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Resumen:
Antecedentes y Objetivos: En el frijol de guía {Phaseolus vulgaris) se distinguen tres formas prin¬
cipales; cultivada, intermedia y silvestre. El concepto de forma se utiliza como categoría jerárquica
dentro de una especie de acuerdo a la divergencia morfológica y genética, distribución ecogeográfi-
ca, posibilidades de hibridación y fertilidad de los híbridos y sus derivados. El objetivo fue detectar
las relaciones genéticas entre poblaciones silvestres, intermedias y cultivadas provenientes de una
región en el occidente de México.
Métodos: Se realizó un análisis en 30 poblaciones de frijol común de guía con datos moleculares
obtenidos con el marcador ISTR (Inverse Sequence Tagged Repeat), basado en secuencias de retro-
transposones copia-like. Se calculó la similitud por coeficiente de Jaccard entre cada planta analiza¬
da. Se determinó la estructura genética usando el modelo Bayesiano probabilístico.
Resultados clave: Se encontró un alto grado de diferenciación genética (Fg.j.) entre las formas culti¬
vadas y las silvestres. Se infirió el número de grupos asociados a la hibridación entre los materiales,
basados en el coeficiente de similitud. El análisis de estructura genética detectó nueve grupos dentro
del material estudiado. El marcador ISTR se presenta como un marcador efectivo para diferenciar
material cultivado del silvestre y establecer grados de similitud entre las accesiones.
Conclusiones: Se detectaron asociaciones entre las variedades cultivadas y accesiones intermedias,
así como una clara separación de las cultivadas de las silvestres. Esta información genera datos
valiosos para la caracterización de la variabilidad genética de este recurso, así como la obtención de
datos importantes para el diseño de planes de conservación y mejoramiento.
Palabras clave: conservación, frijol de guía, mejoramiento, retrotransposones, variabilidad genética.

Abstract:
Background and Aims: In the climbing beans {Phaseolus vulgaris) three main forms are distinguis-
hed: cultivated, semi-wild and wild. The concept of form is used as a hierarchical category within a
species according to morphological and genetic divergence, ecogeographic distribution, possibilities of
hybridization and fertility of hybrids and derivativos. The objective was to investígate the genetic rela¬
tionships between wild, semi-wild and cultivated bean populations from a región in western México.
Methods: An analysis of 30 common bean accessions with the molecular marker ISTR (Inverse
Sequence Tagged Repeat) was realized, based on sequences of retrotransposons copia-like. The si-
milarity among individual plants was calculated with Jaccard’s coefficient. Genetic structure was
determined using a probabilistic Bayesian model.
Key results: A high level of genetic differentiation (F^^) was determined between cultivated and
wild beans. The number of groups associated with hybridization was inferred, based on the similarity
coefficient method. Analysis of genetic structure detected nine groups within the material studied.
The ISTR marker is presented as an effective marker to distinguish between cultivated and wild
material and establish the degree of similarity between accessions.
Conclusions: Cultivated beans were associated with semi-wild accessions and clearly separated
from wild ones. This Information generates valuable data for the characterization of the genetic
variability of this resource, as well as for assessing germplasm conditions for conservation and
breeding programs.
Key words: breeding, climbing bean, conservation, genetic variability, retrotransposons.
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Introducción

El conocimiento de las características genéticas de un re¬
curso vegetal representa un importante prerrequisito para
su  conservación  y  uso.  El  frijol  {Phaseolus  vulgaris  E.)
es un cultivo que en la actualidad ha cobrado mucha im¬
portancia en paises alejados de su lugar de origen y dis¬
tribución como Etiopia, Slovenia y Uganda (Gebeyehu et
al.,  2006;  Mwale  et  al.,  2009;  Worku,  2013).  En  México
siempre ha fonnado parte de la alimentación básica. En
Jalisco se realizaba tradicionahnente la siembra de frijol
de guia en asociación con maiz, sobre todo en algunas
zonas de cultivo de temporal.  Esto ha sido modificado
por la necesidad de incrementar los rendimientos y por
el desarrollo de tecnología propia para este cultivo ahora
manejado en espaldera (Gebeyehu et al., 2006; Eépiz et
al., 2015).

