteina de almacenamiento en la semilla),
patrones génicos de los alelos de los diferentes tipos de marcadores moleculares
(microsatélites) (Blair et al., 2009).

Los acervos genéticos de las variedades de frijol cultivadas han sido divididos en
razas de acuerdo a criterios morfoldgicos y a su adaptacion agro-ecoldgica (Blair et al.,
2009). Cuando se utiliza el término "raza™ es para referirse a un grupo de genotipos
relacionados en donde los miembros de cada raza tienen caracteristicas distintivas y
especificas el aspecto fisiolégico, agronémico, bioquimico y molecular. Esto hace que
una raza difiera de otras en las frecuencias alélicas en locis de isoenzimas o microsatélites
especificamente (Blair et al., 2007) (Diaz y Blair, 2006).

Las seis razas identificadas por Singh et al. (1991a) fueron: (1) Durango, (2) Jalisco
y (3) Mesoamericana, pertenecientes al acervo genético Mesoamericano. Mientras las
razas de (4) Chile, (5) Nueva Granada y (6) Peru pertenecen al acervo genético de los
Andes. Luego de esta clasificacion la filogenia fue refinada ain mas por Beebe et al.
(2001) para los frijoles mesoamericanos. Proporciono evidencia molecular para una
séptima raza, denominada Guatemala y luego Diaz y Blair (2006) y Blair et al. (2006a)
propusieron que las razas de Durango y Jalisco se agruparan en una misma ya que existia

mucha similitud entre ellas.



Los marcadores moleculares utilizando microsatélites (repeticiones simples de las
secuencias en un loci) han sido particularmente Utiles en el estudio de estructuras dentro
de una poblacion debido a su alto nivel de deteccion de polimorfismos en comparacién
con otros marcadores dando una mejor resolucion en los estudios de diversidad (Diaz y
Blair 2006) (Blair et al., 2007). En la actualidad se estdn implementando métodos de
marcaje fluorescente a los microsatélites haciendo que la estimacion de las bandas sea
mucho mas precisa con la ayuda de software de deteccion considerando esta técnica una
de las més precisas entre los marcadores moleculares (Blair et al., 2002). En su defecto
puede utilizarse una PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) convencional con las
mezclas de los marcadores apropiados para dar como resultado un multiplexado o
uniplexado (Hayden et al., 2008) segun la conveniencia de las condiciones del
laboratorio, siendo esta técnica mucho mas barata, accesible e igual de util.

Se ha comprobado que la asociacion de rasgos fenotipicos con alelos de
microsatélites ha sido practica en varias especies de cultivos, aunque otros marcadores
como SNP (Polimorfismos de un Solo Nucleo6tido), secuencias de haplotipos o
marcadores de alta densidad como DArT (Diversidad de Tecnologia de Arreglos) o
AFLP (Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados) son preferidos para
el mapeo de asociacién (Rostoks et al., 2006). EI nimero de marcadores utilizados para
la asociacion genética varia, aunque hay un acuerdo general donde se requeriran mas
marcadores cuando las especies sean cruces 0 las muestras de germoplasma posean una
amplia diversidad y su desequilibrio de ligamiento sea bajo. EI nimero de marcadores
serda mas bajo para el germoplasma menos diverso, en especies consanguineas o cuando

el desequilibrio de ligamiento es alto (Buckler y Thornsberry, 2002).

En frijol, la evaluacion de la diversidad por marcadores de microsatélites ha sido
atil para el analisis de la estructura de las razas como se describe en Blair et al. (200643,
2007) y Diaz y Blair (2006), sin embargo hasta la fecha, no se ha realizado ningun
estudio para la determinacion de las razas locales en las variedades de Phaseolus vulgaris
del altiplano de Guatemala. Ademas colecciones de germoplasma como el Banco de

Semillas de la Universidad del Valle de Guatemala (UVG) Campus Altiplano, carece de



esta informacion, siendo ésta una de las Unicas colecciones que posee estos individuos en

el pais.

El objetivo general de este trabajo es determinar la estructura genética de las
distintas variedades de Phaseolus vulgaris en una coleccién de germoplasma (Banco de
Semillas de UVG Altiplano) utilizando marcadores microsatélites (10 marcadores). Asi
se podra evaluar la diversidad genética del germoplasma del Banco de Semillas,

observando los polimorfismos que presenten los alelos.



1. ANTECEDENTES

A. Descripcion Phaseolus vulgaris.

El frijol (Phaseolus vulgaris) es una leguminosa de grano que tiene una de las méas
grandes demandas a nivel mundial siendo cultivado en regiones tropicales como
templadas. Este representa una de las mas importantes fuentes de proteinas y calorias en
la dieta y especialmente de los habitantes de paises tropicales donde complementan los
alimentos basicos altos en carbohidratos como maiz, platano y yuca. Desde el punto de
vista de la cantidad consumida, las leguminosas ocupan el segundo lugar, después de los

cereales.

1. Descripcion botanica de P. vulgaris. El frijol es una herbacea leguminosa y su
centro de origen es Latinoamérica, especificamente Mesoamérica. Este presenta hojas
compuestas de tres foliolos, enteros, ovales, con el apice agudo; en la base de cada foliolo
se encuentra un par de diminutas estipulas (llamadas estipelas). Sus inflorescencias estan
reunidas en racimos cortos, de color blanco, violeta, rosado (Williams, 1977). Sus frutos
son vainas lineares, de hasta 20 cm de largo, a veces cubiertos de pelillos; semillas
globosas, variables (Figura No. 1). El frijol pertenece a la familia Fabaceae del orden

Fabales.



Figura No. 1. Imagen descriptiva de Phaseolus vulgaris. Izquierda, dibujo descriptivo.
Derecha: fotografia de un individuo silvestre de P. vulgaris.

(Azurdia et al., 2011)

a. Distribucion y habitat del género Phaseolus. Ademas del frijol comin (P.
vulgaris), existen cuatro especies domesticadas del género Phaseolus (P. lunatus, P.
coccineus, P. dumosus y P. acutifolius), todas originarias de Mesoamérica. En Guatemala
existen al menos 12 especies de Phaseolus (variedades silvestres y domesticadas)
(Azurdia et al., 2011). EI mayor numero de especies silvestres del género estan
distribuidas en el altiplano central de Guatemala. P. vulgaris es una especie que crece en
areas de regeneracion secundaria. Se encuentra distribuida en varios departamentos del
pais. En la zona oriental (Jutiapa, Chiquimula, Santa Rosa y Jalapa), en el centro
(Guatemala, Sacatepéquez y Chimaltenango), en el occidente (Quezaltenango,

Huehuetenango y Solold) y en Baja Verapaz y El Progreso (Figura No. 2).



Figura No. 2. Distribucion de Phaseolus vulgaris en Guatemala. Imagen superior:
Distribucion del rango potencial de P. vulgaris (Azurdia et al., 2011). Imagen inferior:
Distribucion de las poblaciones silvestres de P. vulgaris.
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Las recolecciones de P. vulgaris silvestre en Guatemala han mostrado que dichas
poblaciones estan ubicadas en cuatro zonas heterogéneas como son la cuenca del rio
Motagua (incluye la Sierra de las Minas), la vertiente Pacifica de la cordillera volcanica,
la vertiente interior de la cordillera volcénica y la zona Pocoman y Chortioriental
(Azurdia, 1999). En el centro y occidente de Guatemala, el frijol comun silvestre se
distribuye en el bosque humedo subtropical templado, caracterizado por un invierno seco
marcado, temperatura promedio anual de 16 a 18°C, suelos volcénicos con buen drenaje.
Es un bejuco anual de 2-4 m de alto, creciendo en claros naturales de este bosque. En el
occidente y altiplano del pais, los frijoles silvestres son plantas enredaderas de
sotobosque del bosque himedo montano bajo subtropical (Azurdia, 1999). Las formas
silvestres presentan semillas gris-café con rayas oscuras o grises negras o bien totalmente
negras, semillas pequefias (Azurdia, 2006). Sin embargo, es frecuente la presencia de
materiales genéticos resultado del escape a partir de material cultivado o bien de
introgresion entre silvestre y cultivado, identificandose por color, grano y vaina mas
grande (Azurdia, 1999).

b. Estado de conservacion de P. vulgaris La mayoria de poblaciones
silvestres de P. vulgaris no se encuentran protegidas por &reas de conservacion
actualmente declaradas haciendo que la conservacion in situ sea muy dificil. La mayor
parte de la diversidad del género se encuentra en el altiplano en donde el Sistema
Guatemalteco de Areas Protegidas (SIGAP) casi no cuenta con areas para Su
conservacion, siendo las localidades mas afectadas la cuenca del Rio Motagua en los
departamentos de Chimaltenango y El Quiché y los limites de los departamentos de San

Marcos y Huehuetenango (Azurdia et al., 2011).

Las poblaciones presentes dentro de areas protegidas son las del volcan de Agua,
volcan de Pacaya y dentro de la Sierra de Las Minas. Por esta razén los esfuerzos de
conservacion tanto in situ como ex situ deben enfocarse en dichas regiones y en los
centros de mayor diversidad. De acuerdo a la Figura No. 2, en el area mencionada se
observa la presencia de mas especies, contrastando con las areas calidas y humedas del
pais. Desde el punto de vista de la conservacion in situ, esto representa un reto debido a

que en el altiplano central no existen areas de reserva (Azurdia, 1999).



Con respecto a la conservacion ex situ el germoplasma de las especies de Phaseolus
silvestres descritas para Guatemala se encuentran conservadas en forma de banco de
semillas del ICTA (Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas) y de UVG-Altiplano
ademaés del banco de germoplasma y recursos genéticos del CIAT (Centro Internacional
de Agricultura Tropical) en Colombia (Azurdia, 1999). Las amenazas potenciales y reales
de las poblaciones de frijol silvestre son la susceptibilidad al fuego y el avance de la
frontera agricola y de pastoreo, especialmente después que el bosque ha sido removido
(Azurdia, 1999).

B. Genética poblacional de P. vulgaris.

Actualmente se estan realizado muchos proyectos de mejoramiento agronémico con
Phaseolus tanto a nivel nacional como internacional (Blair et al., 2009). Estos programas
estdn abarcando aspectos biotecnologicos. Desde hace dos décadas se ha tratado de
incorporar genes de interés para la creacion de cultivos recombinantes, pero el proceso de
utilizacion del germoplasma debe de ir acompafiando de conservacion. Por ello es
importante contar con la informacidon ecoldgica de la especie, acervos genéticos
(polimorfismos, frecuencias alélicas, etc.) para estudiar la dindmica y la genética
poblacional (Azurdia, 1999).

