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Caracterizacién morfolégica, molecular, industrial y culinaria de ocho
genotipos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) arbustivo y voluble
adaptados al occidente de Guatemala.
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Resumen

La caracterizacion agromorfoldgica es una herramienta para identificar la pureza genética y
fisica de un cultivar y para estudios evolutivos de la especie. La caracterizacién molecular
ayuda a identificar la huella genética y la culinaria permite identificar genotipos que posean
caracteristicas importantes de calidad para su consumo. El objetivo de este estudio fue
caracterizar variedades de frijol arbustivo y voluble adaptadas al altiplano de Guatemala.
Estas se realizaron en ICTA Quetzaltenango, en el laboratorio Biotecnologia de ICTA
Barcenas y en la Planta Agroindustrial del ICTA Chimaltenango. En el analisis de
conglomerados de la caracterizacion agromorfoldgica se formaron tres grupos, uno por la
variedad voluble ICTA Utatlan, el segundo por las variedades volubles ICTA Labor Ovalle,
ICTA Quiché e ICTA Hunapu, el tercero por las cuatro variedades de frijol arbustivo. El
estudio de diversidad genética demostro que existe diversidad moderada al evaluarse los ocho
cultivares en conjunto, y existe baja diversidad dentro de cada cultivar en frijoles arbustivos,
mientras que la diversidad dentro de los cultivares aumenta al evaluar Gnicamente los
cultivares volubles. En las caracteristicas culinarias, el porcentaje de cascara estuvo entre
8.5 a 10.57%; sobresale la absorcion de agua de ICTA Texel, ICTA Superchiva e ICTA
Hunapu arbustivo, con valores superiores a 80%, caso contrario con ICTA Labor Ovalle,
ICTA Utatlan e ICTA Quiche, quienes presentan problema de absorcion de agua y tiempo
de coccion. Todos los genotipos caracterizados necesitaron tiempos superiores al
recomendado de 45 minutos en tiempo de coccion.

Palabras clave: agromorfoldgica, diversidad genética, registro variedades, analisis
conglomerado.
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Morphological, molecular, industrial and culinary characterization of
eight genotypes of bush and climbing dry bean (Phaseolus vulgaris L.)
adapted to the highlands of Guatemala.
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Abstract

The agro-morphological characterization is a useful tool to identify the physical and genetic
purity of a cultivar and for evolution studies of species. The molecular characterization helps
to identify the fingerprints and the culinary characterization allows to identify genotypes that
have important traits of seed quality for consumption. The objective of this study was to
characterize the climbing and bush type bean varieties adapted to the highlands of Guatemala.
This was made at ICTA Quetzaltenango, the Biotechnology lab of ICTA Béarcenas and the
Agro industrial plant at ICTA Chimaltenango. The agro-morphological characterization,
showed three different groups in the cluster analysis, the first one for the climbing bean
variety ICTA Utatlan, the second group was formed by the climbing bean varieties ICTA
Labor Ovalle, ICTA Quiché and ICTA Hunapu; and the third group was formed by the four
bush type varieties evaluated. The genetic diversity study showed that there is moderate
diversity when the eight cultivars were evaluated together, and low diversity within each
cultivar for the bush beans, while diversity increases within cultivars when only the climbing
beans are evaluated. In the culinary characterization, the percentage of husk was within 8.5
and 10.57. Varieties ICTA Texel, ICTA Superchiva and ICTA Hunapl have values higher
to 80% of water absorption. On the contrary, ICTA Labor Ovalle, ICTA Utatlan and ICTA
Quiché have low values of water absorption and cooking time. All the genotypes that were
characterized needed higher cooking times to the 45 minutes that are usually recommended.

Keywords: agro-morphological, genetic diversity, variety registration, cluster analysis.
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1. INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo principalmente practicado por
agricultores de pequefia escala en regiones de América Latina, Africa y Asia, donde
predominan paises en desarrollo, quienes producen aproximadamente el 77% de la
produccion mundial. Sin embargo, en paises desarrollados en América del Norte, Europa y
la region del Pacifico, el frijol es un cultivo de alta tecnologia y un rubro de exportacion,
representando aproximadamente el 23% de la produccion mundial (Pachico, 1989).

La produccién, rendimiento y consumo de frijol en los paises y regiones de mayor
produccion varia significativamente. De acuerdo a los datos de Singh (1999) el consumo de
frijol es mayor en familias de bajos ingresos que viven en zonas rurales y urbanas. En
Latinoamérica, el mayor consumo per capita se registra en Brasil y México con mas de trece
kilogramos por afio. (FAO, 2005)

Guatemala es el pais que presenta la mayor desnutricion crénica dentro de todos los
paises en América Latina (Marini & Gragnolati, 2003), especialmente nifios del area rural
menores a cinco afos de edad del altiplano del pais (Osorno & McClean, 2013). En
Guatemala, el consumo de frijol per cépita es de 9.4 kg/afio (Osorno & McClean, 2013) y
esto representa 11% del consumo de proteina per cépita (Akibode & Maredia, 2012),
haciendo al frijol la fuente de proteina mas importante en el pais. La produccion de frijol
representa el 31% del area de produccion de granos basicos en Guatemala (MAGA, 2016).
Esto hace evidente la falta de una alimentacion y nutricion adecuada de la poblacion. Los
esfuerzos prioritarios de los guatemaltecos deben ir encaminados a lograr un mejor nivel
tecnoldgico, que aplicado a la produccién de granos bésicos, permita obtener mayores
rendimientos con la utilizacion de recursos disponibles.