Las poblaciones utilizadas en el presente estudio
difieren principalmente en el grado de manejo al que fue¬
ron o están siendo sujetas por el hombre, lo cual es nota¬
ble también en los caracteres morfológicos. En el frijol de
guía se distinguen tres formas principales: cultivada, in¬
termedia y silvestre. El concepto de forma se utiliza como
categoría jerárquica dentro de una especie de acuerdo a
la divergencia morfológica y genética, distribución eco-
geográfica, posibilidades de hibridación, y fertilidad de
los  híbridos  y  sus  derivados  (Eépiz,  2014).  Las  formas
se distinguen de manera general con base en una sola ca¬
racterística morfológica, es decir, su hábito trepador, sus
rangos geográficos son simpátricos, la divergencia gené¬
tica está bajo control genético sünple, la hibridación es
común y los híbridos son completamente fértiles, además
de la notable diferencia en el tamaño y fonna de las semi¬
llas  (Eépiz  et  al.,  2010;  Poczai  et  al.,  2013;  Eépiz,  2014).
La variabilidad genética del frijol se encuentra expuesta
a diversas presiones que fomentan la unifonnidad de las
variedades comerciales y reducen la variación genética de
las distintas formas de la especie (cultivada, intennedia
y silvestre).  Bitocchi  et  al.  (2012) reportaron la diversi¬
dad de frijol existente hasta el presente siglo y confirma¬
ron el origen mesoamericano de esta especie así como la
diversidad mayor en las líneas originarias de esta región

contra la presente en los frijoles andinos. Esos estudios
estuvieron basados en la comparación de frijoles silves¬
tres de cada origen (Mesoamericano y Andino) contra los
cultivados encontrados en ambas regiones y ubicaron al
Occidente de México entre los sitios con mayor diversi¬
dad en esta especie.

Algunas poblaciones de frijol silvestre han desapa¬
recido por completo y en otras se ha reducido significati¬
vamente el número de individuos con la consecuente deri¬

va genética (Rosales-Sema, 2009; Eépiz, 2014). Además,
en México la fonna domesticada de esta legummosa se
enfrenta a modificaciones importantes ante una sociedad
cambiante en hábitos alimenticios. Al respecto, es impor¬
tante mencionar que los estudios de caracterización que
incluyen líneas o colectas de especies silvestres tienen la
ventaja de proporcionar infonnación de genes que no es¬
tán mcluidos en el gennoplasma cultivado y que pueden
ser usados como fiiente de mejoramiento genético (Burle
et al., 2010; Bitocchi et al., 2012; Hemández-López et al.,
2013; Govindaraj et al., 2015).

La importancia de este estudio radica en la posi¬
bilidad de caracterizar y diferenciar, a través del uso de
herramientas moleculares, las diferentes formas de frijol
común de guía (silvestres, intermedias y cultivadas) per¬
tenecientes al complejo genético mesoamericano (Blair
et al., 2009). Se trata de colectas realizadas en una zona
que fue muy hnportante para el cultivo de frijol asociado
con maíz y donde se encontraban frijoles silvestres que
posteriormente produjeron las líneas intermedias. Esta
asociación maíz-frijol actualmente no se utiliza y el cul¬
tivo de frijol de guía tiende a ser manejado en espalderas.
Este trabajo tiene la finalidad de definir sus diferencias y
similitudes genéticas generando mfomiación valiosa para
la caracterización de la variabilidad de este recurso fito-

genético, así como en la obtención de datos importantes
para el diseño de planes de conservación y mejoramiento.