1. Estudios de genética de poblaciones de P. wvulgaris a nivel
Latinoamericano. Blair et al. (2009) determinaron los valores de similitud genética de la
proporcion de alelos compartidos entre las variedades mesoamericanas y andinas. La
subdivisién mas evidente es la de los dos principales pozos genéticos de frijol siendo ésta
la Andina y Mesoamericana (Figura No. 3). Dentro de cada grupo se subdividio en varios
subgrupos. Cinco de los subgrupos correspondieron a las divisiones dentro del acervo
genetico Mesoamericano, mientras que cuatro de los subgrupos se encuentran en el
acervo genético de los Andes. En los subgrupos del acervo genético Mesoamericano
Blair et al. (2009) encontraron a la raza Mesoamérica (subgrupos de M1 y M2), la
Durango-Jalisco complejo (subgrupos D-J1 y J2-D) y un tercer grupo en representacion
de razas de Guatemala (subgrupo de G) (Figura No. 4).



Figura No. 3. Analisis tridimensional de componentes principales basado en 604
genotipos de frijol comun de la coleccion nucleo de germoplasma del CIAT.
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(Blair et al., 2009)
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Figura No. 4. Analisis tridimensional de componentes principales (PCA) de los
genotipos mesoamericanos de frijol. Puede observarse como el acervo genético
mesoamericano se divide en los subgrupos D-J1 y D-J2 (Complejo Durango-Jalisco),
subgrupo de G (Guatemala) y subgrupos M1a, M1b y M2 para la raza Mesoamericana.

Acervo Genético
B Mesoamericano

s T S

(Blair et al., 2009)

El subgrupo de la raza de Guatemala esta conformado por 61 genotipos que fueron
predominantemente de tipo enredadera en su mayoria. Los miembros de la raza
Mesoamérica provienen de paises que son centros de diversidad primaria y secundaria

indicando que sus variedades son muy distintas entre si.

2. Inicios de estudios en genética de poblaciones de frijol en Guatemala. Los
primeros trabajos bioquimicos y moleculares para la descripcion de P. vulgaris en
Guatemala fueron desarrollados por Delgado (1985), Debouck (1986), Debouck, Azurdia
y Martinez (1996) y Azurdia (1999), determinando que en el pais se cuenta con 10
especies del género, cinco de ellas cultivadas, mientras que las restantes se encuentran
unicamente en forma silvestre. Se tiene la sospecha que existen, por lo menos, cuatro

especies nuevas (Azurdia, 1999).
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Schmit et al. (1993) estudiaron ADN codificante en especies silvestres de
Phaseolus y encontraron que mediante el analisis de mutaciones de punto el material
procedente de la region central de Guatemala era diferente al de la region oriental. Esto
demostré que el altiplano central de Guatemala puede ser un area especifica de
diversidad. Azurdia (1994) aplicando la RAPDs con 23 marcadores polimorficos y un
total de 93 bandas, mostré que los materiales silvestres de origen guatemalteco se
diferencian de acuerdo a su region de procedencia. Asi, una poblacion esta constituida

por aquellos provenientes del altiplano central y el otro del oriente del pais.

Figura No. 5. Filogenia mostrando la similitud genética entre los materiales genéticos de
Phaseolus vulgaris silvestre de origen guatemalteco y cultivos mesoamericanos.
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(Azurdia et al., 1999)

Tohme et al. (1996) usando la técnica denominada AFLPs en ADN gendmico,
encontraron que las accesiones de origen guatemalteco (11 en total) representan un grupo
de diversidad interesante, el cual es distinto de los materiales silvestres de origen
mexicano, algo no reportado previamente. Luego Azurdia et al. (1999) condujeron

estudios de isoenzimas dirigidas a faseolinas y AFLPs en Phaseolus silvestre. Para el
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caso del analisis de AFLPs se determinaron en total 163 bandas amplificadas definiendo
cinco grupos: (1) Andino, (2) Altiplano Central de Guatemala, (3) Huehuetenango y
Quezaltenango, (4) Oriente de Guatemala y (5) Region Central o Mesoamericano (Figura
No. 5). Esto indicd que las distintas condiciones eco-fisiogréaficas en los cultivos
guatemaltecos afectan directamente en su genotipo. Mediante el uso de RAPDs
(Amplificacion Aleatoria de ADN Polimérfico) Azurdia (1994) demostré que se pueden
encontrar diferencias mayores entre los materiales genéticos en estado silvestre y los

materiales cultivados (Figura No. 6).

Figura No. 6. RAPD’s en especies de A= P. vulgaris silvestre; B= P. vulgaris cultivado
de origen Mesoamericano; C= P. vulgaris cultivado de origen Andino; EM= Escalera
molecular.

(Azurdia, 1994)

C. Anélisis de la diversidad genética por medio de marcadores microsatélites (SSR’s).

Los microsatélites son marcadores basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) dirigidos a secuencias de repeticion de dos, tres o cuatro pares de bases
los cuales se repiten varias veces en el genoma. Estos marcadores han sido utilizados para
la descripcion de la estructura genética de poblaciones de muchos organismos,

especialmente para plantas.
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1. Descripcion de la utilizacion de microsatélites. En las ultimas décadas los
microsatélites se han utilizado para estudiar la biodiversidad de la mayoria de plantas
cultivadas como maiz (Freitas et al., 2011; Almeida et al., 2011), arroz (Cho et al., 2000),
sorgo (Schloss et al., 2002) entre otros. La utilidad de estos marcadores es que detectan la
longitud de los distintos polimorfismos en loci especificos. Otra variable que puede
afectar a la variabilidad de estos es si las repeticiones se encuentran dentro de un gen o
cerca del mismo (Blair et al., 2006). Los marcadores son dirigidos a Repeticiones de
Secuencias Simples (SSR’s) (Figura No. 7) que son areas dentro de un locus que estan
expuestas a altas tasas de mutacion. Se crean cebadores que reconocen estas repeticiones
y dependiendo de los tamafios de las mismas, estos generardn productos de distintos

tamanos que indican a los distintos alelos del individuo.

Debido a la alta tasa de variabilidad y polimorfismos de los SSR’s, estos son
ideales para el mapeo génico y la caracterizacion de la diversidad en muchas especies a
niveles interespecificos e intraespecificos (Matus y Hayes, 2002). Los marcadores
microsatélites ya han sido desarrollados para frijol (Yu et al., 2000, Blair et al., 2003,
Gaitan-Solis et al., 2003) y gracias a ellos se han estudiado los dos acervos genéticos
principales, andino y mesoamericano. Dentro del acervo Mesoamericano, se encuentra la
variedad Guatemala que ha presentado mayores diferencias. Es por ello que estudios con

SSR’s son necesarios para profundizar sobre la rica diversidad del pais.
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Figura No. 7. Descripcion del funcionamiento de los marcadores microsatélites (SSR’s).

Individuo 1 AT1.3
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2. indice de Informacion de Contenido Polimoérfico (PIC). El indice de

Informacion de Contenido Polimérfico (PIC) puede ser utilizado para la evaluacion de
marcadores con respecto al nimero de alelos que éstos muestran. Este indica cuales de
los marcadores son méas polimérficos y podrian ser utilizados en mapeo génico, analisis
filogenético y asociacion de genes (Elston, 2005; Hildebrand et al, 1992; Guo et al,
1999). Este valor es definido por la probabilidad que el genotipo al cual esta dirigido el
marcador sea heredado a la siguiente generacion. Por lo tanto, a mayor cantidad de alelos,

mayor serd el valor del PIC (Elston, 2005) (Figura No. 8).

Figura No. 8. Formula para la obtencion del Contenido de la Informacién de Polimoérfica
(PIC). Donde Pi es la frecuencia alélica, n, el nimero de alelos del marcador.

n
PIC=1-) p;
=1

3. Anadlisis de Componentes Principales (PCA). El anélisis de componentes

principales, siendo un andlisis multivariado, ha sido muy utilizado para el estudio de
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marcadores moleculares por su eficiencia en bridar informacién a partir de la manera en
la cual se agrupan los datos (alelos). Esto se debe a su habilidad de sintetizar informacion
genética multivariada en pocas variables (Jombart et al., 2009). Este tipo de analisis son
exploratorios en donde no se requieren fuertes asunciones. El objetivo de este anélisis es
proveer de manera simplificada y significativa una perspectiva de la informacion
compleja que muchas veces es imposible de percibir ordenando las variables segun sus
componentes en comun. Es por ello que el PCA se ha utilizado en estudios de genética
para describir de mejor manera las distancias genéticas de individuos dentro y fuera de su

poblacion.



I1l.  JUSTIFICACION

Para los guatemaltecos, especialmente para aquellos de escasos recursos, el frijol es
importante para la dieta, ain cuando es consumido en todos los estratos sociales y
economicos del pais. La importancia de utilizar el frijol como alimento cotidiano reside
en que ésta leguminosa contiene entre el 15 y 27% proteina (Azurdia et al., 2009). Por
otro lado el frijol en el pais, es uno de los mayores cultivos a gran como a pequefia escala.
En Guatemala los minifundios (fincas menores de 1 Mz) aportan el 43% la produccion
total, las fincas familiares (fincas de 10 a 64 Mz) un 41.1% vy las multifamiliares
medianas (fincas del a 20 caballerias) y grandes (fincas mayores a 20 caballerias) el
15.9%. Ademas el frijol negro aport6 al PIB (Producto Interno Bruto) en 2010 el 1.3%,
dejando ganancias de US$ 7,610,380.00 en su importacion y US$ 808,271.00 en su
exportacion. Este también gener6 empleo para 14,685,000 jornales por afio (2009)
(MAGA, 2011). Es por ello que realizar estudios con frijol es de suma importancia al

pais.

Con respecto al frijol como recurso genético, en Guatemala se sabe poco de la
diversidad genética de las razas en las variedades locales del altiplano central, siendo esta
zona un foco de diversidad para el cultivo. EI material genético de Guatemala presenta
diferencias con respecto a todo el acervo genético mesoamericano indicando alelos
diferentes (Blair et al., 2009). Ademas, la biodiversidad genética de los grupos del
altiplano central presenta caracteristicas Unicas (Azurdia et al., 2009). Los ultimos
estudios genéticos de frijol en el pais fueron realizados por Delgado (1985), Debouck
(1986), Debouck, Azurdia y Martinez (1996) y Azurdia (1999) hace mas de una década.
Es de suma importancia enfocar esfuerzos para actualizar la informacion de la diversidad
genética del cultivo. Por lo tanto este trabajo podra ayudar brindando informacion para la
generacion de planes de conservacion en donde se tome en cuenta la biodiversidad
genetica de las variedades locales de frijol y especificamente las del altiplano

guatemalteco.
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V. OBJETIVOS
. General

Determinar la estructura genética de las distintas variedades de Phaseolus
vulgaris de la coleccién de germoplasma del Banco de Semillas de UVG
Altiplano utilizando 15 marcadores microsatélites.

. Especificos

Evaluar la diversidad genética de un grupo de variedades de P. vulgaris
pertenecientes al germoplasma del Banco de Semillas UVG Altiplano, evaluando
los polimorfismos de un conjunto de microsatélites de ADN codificante y
microsatélites no codificantes.

Optimizar un PCR-SSR’s y proponer un paquete de marcadores microsatélites
eficiente para estudiar la diversidad genética de variedades locales de P. vulgaris.
Determinar la distancia genética entre los alelos de las distintas variedades de P.
vulgaris, compararlas entre si y demostrar si existe una diferencia significativa
con ayuda de una prueba de Mantel.

Determinar la estructura genética entre los subgrupos de P. vulgaris de las
distintas regiones que componen el altiplano del pais por medio de un analisis de

componentes principales (PCA).
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V. HIPOTESIS

Hipdtesis nula: No existe una correlacion entre el nimero de alelos por locus en las
variedades de P. vulgaris y el indice de contenido de informacion polimorfica por

marcador utilizado.

Hipotesis de trabajo: Existe una correlacion entre el nimero de alelos por locus en las
variedades de P. vulgaris y el indice de contenido de informacion polimorfica por

marcador utilizado.
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VI. METODOLOGIA

A. Caracterizacion de P. vulgaris con marcadores SSR’s.

1. Seleccién de muestras. La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio
de Proteccidn Vegetal (LPV) del Centro de Estudios Agricolas y Alimentarios (CEAA)
del Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de Guatemala (UVG). Se
seleccionaron 26 muestras de semillas, 15 de éstas se obtuvieron del banco de Semillas
de UVG- Altiplano, y 11 fueron colectadas de San Antonio Palop6, Solola. Estas
muestras se seleccionaran con base en las distintas variedades de frijol encontradas en la
region (Cuadro No. 1). Todas las muestras se trabajaron en triplicado formando un N=74,

estando en este 17 variedades representadas.

Cuadro. No. 1. Muestras de P. vulgaris seleccionadas para el anlisis de diversidad a

partir de SSR’’s.

No. ID Variedad Procedencia Fecha de Colecta
1 166 Arbustivo San Antonio Palopd 28/08/2012
2 167 Arbustivo San Antonio Palop6 28/08/2012
3 168 Arbustivo San Antonio Palopd 28/08/2012
4 169 Arbustivo San Antonio Palopd 28/08/2012
5 170 Arbustivo San Antonio Palop6 28/08/2012
6 171 Arbustivo San Antonio Palopd 28/08/2012
7 172 Trepador San Antonio Palopd 28/08/2012
8 173 Trepador San Antonio Palop6 28/08/2012
9 174 Trepador San Antonio Palopo 28/08/2012
10 175 Trepador San Antonio Palopd 28/08/2012
11 176 Trepador San Antonio Palop6 28/08/2012
12 177 DRP-11 Banco de Semillas UVG 05/09/2012
13 178 DRP-12 Banco de Semillas UVG 05/09/2012
14 179 DRP-25 Banco de Semillas UVG 05/09/2012
15 180 DRP-40 Banco de Semillas UVG 05/09/2012
16 181 DRP-52 Banco de Semillas UVG 05/09/2012
17 182 DRC-1 Banco de Semillas UVG 05/09/2012
18 183 24C Banco de Semillas UVG 05/09/2012
19 184 24D Banco de Semillas UVG 05/09/2012
20 185 69-3 Banco de Semillas UVG 05/09/2012
21 187 98-5 Banco de Semillas UVG 05/09/2012
22 188 DRC-3 Banco de Semillas UVG 05/09/2012
23 189 Texel Banco de Semillas UVG 05/09/2012
24 190 Altense Banco de Semillas UVG 05/09/2012
25 191 Hunapu Banco de Semillas UVG 05/09/2012
26 192 Anita Banco de Semillas UVG 05/09/2012

19
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2. Extraccion de ADN. Se pusieron a germinar las semillas y de cada plantula
se tomo una muestra de la hoja (3-4 discos de material vegetal de 1 cm). Todo el material
escogido se macero6 con nitrégeno liquido. EI ADN se obtuvo a partir del método CTAB
propuesto por Murray y Thompson (1980). El protocolo de extraccion especificado se

describe en el apéndice A. Todas las muestras se trabajaron en triplicado.

3. Cuantificacion de ADN y estimacion de la Integridad. Se seleccionaron 10
muestras extraidas al azar y se estimd la integridad del ADN extraido. Se llev6 a cabo
una electroforesis en gel de agarosa 1% en una solucion amortiguadora de TAE 1X
(apéndice B). Se cargaron 5 ul de ADN en cada pozo, mezclado con 1 ul de colorante de
carga. La electroforesis se corrié durante 45 minutos a 85 voltios. Los geles fueron
visualizados con un transiluminador UV (UVP 6.4” LCD) con GelRed® (Biotium).

Al obtener una integridad satisfactoria se llevé a cabo la cuantificacion de ADN vy
la estimacion de la pureza. Esto se realizO por medio de un espectrofotometro
(Biophotometer plus, Eppendorf). Se llevaron a cabo diluciones de 1:100 de ADN en
agua destilada estéril. Con los resultados de las cuantificaciones se llevaron a cabo
diluciones de ADN con una concentracion final de 75 ng/ul. Se calculé el intervalo de
confianza para las concentraciones de ADN vy las purezas obtenidas utilizando la T de
Student para una sola variable. Esta se llevé a cabo en el programa estadistico R (version
3.0.2).

4. Seleccion de marcadores para P. vulgaris. Se amplificaron 15 fragmentos
de microsatélites cubriendo los 11 cromosomas del genoma del frijol de acuerdo al mapa
realizado por Blair et al. (2009). Los marcadores fueron disefiados segin Yu et al.
(2000), Gaitan-Solis et al. (2002) y Blair et al. (2003). La seleccion de los marcadores se
llevd a cabo por medio del nimero de alelos reportados para el acervo genético
mesoamericano de frijol en los estudios de Yu et al (2000), Blair et al (2003) y Gaitan-
Solis et al (2008). Esto también fue respaldado por los genes especificos con los que

algunos de estos microsatélites estan asociados (Cuadro No. 3.).

A continuacién se presenta el listado de los marcadores utilizados junto con su

descripcion, secuencia y tamafio del fragmento esperado. En el apéndice C se presenta la
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ubicacion de los microsateélites en el genoma del frijol (Yu et al., 2000, Blair et al., 2003,
Gaitan-Solis et al., 2003).

Cuadro No. 2. Descripcién de los marcadores a utilizar, junto con su nombre, nombre

del gen a cual va dirigido, secuencia del mircrosatélite, nimero de alelos del mismo y la

secuencia del marcador.

Marcador

Frag.

No.

Cromo

(CansE) Nombre del transcrito (pb) Alelos | soma Secuencias (F, R) Fuente
PV-at001 Precursor de la glucoproteina 239 42 1 gggagggtagggaagcagtg Yuetal.,
(U18791) rica en hidroxiprolina gcgaaccacgttcatgaatga 2000

ttgccatcgttgcttaatt i
BMd15 (K03288) Fito-hemaglutinina 166 10 4 geeategrigetiadty Blair et al,
ttggaggaagccatgtatge 2003
. ttcatggatggtggaggaaca .
PV-ctt001 (J05555) Proteina quinasa 1 152 9 4 994199799299 9 Yuetal,
tgccaccacagctttctccte 2000
. . . ttcatcctctctcccgaactt i .
BMd08 (U7053) |  Giberelina Oxidasa 20 176 7 | NA g Blair etal.,
cttttgtggctgagacatggt 2003
ttgccaccggtgataatct i
BMd20 (X74919) Endoquitinasa 123 6 5 grgeeactody Blair et al,
gtgaggcaagaagccttcaa 2003
caaatcgcaacacctcacaa Blair et al.,
BMdO1 (X Yprl 1
d01 (X96999) Gen Yprl0 6 6 3 gtcggagccatcatctgttt 2003
PV-cct001 Glicerol 3 SN fosfatasa caaatcgcaacacctcacaa Yuetal.,
. 149 6 NA
(X79722) aciltransferasa gtcggagccatcatctgttt 2000
iniciacié cagatcgcctactcacaaa i
BMd25 (L47221) Factor 5 dg!n_lmauon 118 NA 8 gcagatcg Blair et al.,
eucariético cgttgacgagaagcatcaag 2003
PV-at007 Enzima malica dependiente 19 10 9 agttaaattatacgaggttagcctaaatc Yuetal.,
(X80051) de NADP cattcecttcacacattcaccg 2000
BM200 i 291 51 1 tggtggttgttatgggagaag Gaitan-Solis
(AF483897) atttgtctetgtctattccttccac etal., 2002
BM137 155 " 6 cgcttactcactgtacgcacg Gaitan-Solis
(AF483855) ccgtatccgageaccgtaac etal., 2003
BM143 i 143 24 ) gggaaatgaacagaggaaa Gaitan-Solis
(AF483861) atgttgggaacttttagtgtg etal., 2005
BM175 ] 170 17 s caacagttaaaggtcgtcaaatt Gaitan-Solis
(AFA483886) ccactcttagcatcaactgga etal., 2007
BM183 149 17 ; ctcaaatctattcactggtcage Gaitan-Solis
(AFA483888) tcttacagecttgcagacate etal., 2008
cacattggtgctagtgtc itan-Soli
GATS11 - 306 7 10 ggtgctagigicgg Gaitan-Solis
gaacctgcaaagcaaagagc etal., 2008
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Cuadro No. 3. Descripcion de los genes a los cuales los microsatélites estan asociados.