Para  ello,  se  utilizó  el  marcador  molecular  ISTR
(Inverse Sequence Tagged Repeat) que está basado en se¬
cuencias de retrotransposones copia-like, un mecanismo
de  transposición  similar  a  la  familia  de  virus  Metaviri-
dae, cuya presencia se ha reportado para esta especie en
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un número de 40 seeueneias (Galindo et al., 2004; Xiao
et al., 2004). Los retrotransposones eontienen seeueneias
muy eonservadas LTR (Long Terminal Repeat) que eon¬
tienen genes que eodifiean para proteinas estrueturales y
enzimas, que se utilizan para la sintesis de los inieiadores
de mareadores moleeulares eomo los ISTR (Pearee et al.,
1996;  Kalendar et  al.,  2011;  Dongying et  al.,  2016).  Los
mareadores de este tipo han sido utilizados en muehos
estudios de variabilidad y diversidad genétiea ya que se
ha probado que las mutaeiones indueidas por este tipo de
transposieión son usualmente muy estables en eontraposi-
eión eon los transposones, y el polimorfismo que deteetan
ha permitido estudios de etiquetado de genes y diversos
análisis fimeionales (Aga y Bryngelsson, 2006; Zou et al.,
2009; Jing et al., 2010).

Materiales  y  Métodos

Material  vegetal
El material vegetal para este estudio eonsistió en semillas
de 30 eoleetas de frijol de guia de las euales eineo eorres-
ponden a formas eultivadas o domestieadas, eineo silves¬

tres y 20 intermedias (Cuadro 1). Todas fueron eoleetadas
en el estado de Jaliseo eon la exeepeión de una que pro¬
viene de Nayarit  (Fig.  1).  La variaeión de tamaño y eo-
lor de las semillas se muestra en la figura 2. Las eoleetas
permaneeen eonservadas eomo aeeesiones del Baneo de
Germoplasma del Centro Universitario de Cieneias Bio-
lógieas y Agropeeuarias de la Universidad de Guadal ajara
(CUCBA). Se entiende eomo aeeesión un volumen de se¬
milla asignado, eon número seeueneial y de identifieaeión
de eoleeta, al baneo de germoplasma y a una base de datos
naeional o intemaeional (Aubry et al., 2005).

Las semillas de eada poblaeión fúeron sembradas
en invernadero en el CUCBA y eultivadas hasta su fiora-
eión. De eada poblaeión se tomó al azar tejido foliar de
10 individuos obteniendo un total de 300 individuos para
el estudio.

Análisis  molecular
Se obtuvo el ADN de los individuos de eada eoleeta usan¬

do el método reportado por Saghai-Maroof et al. (1984),
se euantifieó y evaluó por espeetrofotometria y por elee-
troforesis en geles de agarosa a 1% (Sambrook y Russell,

Figura 1: Ubicación de los sitios de colecta para las accesiones de frijol silvestre e intermedio.
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Cuadro 1: Características de las poblaciones utilizadas en el presente trabajo. C=cultivada, I=intermedia y S=silvestre. *Municipio de
Etzatlán, Jal.
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Figura 2: Semillas de frijol utilizadas en el presente estudio. I-V.
cultivadas; VI-XXV. intermedias; XVI-XXX. silvestres. Barra=0.5 cm.

2001).  Para  la  amplificación  se  utilizó  el  protoeolo  re¬
portado por Torres-Morán et al. (2008) para ISTR, en un
volumen final de 20 pL utilizando 25 ng de ADN, amor¬
tiguador  PCR  1  X  (pH  7.2  Tris-HCl),  3  mM  de  MgCl^,
0.3 pM de eada inieiador, 0.25 mM de dNTPs y Taq po-
limerasa lU. Las eondieiones de amplifieaeión fueron las
siguientes: un primer eielo de desnaturalizaeión de 95 °C
por 3 min, seguido de 40 eielos de desnaturalizaeión a 95
°C por 3 s; alienaeión a 45 °C por 1 min y extensión a 72
°C por 2 min, eon una extensión final de 10 min a 72 °C y
una temperatura de almaeenamiento a 4 °C. Se emplearon
dos  eombinaeiones  de  inieiadores  F91/B31  y  FlO/Bll,
en donde F indiea inieiador Forward (haeia adelante) y B
Baekward (haeia atrás). Las seeueneias de eada uno de los
inieiadores se indiean en el euadro 2.