Marcador | Nombre del Importancia
(Genbank) | transcrito
HRGP juegan un papel importante en la embriogénesis de la célula vegetal tanto en su
forma, en el citoesqueleto como también en la pared celular (Hall y Cannon, 2002;
Wegenhart et al., 2006; Xu et al., 2011). Entre ellas se encuentran extensinas, las
cuales son un pentapéptido de Ser-(Hyp)* con abundancia de residuos de Tyr, Lys, His
Precursor de la | Y Val (Hall y Cannon, 2002). Estas son importantes en darle la estructura secundaria y
PV/-at001 | glucoproteina terciara} a muchas proteings, en donde Ser-(H_yp)4 contribuy_e a _Ia rigidez molecular y
(U18791) rica en !os re5|_dyos de Tyr permiten el entrecruzamiento de Isoditirosina (responsable de la
. L insolubilidad de la pared celular vegetal) (Fry, 1982; Hall y Cannon, 2002). Las HRGP
hidroxiprolina | jeqan un papel importante en el aislamiento del hongos en donde estos no pueden
penetrar la pared celular (Templeton et al., 1990; Showalter, 1985). También se
encuentran los arabinogalactanos los cuales son uno de los componentes mas
abundantes en la pared celular (Van Holst y Klis, 1981) el cual tiene propiedad de
adhesidn celular.
La fitohemaglutinina es una lectina téxica. Esta se encuentra en las leguminosas
especialmente en el género Phaseolus (Nasi et al., 2009). Induce la proliferacion
BMd15 Fito- celular en la célula vegetal y por ello es utilizado como mitégeno en medicina. Se ha
(K03288) | hemaglutinina | utilizado para la lucha contra el cancer y VIH. Ademaés de tener un papel nutricional
importante en la dieta humana para la sintesis de dinitroclorobenzeno (Cunninghan-
Rundles, 1982).
PV-ctt001 Proteina La Proteina-1-Kinasa esta relacionada con la embriogénesis somatica (Karlova et al.,
(JO5555) quinasa 1 2006).
BMdos Gi . La Giberelina-20-oxidasa media la interaccion del 4&cido abscision y los
tberelina o id | control de la floraci6n de las plantas (D Iska et al., 2010
(U7053) Oxidasa 20 ra5|_nostero_|,es en el control de la floracion de las plan as (Domagalska et al., ).
Media también la proliferacion celular (Ruiz-Rivero et al., 2007).
BMd20 Catalizan la hidrdlisis de polimeros de quitina y quitodextrina tipica en la defensa
Endoquitinasa | contra hongos (actividad antifngica) (Ye y Ng, 2002; Dayler et al., 2005; Wang et al.,
(X74919)
2005).
BMdo1 Familia génica’ PR (pathogenesis—relatgd) en Phaseoulus, se ha visto que _t_estos genes
(X96999) Gen Yprl0 |traducen proteinas alérgenas. Estas estan expresadas en las raices de los frijoles. Estos
genes se utilizan como marcadores de senectud y enfermedad (Walter et al., 1996).
) El compuesto cataliza la produccion de é&cido lisofosfatidico (LPA) que es un
Glicerol 3 SN | jntermediario importante en la formacion de diferentes tipos de lipidos acilicos (lipid
PV-cct001 fosfatasa | - . S .
polyesters, almacenamiento y creacién de membranas lipidicas). Tiene bastante
(X79722) . . : M ! e
aciltransferasa | importancia en el desarrollo de la planta y la sintesis de glicerolipidos (Chen et al.,
2011)
E Se encargan de la traduccion eucariota que es el proceso por el cual el ARN mensajero
actor 5 de . L . ;
BMd25 iniciacion se traduce en proteinas. Este es un gen de mantenimiento (house-keeping gene) (Lopez
(L47221) eucarictico |V Puigdoménech, 1999). También se ha encontrado en algunas plantas que el IF5A
media el desarrollo dependiendo de la exposicion al ambiente (Chou, 2003).
PV/-at007 EnZ|ma. malica | Esta enzima cataliza la decarboxilacion oxidativa de malato y piruvato prod/ug:iendo
(X80051) dependiente de | CO, y NADPH. Se ha descubierto que en frijol ayuda a la defensa contra parésitos en

NADP

tejido dafiado (Schaaf et al., 1995).
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5. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para SSR’s de P. vulgaris.
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 12.5 ul conteniendo 75 ng/ul de
DNA gendmico, 0.2 mM de cada uno de los marcadores, 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de
dNTP’s total y 1 unidad de polimerasa Taq en 1X buffer de PCR [10 mM de Tris-HCI
(pH 7,2), 50 mM de KCI]. La receta de PCR se describe en el apéndice B. Las reacciones
de PCR se llevaron a cabo mediante un programa touchdown en el cual la temperatura de
anillamiento fue de 59° a 55° (Cuadro No. 4.).

Cuadro No. 4. Programa utilizado para la amplificacion de los microsatélites.

Paso T(C°)-t

1 94° — 4 min.

2 94° — 40 seq.

3 60° — 1 min.

4 72° —1min

5 94° — 40 seg.

6 59° —1 min

7 72° — 1 min

8 Ir al paso 5 (9 veces)
9 94° — 40 seg.

10 55° — 1 min.

11 72° — 1 min.

12 Ir al paso 9 (20 veces)
13 72° — 5 min.

14 20° — 15 min

15 Fin

6. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) del producto

amplificado. Los productos de PCR de los SSR’s fueron visualizados en una
electroforesis en un gel de poliacrilamida (PAGE) al 20% (37.5 : 2.5 acrilamida: bis-
acrilamida) a 15 miliamperios constantes durante 1 hora y 25 minutos. Los geles fueron
teflidos con una solucion de plata. Como referencia se utilizaron dos escaleras de peso
molecular de 1Kb (100 bp PROMEGA y 50 bp PROMEGA). El protocolo de la

electroforesis en geles de poliacrilamida es descrito en el apéndice A.



Figura No. 9. Diagrama de flujo del trabajo de laboratorio.
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B. Analisis de los datos

La determinacion del peso de los fragmentos de amplificacion en los geles de
poliacrilamida se llevé a cabo en el programa TotalLab TL120 (Nonlinear dynamics)
pudiéndose construir una matriz con los distintos alelos de cada marcador. Se determin6
el numero efectivo de alelos, la frecuencia de los mismos, el contenido de informacion de
polimorfismos (PIC) (Elston, 2005; Hildebrand et al., 1992; Guo et al., 1999) y la
heterocigosidad mediante el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse 2012). A partir de
estos datos se llevo a cabo un andlisis de componentes principales (PCA) realizado en el
programa estadistico R (version 3.0.2) utilizando el paquete adgenet (Jombart, 2008).

Ademas se realiz6 una correlacion de Pearson entre el PIC y el nimero de alelos.

Con estos datos se determinaron los marcadores més polimorficos y se propusieron
paquetes de marcadores para facilitar la estandarizacion del analisis. Se obtuvieron las
distancias genéticas (Nei, 1972) de la matriz general y de las matrices generadas con los
paquetes de marcadores. Luego se realizd una prueba de correlacién de matrices de
Mantel (1967) de 999 permutaciones que compard las distancias genéticas de los
paquetes de marcadores contra la de la matriz general. Se llevé a cabo un anélisis de
componentes principales (PCA) de cada uno de estos paquetes, estos también se
compararon con el PCA de la matriz general. Este andlisis se llevé a cabo en el programa
estadistico R. Finalmente se pudo determinar el paquete de marcadores 6ptimo.



Figura No. 10. Diagrama de flujo del analisis de datos.
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VIl. RESULTADOS

Siguiendo los objetivos del presente estudio junto a la metodologia propuesta, se

obtuvieron los siguientes resultados:

A. Extraccién de ADN

Se obtuvo ADN gendmico integro (con poca cola de barrido en la prueba de
electroforesis de agarosa) de cada individuo. Este presentd una concentracion media de
1486.47 ng/ul £ 695.90 y con una pureza de 2.24 £ 0.16 (razon Azso/Asso). Los resultados
de las cuantificaciones para cada una de las muestras se presentan en el apéndice E. Se
pudo observar que las muestras con mayor concentracion de ADN fueron las de las
variedades Trepador (= 3000 ng/ul), Texel (= 1500 ng/ul), Altense (= 2000 ng/ul) y
Hunapu (= 2000 ng/ul).

B. Caracterizacion de los marcadores microsatélites

Se prob6 un total de 15 marcadores microsatélites de los cuales, seis estaban
dirigidos a regiones no codificantes de ADN. Estos fueron descritos por Gaitan-Solis et
al. (2006). Los otros nueve estaban dirigidos a regiones codificantes para genes
especificos. Cinco de estos fueron descritos por Blair et al. (2003) y cuatro por Yu et al.
(2000). El marcador BMd08 descrito por Blair et al. (2003) fue el unico que no fue
tomado en cuenta para este estudio por su inconsistencia y bajo porcentaje de
amplificacion. Las secuencias mas comunes de microsatélites fueron de dos pares de
bases, CT, TA y GA (Cuadro No. 5). La media de repeticiones de los microsatélites
evaluados fue 14.26 + 11.16.

Todos los microsatélites amplificaron y sus fragmentos mostraron diferentes
longitudes de tamafio (pares de bases) mostrando asi el nimero de alelos para cada
variedad. Por otro lado todos los microsatéelites exceptuando BM143 y BMdO1,
produjeron multiples patrones de bandas siendo el marcador BM175 el mas diverso. Los
marcadores asociados a genes especificos como aquellos que no, presentaron la misma
tasad de polimorfismos. Todos los microsatélites probados presentaron un promedio de

33 alelos con alta informacion polimorfica (Cuadro No. 5).
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Cuadro No. 5 Informacion alélica para cada uno de los marcadores evaluados segun el

locus.

ID Marcador Sec. (Rep.) pb A’I\:etljbs Het. Exp. Het. Obs. PIC
A BM200 AG (10) 250 27 0.751 0.000 0.75
B BM143 GA (35) 129 42 0.939 0.095 0.939
C BMd01 AT (9) 210 39 0.936 0.054 0.936
E BM175 AT (5)/ GA (19) 190 42 0.937 0.149 0.937
F BM137 CT (33) 135 47 0.958 0.541 0.958
G BM183 TC (24) 156 39 0.908 0.203 0.907
H BMd25 GAT (6) 114 21 0.905 0.014 0.905
| PV-at007 AT (12) 240 25 0.785 0.000 0.784
J GATS11 CT (14) 237 32 0.930 0.000 0.929
K PV-at001 TA (22) 221 15 0.422 0.000 0.422
L BMd15 AG (6) 183 28 0.873 0.000 0.872
M BMd08 CT (™ 190 34 0.913 0.216 0.912
N BMd20 TA (5) 121 32 0.942 0.081 0.942
O PV-cct001 CTT (7) 208 39 0.937 0.000 0.936

Algunos de los tamarios de los alelos concordaron con los reportados por Blair et
al. (2003), Gaitan-Solis et al. (2002) y Yu et al. (2000) mas se observo que los alelos mas
comunes tendieron a tener mas pares de bases que el de la media reportada sin salirse del
rango de alelos minimos y maximos (apéndice E). Los fragmentos observados para los
marcadores PV-cct001, BMdO1, PV-at007 y BMd25 no han sido reportados, todos
exceptuando el Gltimo, superan el rango de pares de bases esperadas (Figura No. 11).

Todos estos fueron marcadores asociados a la codificacion de genes especificos.
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Figura No. 11. Comparacién del tamario alélico (pb) reportado y observado de los

distintos microsatélites. Se observa el valor reportado (rombo) y el valor observado

(cuadro) para cada microsatélite. Ademas se muestra el limite superior e inferior del
numero de alelos esperados para cada marcador.
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Marcadores evaluados

El marcador con el mayor nimero de alelos fue BM137 (47) seguido de BM143
(42) y BM175 (42), siendo estos dirigidos a regiones no codificantes y teniendo los
valores del PIC mas elevados entre 0.937 y 0.958 (Cuadro No. 5). Todos los marcadores,
exceptuando BM200 y PV-at001, mostraron un namero mayor de alelos y PIC que el
reportado en la literatura. La correlacion entre el nimero de alelos por locus y el indice
de contenido de informacion polimérfica fue significativa con un valor R = 0.7561 (t =
3.88, P = 0.001). Con respecto a los SSR’s dirigidos a genes especificos, se pudo
encontrar que los marcadores mas polimdrficos estuvieron asociados a genes
relacionados con la produccion de endoquitinasa (BMd20), Ypr10 (BMdO01) y Glicerol 3
SN fosfatasa aciltransferasa (PV-cct001).

Se realizd un analisis de componentes principales con los alelos obtenidos para

cada individuo de las distintas variedades (Figuras No. 12 y 13). Se pudieron distinguir

— 4 Blair
W Obs
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nueve agrupaciones. Las variedades que se separaron de la agrupacion principal fueron,
Altense (49 alelos), Hunapu (28 alelos), DRC3 (40 alelos), Texel (39 alelos), A985 (41
alelos), A693 (45 alelos), 24D (47 alelos) y 24C (41 alelos). Se determiné ademas el
marcador mas polimorfico para cada variedad y el nimero de alelos que éste presentaba
(Cuadro No. 7). Se observé que las variedades Arbustivo y Trepador fueron la mas
polimorficas. Esto pudo deberse al nimero de individuos que fueron analizados en ellas,
17 y 14 respectivamente. Comparado con las otras variedades que tan solo tuvieron tres
individuos y en el caso de las variedades Hunapu y Anita, solamente dos. Aun asi las
variedades que presentaron mas diferencias entre si fueron aquellas con baja cantidad de

individuos.

Cuadro No. 6. Informacion alélica para cada una de las variedades. En éste se sefiala el

alelo mas polimérfico de cada variedad.

No. Alelos del SSR

Variedad n No.Alelos AIB/C/E|/FIGIH I |J K/ L MN|O més polimérfico

Arbustivo 17 145 19
Trepador 14 96 13
DRP11 3 41 5
DRP12 3 37 5
DRP25 3 36 B N 3
DRP40 3 33 B B 3
DRP52 3 43 6
DRCL 3 42 B 6

24c 3 41 B 4
24D 3 47 B 6
AB93 3 45 6
A985 3 41 6
DRC3 3 40 N 6
Texel 3 39 5
Altense 3 49 6
Hunapi 2 28 3
Anita 2 24 4
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Figura No. 12. PCA utilizando la informacién de los 14 marcadores utilizados
(visualizacion desde los ejes 2 y 3).
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Figura No. 13. PCA utilizando la informacion de los 14 marcadores utilizados
(visualizacion desde los ejes 1y 2).

C. Seleccidn del paquete 6ptimo de marcadores.

Luego de haber llevado a cabo el analisis con los 14 marcadores efectivos, se quiso
seleccionar un paquete de SSR’s que fuera significativamente informativo. Considerando
que el frijol es una de las leguminosas que representa gran parte de la produccién agricola
en Guatemala (MAGA, 2011) como en América Latina (Blair et al., 2006; 2011), se
necesita facilitar el estudio del mismo y ahorro de recursos en paises en vias de

desarrollo.

Con la informacion alélica obtenida se escogieron los siete marcadores mas
polimorficos (Entre paréntesis su letra de identificacion), BM137 (F), BMd20(N),
BM143 (B), BM175 (E), PV-cct001(0), BMdO1 (C), y GATS11 (J). Para la seleccion se
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tomo en cuenta el PIC, la heterocigosidad esperada y el nimero de alelos obtenidos. Se
hicieron 6 paquetes de marcadores incluyendo a los mas polimorficos, en cada uno se fue
excluyendo al SSR menos informativo hasta quedar con un paquete de dos marcadores.
Se calculd la distancia genética (Nei, 1972) de cada una de las matrices generadas y se
compard contra la matriz general de los 15 marcadores con una prueba de correlacion de
matrices de Mantel (1967) (Cuadro No. 7).

Cuadro No. 7. Resultados de la prueba de correlacion de matrices, Mantel, para cada uno

de los paquete de marcadores evaluados.

Matriz Mantel Valor P

FNBEOC] 0.838 0.0001
FNBEOC 0.829 0.0001
FNBEO 0.811 0.0001
FNBE 0.77 0.0001
FNB 0.68 0.0001
FN 0.612 0.0001

Se pudo observar que si hubo una correlacion entre todas las matrices (P < 0.001)
con la matriz de 15 marcadores. Los paquetes de marcadores que presentaron mayor
correlacion (R > 0.8) fueron FNBEO (0.811), FNBEOC (0.829) y FNBEOCJ (0.838). Al
realizar el analisis de componentes principales (PCA) de los paquetes se determin6 que el
mas informativo y eficiente fue FNBEO (Figuras No. 13 y 14). Se pudo distinguir 10
agrupaciones. Las variedades que se separaron de la agrupacion principal fueron, Altense
(22 alelos), Hunapu (12 alelos), DRC3 (16 alelos), Texel (18 alelos), A693 (16 alelos),
24D (16 alelos), 24C (16 alelos), DRP11 (17) y DRC1 (15), siendo estos dos ultimos no
discriminados por el paquete general y si por el paquete 6ptimo. La Unica variedad que no
fue discriminada totalmente por el paquete 6ptimo fue A985 sin embargo en la Figura

No.14. se observa claramente contenida en la agrupacion de la variedad Arbustivo.

Se determind ademas el marcador mas polimérfico para cada variedad y el nimero
de alelos del mismo (Cuadro No. 8). Se observd el mismo fenémeno en donde las
variedades mas polimorficas fueron en las que mas individuos se evaluaron. Aun asi

ninguna de ellas presentd diferencias significativas que las hiciera separarse en el PCA.
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Cuadro No. 8. Informacion alélica para cada una de las variedades segun el paquete de

marcadores optimo.

Variedad n No.Alelos | B/ E| F N |O Nnaé'sg?islﬁgrlﬁscsoR
Arbustivo 17 66 19
Trepador 14 43 13
DRP11 3 17 5
DRP12 3 17 5
DRP25 3 13 | 3
DRP40 3 13 3
DRP52 3 14 3
DRC1 3 15 4
24C 3 16 4
24D 3 16 5
A693 3 16 g
A985 3 16 4
DRC3 3 16 g
Texel 3 18 5
Altense 3 22 6
Hunapu 2 12 3
Anita 2 10 4

Por ultimo se puede observar que solamente utilizando el paguete de marcadores F
y N, aun habiendo una correlacion media (R > 0.6), estos no son lo suficientemente
informativos. Solamente una poblacion DRP11 es discriminada (Figura No. 15). Es por

ello que se ratifica el paquete de marcadores optimo.
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Figura No. 14. PCA utilizando la informacidon del paquete éptimo de marcadores
(BM127, BMd20, BM143, BM175, PV-cct001) (visualizacion desde los ejes 1y 2).
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Figura No. 15. PCA utilizando la informacidon del paquete éptimo de marcadores
(BM127, BMd20, BM143, BM175, PV-cct001) (visualizacion desde los ejes 2 y 3).
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Figura No. 16. PCA utilizando la informacion de los dos marcadores mas polimorficos
(BM127, BMd20) (visualizacion desde los ejes 1y 2).




VIII. DISCUSION

Los multiples patrones de bandas producido por los marcadores, especialmente el
marcador BM175 pueden deberse a la separacion del loci por causa de una duplicacion
(Blair et al., 2003). La localizacion de estos loci en el genoma pueden reflejar la
probabilidad de duplicaciones en familias de genes (Jones et al., 2002). Esta informacion
debe de ser corroborada con la secuenciacion de estos fragmentos y bioinformatica. Los
marcadores asociados a genes especificos como aquellos que no estaban dirigidos a
secciones codificantes no presentaron ninguna diferencia entre la tasa de polimorfismos.
A diferencia de lo encontrado en la literatura donde generalmente los microsatélites
asociados a genes tienden a ser menos polimorficos (Blair et al., 2003). Esto se ha
observado en otros cultivos como arroz (Cho et al., 2000) y sorgo (Schloss et al., 2002).
Este resultado debe de ser corroborado aumentando el nimero de muestras evaluadas

para cada variedad.

No se observo ninguna diferencia en el namero de alelos por locus ni en el PIC
observado para ninguno de los microsatélites (ADN codificantes y no codificantes). Esto
difirié con los estudios de Blair et al. (2006) donde se encontré que los marcadores
dirigidos a secuencias de genes resultaron menos polimorficos. Las diferencias en la
variabilidad alélica de los microsatélites evaluados pudo deberse a las diferencias en la
tasa de mutacidn y presion selectiva en cada uno de los locus (Métais et al., 2002).
Ademas esta variabilidad también es influenciada por la secuencia repetida o motivo,
longitud y contexto gendémico (Blair et al., 2006). La correlacion entre el nimero de
alelos por locus y el indice de contenido de informacion polimérfica fue significativa (t =
3.88, P < 0.005) lo que muestra que cualquiera de los dos valores es un buen estimador
para la determinacién del valor polimdrfico de los marcadores para estudios de diversidad
de frijol.

Se pudo observar una mayor tasa de polimorfismos en las variedades del altiplano
guatemalteco que en algunas variedades evaluadas por Blair et al. (2006). Es evidente la
alta diversidad de la region al comparar lo obtenido en este estudio contra lo esperado

(Figura No. 11). Estos datos se corroboran con el estudio de Blair et al. (2006) donde se
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observa a la raza Guatemala siendo la mas diversa del acervo genético mesoamericano.
Se recomienda incluir en estudios posteriores a mas individuos de la region como a otros
del acervo genético mesoamericano. Se sugiere ademas incluir datos fenoldgicos y
fenotipicos de cada uno de los individuos evaluados. Ya que muchos de éstos han sido

evaluados previamente con estudios agronémicos.

Con respecto a los SSR’s dirigidos a genes especificos, se pudo encontrar que los
marcadores mas polimorficos estuvieron asociados a los genes de la produccion de
endoquitinasa (BMd20), Yprl0 (BMdO01) y Glicerol 3 SN fosfatasa aciltransferasa (PV-
cct001). El marcador BMd20 esta asociado a la produccion de endoquitinasas, las cuales
son enzimas que catalizan la hidrolisis de polimeros de quitina y quitodextrina tipico en
los hongos. El locus donde se encuentra este gen present6 una alta tasa de polimorfismos,
lo cual puede llegar a expresarse en un fenotipo resistente al ataque de hongos. Esto
puede corroborar los resultados de los ensayos agrondmicos realizados por el Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricola de Guatemala (ICTA, 1996) para las variedades Hunapl y

Altense.