Análisis  de  los  datos

A partir de matriees binarias de preseneia auseneia, se
ealeuló el eoefieiente de similitud de Jaeeard de aeuer-

do a lo reportado por Lowe et al. (2004). Posteriormente
se realizó un proeedimiento Bootstrap o remuestreo eon
10,000 iteraeiones y análisis de agrupamiento por el mé-

Cuadro 2: Secuencias de los iniciadores utilizados en el presente
trabajo, tomadas de Aga y Bryngelsson (2006).

INICIADOR  SECUENCIA  5’-3’
F9l  ATA  TGG  ACT  TAA  GCA  AGC  CA

B31  ATT  CCC  ATC  TGC  ACC  AAT
F10  TAA  GCA  AGC  ATC  TCG  GAG
B11  ATC  AGG  AAG  GTC  TGT  AAA  GC

todo  UPGMA  (Unweighted  Pair  Group  with  Arithmetie
Average),  utilizando  el  programa  estadistieo  NTSYS  v.
2.11  (Rohlf,  2002).  Finalmente,  se  analizó  la  estruetu-
ra genétiea de las poblaeiones por medio del programa
STRUCTURE  (Pritehard  et  al.,  2000),  basado  en  el  mo¬
delo Bayesiano de probabilidad eondieional, para lo eual
se usaron 5000 iteraeiones por 5000 repetieiones. Los re¬
sultados se presentan en forma gráfiea.

Resultados

Se produjeron un total de 660 bandas (loei); el poreen-
taje de polimorfismo deteetado fue diferente para eada
eombinaeión de inieiadores. Los valores se reportan en
el euadro 3.

El análisis de agrupamiento mostró una separaeión
de las poblaeiones en oeho grupos, lo eual eorresponde a
una elara división entre las formas silvestres y eultivadas,
ubieando poblaeiones intermedias asoeiadas a las formas
anteriores que euentan eon seeueneias que eoineiden o
bien eon las eultivadas o eon las silvestres. Tal es el easo

Iniciadores
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de  las  poblaciones  VI,  VII,  VIII,  IX,  X  y  XI  que  fueron
agrupadas con las cultivadas y las XXII y XXV que fue¬
ron  ubicadas  con  las  silvestres.  Las  XII,  XIII,  XIV,  XV,
XVI,  XVII,  XVIII,  XIX,  XX,  XXI,  XXII  y  XXIII  se  agru¬
paron de manera independiente, todas correspondientes al
grupo de frijoles con forma intermedia.

El  coeñciente  de  Jaccard  mostró  un  grado  de
similitud  máximo  de  0.66  en  el  cual  se  ubicaron  las

XVI  y  XVII,  por  lo  que  se  puede  concluir  que  son
las  dos  poblaciones  más parecidas  genéticamente  con
base  en  secuencias  detectadas  por  ISTR.  El  grado  de
similitud  más  bajo  con  base  en  el  coeñciente  de  Jac¬
card  file  de  0.17,  en  donde  se  ubican  las  II  y  XXX,
siendo  éstas  las  menos  parecidas  genéticamente,  ya
que  corresponden  a  una  población  de  frijol  cultivado
y  una  silvestre  (Fig.  3).
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Figura 3: Dendrograma obtenido con remuestreo (Bootstrap) y análisis de agmpamiento a partir de las matrices generadas con ISTR. Se muestra la
asociación en ocho grupos de las accesiones analizadas y los valores de confiabilidad del remuestreo. Poblaciones marcadas con azul = cultivadas,
rojo = intermedias, verde = silvestres.
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Los valores del remuestreo (Bootstrap) para el den-
drograma obtenido abarearon de 49% a 100% y se produ¬
jeron 8 grupos (Fig. 3).  El  valor máximo de similitud se
eneontró entre las aeeesiones XVI  y  XVII  a  un nivel  de
0.66 del eoefieiente de Jaeeard, estas aeeesiones son pro¬
venientes de Aeatie, Jaliseo. Las aeeesiones provenientes
de esta loealidad fueron agrupadas prineipalmente en el
grupo 2.