Las variedades Hunapl y Altense fueron producidas para adaptarse a localidades
del altiplano guatemalteco (1600-2300 msnm). Esta region presenta condiciones
climaticas que favorecen el desarrollo de enfermedades fungicas como la antracnosis
(Colletotrichum lindemuthianum), mancha de Ascochyta (Ascochyta sp.) y roya de frijol
(Uromyces phaseoli). La enfermedad que mas afecta al frijol en Guatemala es la
antracnosis. Los marcadores dirigidos a genes de resistencia antifungica podrian ser Gtiles
en futuros estudios de recursos genéticos, fitopatologia y cambio climatico, evidenciando
la gran utilidad de la tipificacion de la diversidad genética en estas disciplinas.

Seglin Avalos (2004) existe una alta variabilidad genética en los mutantes de las
variedades Altense y Hunapu evaluadas con AFLP’s. Seria interesante evaluar la tasa de
polimorfismos con SSR’s y comparar los resultados, tomando en cuenta lo discutido
anteriormente. Se ha observado que en frijol, los microsatélites confieren una
observacion mas aproximada de la biodiversidad comparado con otras técnicas como
AFLP’s, RFLP’s y RAPD’s (Blair et al., 2007). Pudiéndose enriquecer los resultados
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observando como la induccidn de mutaciones podria ser Util para el fitomejoramiento del

frijol.

Por los estudios realizados por Blair et al. (2006), todos los microsatélites
evaluados han presentado ser mas Utiles para el mapeo genético del acervo andino que el
del mesoamericano. Por ello, sugerir paquetes especificos de marcadores, ayuda a futuras
investigaciones en la regién a tener resultados mas informativos con menores recursos.
Se pudo observar las subdivisiones existentes entre las diferentes muestras de frijol
provenientes del altiplano del pais. Estos resultados deben ser enriquecidos no solamente
con informacion genética, fenoldgica, morfolégica sino con la que pueden brindar los
ensayos agronomicos. Blair et al. (2007) demostré que existen mas divisiones basadas en

los aspectos agroecoldgicos gque en los morfologicos en una poblacion.

La biodiversidad descrita en frijol ha sido mayor en comparacion con otros granos,
es por ello que se sugiere que en el proceso de domesticacion del frijol, han ocurrido
varios eventos de hibridacion entre los acervos genéticos andino y mesoamericano. Se
sugiere incluir mas individuos de la region para observar si los resultados de este estudio

corroboran lo encontrado por Blair et al. (2006) para la raza Guatemala.

En la caracterizacion genética por microsatélites realizada por Blair et al. (2009), la
raza Guatemala presenta alta biodiversidad, confirmando los resultados de este estudio.
La alta biodiversidad obtenida puede explicarse al observar el valor de diferenciacion
genética (Fst) de las razas Guatemala y Durango-Jalisco (Figura No. 17). EI Fst de
ambas razas es muy similar indicando que ambas comparten alelos, ésea una historia
genética en comun (Bird et al., 2014; Holsinger y Weir, 2009). Esta hipotesis podria ser
respaldada estudiando los alelos fijados en los ancestros de ambas razas, tomando en
cuenta que la region es centro de origen para el cultivo. EI comportamiento de estos
alelos puede observarse en cémo algunos marcadores son mas informativos para cada
acervo especificamente. Por ejemplo, pudo corroborarse que los marcadores BM175 (E)
y BM200 (F) son sumamente informativos para el acervo mesoamericano, las variedades

de la region.



Figura No. 17. Diferenciacion genética basada en el valor de la prueba Fg y analisis
filogenético de distintas variedades de frijol (Blair et al., 2009). El andlisis filogenético se
baso el en método de “unién de vecino” (Neighbor-Joining) con el coeficiente de Nei. D-

J: Durango-Jalisco. G: Guatemala. M: Mesoamérica. NG: Nueva Granada. P: Per.
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(Blair et al., 2009)

Otra hipotesis para explicar la alta diversidad es el fendmeno de introgresion. Los
frijoles andinos tienden a tener una mayor tasa de polimorfismos (Blair et al., 2006) y
esto se ha observado en algunas razas como Peru. Los procesos de introgresion pueden
producir combinaciones interesantes en las distintas variedades de una localidad. Estas
pueden conferir mayor adaptabilidad al estrés ambiental, resistencia a plagas y mayor

calidad nutricional (Blair et al., 2009). Aunque para la regién, esto es poco probable.

La diversidad encontrada en este estudio es muy valiosa considerando el alto nivel
de produccidn de frijol en la regién. Comparado con otros paises, la produccion de frijol
en Guatemala es de vital importancia para los habitantes. El altiplano guatemalteco lo
componen los departamentos de Quiche, Huehuetenango, San Marcos, Quetzaltenango,
Totonicapan, Solola y Chimaltenango. Estos son los departamentos con mayor densidad
poblacional (198 habitantes/Kmz2), siendo la mayoria territorio indigena y en donde el
indice de pobreza extrema es el mayor (INE, 2011). El frijol junto a otros granos

representan la fuente mayoritaria de proteinas en estas poblaciones vulnerables.

En conclusion, la presente investigacion representa el montaje de una linea de
investigacion de diversidad genética para el frijol en Guatemala. La implementacion de

los marcadores mas polimorficos sera de gran utilidad para el andlisis y monitoreo de
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poblaciones locales. La caracterizacion de la diversidad genética dentro de la poblacion
de frijol del altiplano del pais serd de suma relevancia y utilidad para bancos de
germoplasma, estudios de fitopatologia, seguridad alimentaria, conservacion de recursos
genéticos y cambio climatico. Esto hard que estas colecciones sirvan como referencia
para futuros estudios de mejoramiento y conservacion de este cultivo. Este trabajo podra
colaborar en el estudio de la dindmica y estructura de las poblacién de frijol en

Guatemala y asi poder llegar a documentar la historia genética del género en el pais.



IX. CONCLUSIONES

. Se logro extraer ADN de P. vulgaris con alta integridad y pureza, adecuado para

el analisis con marcadores microsatélites (SSR’s).

. Todos los microsatélites amplificaron y mostraron diferentes longitudes de
fragmentos mostrando asi el nimero de alelos para cada variedad. Por otro lado
todos los microsatélites exceptuando BM143 y BMdO1, produjeron multiples
patrones de bandas siendo el marcador BM175 el méas numeroso.

Los alelos concordaron con los reportados por Blair et al. (2003), Gaitan-Solis et
al. (2002) y Yu et al. (2000) sin embargo se observo que los alelos mas comunes

tendieron a tener mas pares de bases que el de la media reportada.

Los fragmentos observados para los marcadores PV-cct001, BMdO1, PV-at007 y
BMd25 no han sido reportados, todos exceptuando el ultimo, superan el rango de

pares de bases esperadas.

El marcador con el mayor nimero de alelos fue BM137 (47) seguido de BM143
(42) y BM175 (42), siendo estos dirigidos a regiones no codificantes y teniendo
los valores del PIC més elevados (entre 0.937 y 0.958).

La correlacion entre el nimero de alelos por locus y el indice de contenido de
informacién polimérfica fue significativa con un valor R = 0.7561 (t = 3.88, P =
0.001).

. Con respecto a los SSR’s dirigidos a genes especificos, se pudo encontrar que los
marcadores mas polimorficos estuvieron asociados a genes relacionados con la
produccion de endoquitinasa (BMd20), Ypr10 (BMd01) y Glicerol 3 SN fosfatasa
aciltransferasa (PV-cct001).

El paquete 6ptimo de marcadores microsatélites para estudiar la diversidad local
de frijol fue BM137 (F), BMd20 (N), BM143 (B), BM175 (E) y PV-cct001 (O).
Este present6 una correlacion significativa (R = 0.811, P < 0.001) con la matriz
general (15 marcadores).
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9. Con el Anélisis de Componentes Principales (PCA) se pudo distinguir 10
agrupaciones. Las variedades que se separaron de la agrupacion principal fueron,
Altense (22 alelos), Hunapu (12 alelos), DRC3 (16 alelos), Texel (18 alelos),
A693 (16 alelos), 24D (16 alelos), 24C (16 alelos), DRP11 (17 alelos) y DRC1
(15 alelos).



X. RECOMENDACIONES

Incluir un mayor ndmero de individuos de cada variedad para tener una
representacion significativa para el analisis de genética de poblaciones. Se sugiere
ademaés incluir individuos de cada una de las regiones del pais y del acervo
genético mesoamericano.

Incluir ademaés individuos del acervo genético andino al igual que un mayor
numero de marcadores microsatélites dirigidos a este. Con ello se podra tener un
analisis mas completo en el cual pueda comprobarse la hipétesis que relaciona la
alta diversidad con la presencia de alguna introgresion.

Incluir en futuros estudios la fenologia y fenotipo de cada uno de los individuos
evaluados.

Secuenciar genes nucleares y del cloroplasto de los individuos para observar de
manera certera la biodiversidad genética. Con esto se podra llegar a relacionar
filogeogréaficamente estas interacciones y se explicard con mayor claridad los

procesos de fijacion de alelos para cada variedad.
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XIl. APENDICE

A. Protocolos de extraccion de ADN y Electroforesis con Geles de Poliacrilamida

1. Protocolo de extraccién de ADN genomico total con solucion amortiguadora
CTAB

1.

9.

Agregar 600uL de buffer CTAB (2% CTAB, 2% Polivinilpirrolidona,
100mM Tris-HCl pH 8, 14M NaCl, 20mM EDTA, 0.2% -
mercaptoetanol) el cual debe estar previamente calentado a 65°C para
posteriormente seguir macerando mecanicamente. La receta se encuentra
en el apéndice B.

Incubar con agitacion las muestras a 65°C por 30min. (Boekel, Shake N’
Bake Hibridization Oven).

Agregar un volumen (400uL) de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)
mezclando por inversion.

Centrifugar a 12,000rmp por 10min (Eppendorf Centrifuge, 6526D).

Al sobrenadante agregarle 60 ul de acetato de amonio y 400 ul de
Isopropanol.

Incubar a -20°C durante 30 min y repetir la centrifucacion.

Descartar el sobrenadante y agregar 250uL de etanol al 70% repitiendo el
mismo ciclo de centrifugacion, descartando nuevamente el sobrenadante.

Secar el precipitado al aire y se resuspender en 20-40uL de buffer TE
(10mM Tris, llevar a pH 8.0 con HCI; 1 mM EDTA) precalentado a 60°c.

Almacenar a 4°C.

2. Protocolo de electroforesis en geles de Poliacrilamida (PAGE)

1.

2.

Armar el sistema Miniprotean 2 (BioRad).

Realizar el gel con la receta descrita en el apéndice B. Esperar de 20-30
min para esperar que polimericen.

Colocar dentro de la cdAmara de electroforesis vertical los genes y llenar
con buffer TBE. La receta esta descrita en el apéndice B.
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Cargar la muestra (3-6 uL) y las escaleras moleculares (1.5 uL).

Luego se corre por una hora y 20 min a 15 miliamperios constantes.

54

Fijar en solucidn de &cido acético por 20 min. La receta de esta solucion se

encuentra en el apéndice B.

3. Protocolo de tincion y revelado de geles de poliacrilamida (PAGE)

1.
2.