Utilizando el  programa STRUCTURE se obtuvo la
difereneiaeión dentro de las poblaeiones, donde se eon-
firma la estruetura genétiea del material eonformada en
nueve grupos diferentes, (K=9), lo que difiere muy poeo
eon lo eneontrado por similitud y agrupamiento (UPG-
MA) en el que se eneontraron oeho grupos. Los valores
de difereneiaeión genétiea ealeulados eon este programa
se reportan en el  euadro 4.  Los valores de difereneia¬
eión genétiea van de 0 a 1 donde 0 = no difereneiaeión,
<0.05=difereneiaeión  pequeña,  0.05<  y  <0.15=diferen-
eiaeión moderada, 0.15< y <0.25=difereneiaeión grande,
>0.25=difereneiaeión  muy  grande,  l=fijaeión  de  alelos
alternativos en diferentes poblaeiones o subpoblaeiones.
Los valores indiean que el mayor grado de difereneiaeión
eorresponde al grupo 1 (0.7278) y al 6 (0.6436), lo eual
eorresponde al grupo de material eultivado y a los inter¬
medios respeetivamente.

Cuadro 4: Valores de diferenciación genética (Fg.j,) obtenidos para los
nueve grupos sugeridos por el programa STRUCTURE.

Grupo

En la figura 4 se muestra el resultado de eada si-
mulaeión  para  diferente  número  de  grupos  {K=2  has¬
ta K=10). Se presentan los grupos en diferente eolor, lo
eual haee posible apreeiar eómo algunos individuos de la
forma intermedia eomparten seeueneias similares eon sil¬
vestres y eon eultivadas. Lo eual eorresponde también al
resultado obtenido por similitud. La eorrespondeneia de
eolores en los individuos de las eoleetas de frijol interme¬
dio que son similares a los silvestres o a los domestieados
se eomplementa eon la refereneia de probabilidad de per-
teneneia de eada individuo a eada grupo simulado.

Discusión

Con base en los valores del remuestreo, se puede eon-
siderar que el dendrograma obtenido es eonfiable y las
asoeiaeiones  que  se  muestran  se  deben  a  la  similitud
genétiea entre las aeeesiones asoeiadas en eada grupo.
La relaeión que se presenta en el dendrograma se asoeia
eon  el  fenotipo,  forma,  tamaño  y  eolor  de  la  semilla.
Las plantas dentro del grupo intermedio produeen po-

K = 2

K = 3

K = 4

K = 5

K=6

K=7

K=8

K = 9

K=10

Cultivados  Intermedios  Silvestres

Figura 4: Análisis de estructura genética de las poblaciones, donde se
muestran nueve simulaciones (K=2 a K=10) hechas con el programa
STRUCTURE. Cada simulación contiene su referencia de probabilidad
de pertenencia a cada grupo simulado.
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cas semillas por vaina pero más grandes que la forma
silvestre  (Graham  y  Ranalli,  1997;  Zizumbo-Villareal
et  al.,  2005).  La  variaeión  en  el  eolor  de  la  semilla  es
muy  alta,  lo  eual  ha  sido  reportado  también  por  Blair
et  al.  (2009).  Este  grupo  eon  fonna  intermedia  se  ha
eneontrado en sitios donde crecen las poblaciones sil¬
vestres, pero eereanos a parcelas donde se cultiva o se
eultivó frijol asoeiado eon maíz. Las aeeesiones prove¬
nientes  de  la  localidad  de  Acatie,  Jalisco,  se  ubicaron
en el grupo con mayor similitud genética con niveles de
0.35 hasta 0.66 del coeficiente de Jaeeard; sin embargo,
se muestra una gran variabilidad en el fenotipo de se¬
millas (Fig. 3).

Las poblaciones silvestres no han sido sometidas
a ningún manejo por parte del hombre y se coleetaron en
hábitats libres de perturbaeión humana, presentan semi¬
llas pequeñas y la variación en el eolor de la semilla es
uniforme (Lépiz et al., 2010). Estos grupos se separaron
más elaramente en los análisis realizados.

El porcentaje de bandas polimói*fieas que se ob¬
tuvieron eon el mareador ISTR indiea que puede ser un
marcador confiable para su utilización como método para
diferenciar genéticamente a las poblaeiones con diferente
forma de frijol  eomún. Los frijoles intermedios fonnan
un gmpo moleeularmente eereano tanto a poblaeiones sil¬
vestres como cultivadas; sin embargo, algunas poblaeio¬
nes se agruparon aparte, sugiriendo que forman un grupo
distinto y que deben eonsiderarse de importaneia para su
estudio y conservación, así como materia prima para la
hibridaeión en busea de mejoramiento genético. Esta in-
fonnación puede marear una nueva direceión en el estu¬
dio de las difereneias entre aeeesiones, eultivares o líneas
de frijol, así como la diferenciación entre fonnas (Poezai
et al., 2013).

La manera en que se formaron los grupos en el den-
drograma demostró que este mareador deteeta las varia-
eiones en el genoma de las plantas estudiadas. Diehas va-
riaeiones son representadas por elementos transponibles
y presumiblemente reflejan hibridaeión entre las formas
eultivadas y silvestres eomo origen de las formas inter¬
medias.

Los altos valores de difereneiaeión genétiea (F^^)
obtenidos a partir del análisis con el progi*ama STRUC-
TURE sugieren una gran difereneiaeión en ténninos de
frecuencias alélicas, particularmente en las fonnas eul¬
tivadas e intennedias. Estos resultados sugieren proba¬
blemente mayor calidad homocigota en estas accesiones,
bajo nivel de flujo genétieo y diferencias atribuibles a su
origen geográfieo (Rousset, 1997; Poezai et al., 2013).

La estructura obtenida mediante el análisis Baye-
siano eon STRUCTURE se considera robusta si se obtu¬

vo de múltiples eorridas independientes en el programa,
eomo meneionan Jing et al.  (2010),  quienes trabajaron
eon especies de chícharo (Pisum L. spp.) como mode¬
lo, usando mareadores basados en retrotransposones. La
agrupación de las formas intennedias con las cultivadas
o las silvestres podría sugerir el origen de diehas fonnas
eomo resultado de la hibridación natural entre poblaeio¬
nes cultivadas y silvestres. Esto eoneuerda eon los resulta¬
dos obtenidos por Papa y Gepts (2003) a partir de AFLPs
en poblaeiones domesticadas, silvestres e intermedias de
frijol común provenientes del eomplejo mesoamerieano,
en donde la auseneia de frijoles domestieados en la agru-
paeión de los silvestres indiea asimetria en el flujo genéti¬
eo entre estas dos fonnas, mientras que señalan el origen
de los frijoles intennedios como resultado de hibridaeión
entre los domestieados y silvestres.

Al  analizar líneas de frijol  similares provenientes
del oeeidente de Méxieo con parámetros morfoagronó-
mieos, eomparando poblaciones de frijol eultivadas, sil¬
vestres e intennedias de frijol, Lépiz et al. (2010) eneon-
traron a las poblaeiones intennedias más cereanas a las
silvestres, lo cual concuerda con los resultados obtenidos
en el presente estudio. La conservación de las poblaciones
bajo estudio es importante para disponer de la variabili¬
dad genétiea existente. Se observó un mayor número de
bandas obtenidas con el mareador ISTR en las poblacio¬
nes cultivadas e intennedias en comparaeión a las silves¬
tres, lo que pudiera sugerir el efecto a través del tiempo
en la generación de variación genética por el manejo del
hombre sobre Phaseolus vulgaris. Sin embargo, esto tam¬
bién se puede deber a las regiones que deteeta el mareador
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molecular utilizado, ya que está basado en secuencias de
retrotransposones que son elementos móviles en el geno-
ma del organismo en cuestión.
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