3.

6.
7.

4. Recetas para la preparacién de distintas soluciones

Recuperar la solucién de &cido acético.

Lavar por dos minutos con H20 d (tres veces).

Incubar en solucion de tincion por 30 minutos. La receta de esta solucion

se encuentra en el apéndice B.

Lavar por 10 segundos con H20 d.

Incubar en solucién de revelado fria. La receta de esta solucion se

encuentra en el apéndice B.

Detener el revelado con la solucion de &cido acético recuperada.

Percar los geles con papel filtro y cubrirlos con un acetato.

1. Receta para preparacion del buffer CTAB 2X
Reactivo [stock] [1X] 100 mL
Tris-HCI pH 7.8 1M 10 mL
EDTA pH 8.0 05M 4 mL
NaCl 5M 30 mL
CTAB 10% 20 mL. 2g/100mL
B-mercapio 14.4 M 1%. 1mL

(en fresco, luego de esterilizar)
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2. Receta para preparacion del bufer TAE 50X

. [10X] 1L
Reactivo [stock]

Trizma base 121.14 g/mol 242 g

EDTA NA2 372.24 g/mol 16.8¢

Acido Acético Glacial 100% 57.19

3. Receta para preparacion del bufer TBE
) [1X] 1L [5X] 25ml
Reactivo [stock] )

Corrida Geles
Trizma base 121.14 g/mol 10.8 g 1.35¢g
EDTA NA2 372.24 g/mol 0.93¢g 0.11g
Acido Bérico 61.83 g/mol 554 0.687 g

4. Receta para la preparacion de los geles de poliacrilamida (20%)

Reactivo [stock] 1 Gel 4 Geles
H20 destilada - 2.25 mL 9mL
Buffer TBE 5X 0.6 mL 2.4 mL

40%
Acrilamida (37.5:2.5 Acrilamida: 2.85 mL 11.4 mL
bis-acrilamida)

APS 25% 8 uL 32 uL
TEMED - 8 uL 32 uL

5. Receta para la preparacion de la solucién de acido acético

Reactivo [1X] 150 mL
Acido Acético Glacial 15 mL
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6. Receta para la preparacion de la solucion de tincion de plata

Reactivo [stock] [1X] 150 mL
AgNO3 0.10% 0.15¢
Formaldehido 37.50% 225 uL

7. Receta para la preparacion de la solucion de revelado

Reactivo [stock] [1X] 150 mL
NaCO3 - 459
Formaldeido 37.50% 225 uL
Tiosulfato 10% 7.8 uL
8. Receta de PCR para SSR’s
Reactivo [stock] [1X] Vol 1X (mL)
H20 - - 7.35
Buffer 10X 1X 1.25
dNTP's 2.5 mM 0.1mM 0.75
MgCI2 25 mM 1.5 mM 0.5
Primer Forward 5mM 0.2 mM 0.5
Primer Reverse 5mM 0.2 mM 0.5
Taq (Promega) 5 U/uL 1U 0.15
ADN 75 ng/uL 75 ng/uL 1.5
Vol. Reaccion 12.5mL
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B. Idiogramas donde se presenta la ubicacion de los microsatélites en el genoma del
frijol (Yu et al, 2000, Blair et al, 2003, Gaitan-Solis et al, 2008).
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2. ldiograma del Cromosoma 2 de P. vulgaris (Yu et al, 2000). En él se marca en

b02

un circulo la ubicacién de los microsatélites.
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Idiograma del Cromosoma 3 de P. vulgaris (Yu et al, 2000). En él se marca en

un circulo la ubicacién de los microsatélites.

DDEs-2
WA-ag001

I

1

= wWigd. 01020

- 1
o003 - ROFTS
ROAD 82

ﬁ%ﬁ%%

e
FY-a1008 1404 1

Q181

<M

NERE €

a3 ",
P19.1 -I
D151
b03
182.5 cM

Brgdaz:,

G10090

AATI0EG 5

AR T1RTID .

— DCYds

—— DASH

o<y

BrgdOdb ..,

" I

BRI1ST
-."-I-

Q201120

ErgdTs =~
EN9.450

o

1 J i
g s !

Brgl1 2 < Brgots
X116

LOGAr

wosises &
P ;

HEG

b03¢

O emar2 i

BMd1 L

— Bnghz1

cM
0

20

Bngli 1b

Bnglas - Bnga3

- Bng218
- Bngl 65 =
. Brg1 23

- BngdTs
- Brgl 16 - Bngdig
-«



4.

un circulo la ubicacién de los microsatélites.
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Idiograma del Cromosoma 4 de P. vulgaris (Yu et al, 2000). En él se marca en
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5. ldiograma del Cromosoma 5 de P. vulgaris (Yu et al, 2000). En él se marca en
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6. ldiograma del Cromosoma 6 de P. vulgaris (Yu et al, 2000). En él se marca en

un circulo la ubicacién de los microsatélites.
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7. ldiograma del Cromosoma 7 de P. vulgaris (Yu et al, 2000). En él se marca en

un circulo la ubicacién de los microsatélites.
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8. Idiograma del Cromosoma 8 de P. vulgaris (Yu et al, 2000). En él se marca en

un circulo la ubicacién de los microsatélites.
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9. lIdiograma del Cromosoma 9 de P. vulgaris (Yu et al, 2000). En él se marca en
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10. Idiograma del Cromosoma 10 de P. vulgaris (Yu et al, 2000). En él se marca

en un circulo la ubicacién de los microsatélites.
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11. Idiograma del Cromosoma 11 de P. vulgaris (Yu et al, 2000). En él se marca

en un circulo la ubicacion de los microsatélites.
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C. PAGE’s de los productos de amplificacion de los distintos SSR’s.

1. Productos del marcador BM200. En él se observa los alelos de 250 y 300 pb.
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3. Productos del marcador BMd01. En él se observa el alelo de 210pb.

4. Productos del marcador BM175. En €l se observan los alelos de 190, 179 y 166
pb.




5. Productos del marcador BM137. En él se observan los alelos de 135y 109 pb.
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6. Productos del marcador BM183. En él se observa el alelo de 156pb.
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7. Productos del marcador BMd25. En él se observa el alelo de 114pb.
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8. Productos del marcador PV-at007. En él se observa el alelo de 240pb.
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9. Productos del marcador GATS11. En él se observa el alelo de 237pb.

10. Productos del marcador PV-at001. En él se observa el alelo de 221pb.

By S WAL R Hian,

B s W

s

SRR P

)




11. Productos del marcador BMd15. En él se observa el alelo de 183pb.
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13. Productos del marcador BMd20. En él se observa el alelo de 121pb.

14. Productos del marcador PV-cctO01. En él se observa el alelo de 208pb.
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D. Resultados de los distintos analisis realizados.

1661
1662
1663
1671
1673
1681
1682
1683
1691
1692
1693
1701
1702
1703
1711
1712
1713
1721
1722
1723
1731
1732
1733
1741
1742
1743
1751
1753
1761
1762
1763
1771
1772
1773
1781
1782
1783

1.

75

Cuadro con la cuantificacion y pureza de cada una de las muestras. Mx: NUmero

de muestra. Var: Variedad. [ADN]: Concentracién de ADN en ng/uL. Pureza:

Relacion 260/280 de absorbancia para determinar el indice de pureza.

Var
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
DRP11
DRP11
DRP11
DRP12
DRP12
DRP12

[ADN]
4481
920
854
521
415
1755
1505
1447
657
823
547
905
648
669
1037
489
474
1641
4719
2259
1556
1278
3100
4678
4087
8227
5427
4725
3018
3318
4156
692
1877
571
1527
1908
640

Pureza
1.92
1.92
1.99
2.16
2.61
2.01
2.03
1.95
1.92
1.92
1.95
2.14
2.2
212
2.07
2.46
2.28
1.96
1.89
1.99
2.03
1.99
2
1.95
1.99
1.96
2.04
2.01
2.02

2.04
2.24
2.07
24
2.09
2.06
2.27

Mx
1791
1792
1793
1801
1802
1803
1811
1812
1813
1821
1822
1823
1831
1832
1833
1841
1842
1843
1851
1852
1853
1871
1872
1873
1881
1882
1883
1891
1892
1893
1901
1902
1903
1911
1913
1921
1922

Var
DRP25
DRP25
DRP25
DRP40
DRP40
DRP40
DRP52
DRP52
DRP52
DRC1
DRC1
DRC1
24C
24C
24C
24D
24D
24D
A693
AB93
A693
A985
A985
A985
DRC3
DRC3
DRC3
Tex
Tex
Tex
Alt
Alt
Alt
Hun
Hun
Ani
Ani

[ADN]
308
540
468
505
600
463
1142
649
1172
694
708
499
220
339
657
456
356
611
1135
461
289
631
562
878
632
272
402
812
2555
789
2848
1786
1389
1852
1957
2145
666

Pureza
2.04
2.54
2.75
2.2
24
212
211
249
2.17
2.46
24
2.8
213

2.49
2.72
2.66
2.23
2.87
3.6
2.57
2.77
2.46
2.67
3.1
3.18
2.1
1.99
1.95
1.98
1.99
2.03
1.85
2.03
2.04
2.14
2.25
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2. Matriz de alelos para cada uno de los marcadores de SSR’s. A continuacion se

presenta cada muestra (Mx) con la descripcion de su variedad (Var) y los alelos

encontrados para cada uno de los marcadores.

Var

BM200

BM143

BMd01

BM175

BM137

BM183

BMd25

PV-
atoo7

GATS11

PV-
atool

BMd15

BMd08

BMd20

PV-
cct00l

1661
1662
1663
1671
1673
1681
1682
1683
1691
1692
1693
1701
1702
1703
1711
1712
1713
1721
1722
1723
1731
1732
1733
1741
1742
1743
1751
1753
1761
1762
1763

Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Arb
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre
Tre

250/250
250/250
250/250
250/250
250/250
250/250
250/250
250/250
250/250
250/250
250/250
305/305
300/300
315/315
250/250
294/294
250/250
250/250
245/245
250/250
250/250
250/250
250/250
245/245
241/241
254/254
250/250
250/250
250/250
230/230
250/250

141/141
129/129
103/103
129/129
129/129
136/136
138/138
143/118
101/101
1271127
109/109
136/136
106/106
143/143
141/141
140/140
164/123
143/143
151/151
140/140
129/129
129/129
129/129
1271127
132/132
138/138
129/129
129/129
129/129
111/111
107/107

233/233
2271227
238/238
210/210
225/225
230/230
232/232
235/235
232/232
2241224
2341234
2411207
241/205
241/202
235/235
238/238
241/241
238/238
232/232
230/230
210/210
210/210
210/210
194/194
192/192
237/237
210/210
210/210
210/210
210/210
210/210

179/179
190/190
176/176
190/190
190/190
166/166
166/166
167/167
171/171
174/174
190/190
165/165
169/169
176/176
183/183
183/183
179/179
190/190
196/196
196/196
190/190
190/190
190/190
209/209
200/200
205/205
168/168
190/190
190/190
197/197
190/190

133/113
110/110
120/104
173/173
105/105
100/100
100/100
100/100
094/094
100/100
096/096
178/178
131/104
127/108
132/109
128/107
126/104
125/101
127/103
124/105
135/135
135/135
135/135
126/101
123/103
133/113
135/135
135/135
135/135
136/111
135/135

155/155
155/155
155/155
155/155
155/155
150/150
147/147
149/149
149/149
148/148
149/149
142/169
161/149
163/150
152/152
151/151
156/156
147/147
150/150
154/154
155/155
155/155
155/155
165/165
161/161
162/162
155/155
155/155
155/155
156/156
155/155

121/121
118/118
116/116
118/118
114/114
114/114
114/114
114/114
114/114
114/114
114/114
117/117
119/119
118/118
118/118
118/118
116/116
118/118
117/117
120/120
119/119
122/122
116/116
123/123
121/121
120/120
119/119
113/113
116/116
114/114
117/117

228/228
240/240
216/216
240/240
240/240
212/212
212/212
216/216
219/219
219/219
240/240
2371237
256/256
240/240
240/240
240/240
240/240
230/230
240/240
236/236
240/240
240/240
240/240
208/208
210/210
240/240
240/240
240/240
240/240
240/240
240/240

221/221
228/228
228/228
2371237
261/261
2571257
253/253
248/248
236/236
241/241
235/235
238/238
248/248
239/239
248/248
253/253
264/264
237/237
2371237
2417241
2371237
237/237
237/237
250/250
254/254
252/252
2371237
237/237
2371237
2407240
237/237

221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221

253/253
183/183
248/248
183/183
183/183
240/240
238/238
238/238
183/183
183/183
250/250
240/240
230/230
2211221
162/162
163/163
165/165
183/183
183/183
183/183
183/183
183/183
183/183
183/183
185/185
189/189
183/183
183/183
183/183
183/183
183/183

190/190
178/178
185/185
176/176
150/150
203/203
190/190
190/190
188/188
186/186
190/190
197/197
190/190
198/198
190/190
190/190
190/190
191/191
181/181
189/189
160/160
190/190
154/154
179/179
182/182
189/189
190/190
190/190
132/132
190/190
190/190

138/138
129/129
121/121
121/121
128/128
125/125
126/126
125/125
130/130
127/127
127/127
139/129
131/123
135/124
131/131
127/127
129/129
119/119
114/114
126/126
121/121
121/121
121/121
118/118
120/120
121/121
121/121
121/121
121/121
128/128
121/121

229/229
208/208
218/218
208/208
208/208
211/211
217/217
208/208
217/217
218/218
229/229
214/214
231/231
225/225
221/221
219/219
219/219
218/218
218/218
215/215
208/208
208/208
208/208
222/222
214/214
222/222
208/208
208/208
208/208
222/222
208/208
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Var

BM200

BM143

BMd01

BM175

BM137

BM183

BMd25

PV-
atoo7

GATS11

PV-
atoo1

BMd15

BMd08

BMd20

PV-
cctool

1771
1772
1773
1781
1782
1783
1791
1792
1793
1801
1802
1803
1811
1812
1813
1821
1822
1823
1831
1832
1833
1841
1842
1843
1851
1852
1853
1871
1872
1873
1881
1882
1883
1891
1892
1893
1901
1902
1903
1911
1913
1921
1922

DRP11
DRP11
DRP11
DRP12
DRP12
DRP12
DRP25
DRP25
DRP25
DRP40
DRP40
DRP40
DRP52
DRP52
DRP52
DRC1
DRC1
DRC1
24C
24C
24C
24D
24D
24D
A693
AB93
AB93
A985
A985
A985
DRC3
DRC3
DRC3
Tex
Tex
Tex
Alt
Alt
Alt
Hun

Hun

Ani

250/250
241/241
250/250
306/306
319/319
302/302
250/250
208/208
208/208
250/250
250/250
250/250
260/260
250/250
2771277
250/250
233/233
2341234
209/209
202/202
250/250
229/229
230/230
250/250
250/250
319/319
250/250
296/296
296/296
293/293
240/240
240/240
240/240
241/241
246/246
256/256
254/254
245/245
236/236
236/236
250/250
237/237
250/250

108/108
107/107
106/106
113/113
107/107
145/145
120/120
142/142
107/107
108/108
108/108
122/122
110/110
121/121
109/109
131/118
108/108
129/129
107/107
104/104
110/110
158/158
159/159
161/161
109/109
156/156
125/125
114/114
123/123
109/109
109/109
128/128
110/110
144/144
166/166
162/143
129/129
246/146
129/129
139/139
129/129
164/164
129/129

240/240
237/237
2247190
201/201
194/194
194/194
210/210
150/150
210/210
147/147
210/210
149/149
189/189
189/189
191/191
192/192
194/194
192/192
156/156
153/153
210/210
183/183
188/188
189/189
200/200
199/199
204/204
2271227
229/229
190/190
193/193
221/221
2271227
210/210
217217
2221222
208/208
181/181
232/232
201/201
210/210
200/200
199/199

161/161
162/162
165/165
190/190
184/184
192/192
179/179
170/170
161/161
159/159
156/156
158/158
166/166
172/172
170/170
252/252
240/201
233/202
165/165
168/168
172/172
208/208
208/208
206/206
175/175
169/169
167/167
168/168
165/165
172/172
248/211
235/200
235/200
207/207
230/200
231/201
2447207
243/206
253/209
214/179
190/190
190/190
190/190

133/107
133/112
131/109
127/107
133/110
133/112
155/155
156/156
156/156
155/155
156/156
155/155
155/155
157/157
157/157
156/156
155/155
155/155
164/151
165/151
167/151
164/152
159/151
162/151
163/150
162/151
162/151
161/149
161/150
159/150
115/102
119/102
119/103
103/103
101/101
102/102
100/100
114/102
115/101
111/102
135/135
119/103
121/102

166/150
167/150
151/151
150/150
154/154
155/155
135/135
136/136
137/137
150/150
142/142
146/146
181/159
176/160
172/154
200/174
196/173
150/150
131/131
134/134
130/130
162/145
164/147
159/146
198/149
196/152
148/148
145/145
146/146
145/145
145/145
141/141
155/155
155/155
155/155
154/154
153/153
157/157
154/154
156/156
155/155
155/155
155/155

109/109
109/109
110/100
120/120
114/114
117/117
14/114

116/116
114/114
115/115
115/115
118/118
117/117
119/119
124/124
115/115
111/111
114/114
112/112
113/113
113/113
114/114
113/113
114/114
118/118
119/119
120/120
117/117
117/117
117/117
118/118
121/121
117/117
115/115
111/111
113/113
106/106
108/108
131/131
125/125
126/126
120/120
117/117

240/240
240/240
240/240
240/240
230/230
230/230
240/240
250/250
256/256
256/256
281/281
320/320
250/250
219/219
252/252
240/240
240/240
240/240
2411241
2371237
228/228
226/226
231/231
236/236
236/236
230/230
233/233
240/240
231/231
231/231
248/248
246/246
250/250
240/240
269/269
240/240
284/284
289/289
240/240
268/268
240/240
240/240
240/240

223/223
222/222
219/219
221/221
226/226
225/225
222/222
221/221
235/235
2741274
240/240
231/231
245/245
231/231
2271227
226/226
219/219
216/216
197/197
205/205
2371237
237/237
254/254
250/250
245/245
2371237
241/241
235/235
239/239
243/243
237/237
236/236
254/254
243/243
243/243
238/238
233/233
2241224
228/228
233/233
237/237
235/235
237/237

221/221
194/194
194/194
221/221
221/221
221/221
243/243
221/221
244/244
246/246
243/243
243/243
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
2371237
233/233
2407240
235/235
230/230
221/221
221/221
221/221
221/221
173/173
172/172
1771177
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
221/221
224/224
217/217
221/221
230/230
221/221
221/221
221/221

183/183
183/183
176/176
183/183
183/183
183/183
173/173
171171
172/172
173/173
173/173
173/173
174/174
172/172
164/164
188/188
182/182
184/184
180/180
178/178
178/178
176/176
175/175
175/175
176/176
180/180
1787178
185/185
178/178
164/164
168/168
167/167
172/172
167/167
167/167
171/171
175/175
177/177
173/173
182/182
183/183
177/177
183/183

180/180
190/190
181/181
178/178
178/178
182/182
189/189
189/189
188/188
187/187
189/189
189/189
209/187
202/188
202/190
202/187
203/186
205/191
189/189
186/186
188/188
207/197
208/195
209/196
206/194
202/192
207/190
207/195
205/192
206/194
199/199
193/193
194/104
190/190
192/192
200/200
197/197
189/189
200/200
193/193
193/193
190/190
190/190

145/145
141/141
142/142
129/129
128/128
127/127
117/177
113/113
114/114
113/113
1117111
109/109
114/114
117/117
108/108
109/109
112/112
1117111
114/114
113/113
119/119
109/109
106/106
107/107
113/113
105/105
116/116
121/121
126/126
128/128
111/111
110/110
110/110
121/121
109/109
110/110
111/107
112/107
115/108
118/118
129/129
139/139
145/145

210/210
205/205
209/209
213/213
219/219
223/223
140/140
141/141
140/140
142/142
145/145
140/140
225/225
218/218
214/214
226/226
206/206
206/206
137/137
133/133
132/132
203/203
200/200
201/201
198/198
192/192
196/196
231/231
234/234
238/238
2441244
238/238
234/234
208/208
249/249
240/240
249/249
2441244
245/245
233/233
208/208
208/208
208/208
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3. Cuadro de comparacion de la informacion alélica observada contra la

obtenida por Blair et al (2009).
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E. Analisis de Componentes Principales (PCA) sin alteracion.

1. PCA utilizando la informaciéon de los 14 marcadores utilizados

(visualizacion desde los ejes 2 y 3).
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2. PCA utilizando la informacion de

(visualizacion desde los ejes 1y 2).

Ejes 1-2

los 14

80

marcadores utilizados
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3. PCA utilizando la informacion del paquete Optimo de marcadores
(BM127, BMd20, BM143, BM175, PV-cct001) (visualizacion desde los
ejesly2).
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4. PCA utilizando la informacion del paquete 6ptimo de marcadores
(BM127, BMd20, BM143, BM175, PV-cct001) (visualizacion desde los
ejes2y 3).
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5. PCA utilizando la informacion de los dos marcadores mas polimorficos
(BM127, BMd20) (visualizacion desde los ejes 1y 2).




84

6. PCA utilizando la informacion de los dos marcadores mas polimorficos
(BM127, BMd20) (visualizacion desde los ejes 2 y 3).