La generacion de variedades de frijol, adaptadas a condiciones ambientales locales
por medio de mejoramiento genético es una estrategia Util para enfrentar los nuevos retos y
garantizar la seguridad alimentaria en zonas marginales al mejorar los rendimientos. Por esta
razén el Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA), enfoca sus esfuerzos a generar,
validar y promover variedades mejoradas de cultivos prioritarios para la seguridad
alimentaria tales como el maiz, frijol, arroz, papa, entre otros. En el Centro Regional de
Investigacion del Altiplano Occidental, se evalian genotipos mejorados de frijol, y luego
sean registradas en el MAGA.

La informacion de variedades de frijol del ICTA y frijol nativo es insuficiente, ya que se
basan en caracteres de interés agronémico comercial y en pocos caracteres cualitativos, como
lo es color de algunas estructuras sobresalientes, razon por la cual se realizd una
caracterizacion detallada de las variedades de frijol ICTA Labor Ovalle, ICTA Utatlan, ICTA
Hunapt v'*'¢ ICTA Quiche. De igual manera de las variedades de frijol arbustivo ICTA
Hunapd, ICTA Texel, ICTA Altense e ICTA Superchiva. Es de suma importancia el contar
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con una descripcion detallada de las variedades, ya que ademas de ser un auxiliar valioso
para identificar la pureza genéticay fisica de las semillas de los cultivos durante las sucesivas
multiplicaciones, esta también es necesaria en el establecimiento de parcelas de verificacion
genética, donde se compara su comportamiento con las especificaciones que aparecen en la
respectiva descripcion varietal. Por otra parte a partir del afio 2010, se dio a conocer el
Reglamento Técnico Centroamericano —RTCA- en el cual se solicita una descripcion varietal
detallada para el registro de nuevas variedades comerciales.

Para la caracterizacién agromorfoldgica, se utilizaron los descriptores del Centro
Internacional de Agricultura Tropical (1993) y del Reglamento Técnico Centroamericano, en
la Guia llustrada para la Descripcién de las Caracteristicas de Variedades del Frijol Comdn.

Junto a la caracterizacién morfol6gica, la biotecnologia es una herramienta cientifica
aplicada que puede contribuir a identificar las caracteristicas gendmicas asociadas con los
fenotipos. La caracterizacion molecular permite tener una identificacion méas exacta de las
variedades que la caracterizacion fenotipica, al no ser influenciada por el ambiente. El
presente proyecto evalud la diversidad genética y la estructura de la poblacién de ocho
cultivares adaptados al altiplano de Guatemala, asi como el desarrollo de la huella genética
de cada cultivar, esto facilitara la identificacion de su pureza a través del tiempo asi como la
trazabilidad del mismo. Ademas, estos estudios seran una guia para la toma de decisiones en
los planes de cruzamiento del programa de mejoramiento de frijol del ICTA.

Ademas se llevaron a cabo pruebas sensoriales y la caracterizacién culinaria de las
variedades, para conocer sus cualidades al momento de la coccion. Entre estas, el tiempo de
coccion, la absorcion de agua y el porcentaje de céscara. Caracteristicas que también son
importantes para la aceptacion de la nueva variedad por parte de los consumidores.

2. MARCO TEORICO
2.1  Importancia del cultivo de frijol

La dieta de los guatemaltecos, especialmente en el area rural se basa en el consumo
de maiz y frijol (este ultimo ocupa el 31 % del area total cultivada con granos basicos) con
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una ingesta diaria promedio para adultos de 423 g/dia de maiz y 58 g/dia de frijol. EI consumo
aparente anual per capita para Guatemala se calcula en 15.2 Kg. El consumo de frijol, al igual
que el de maiz, se ve afectado por las dificultades de adquisicion, principalmente por las
limitaciones econdémicas familiares, esto se refleja en los altos indices de desnutricion
cronica; pues, aunque a nivel nacional se logre una alta produccion, no se tiene capacidad
adquisitiva en la mayoria de la poblacion (Informe situacion actual del frijol 2016, MAGA).

El cultivo de frijol en Guatemala, es para autoconsumo, constituyendo la principal
fuente de proteinas en el &rea rural. Esta condicion es la que determina las caracteristicas
actuales del sector, en donde de acuerdo a la Encuesta Agropecuaria del MAGA (2016), una
alta proporcion de la produccion (53.42%), es realizada en unidades productivas menores de
siete hectareas (86.59% de las unidades productivas), que equivale al 66% del area cultivada,
lo que significa una baja productividad por unidad de area.

Segun el Informe Agro En Cifras (Minieco) dentro de los porcentajes de produccion de los
departamentos y municipios de Guatemala, el altiplano central y occidental aporta mas del
13% de la produccién nacional de frijol negro. Los departamentos de Quiché, Huehuetenango
y Chimaltenango los méas importantes (Figura 1).

Distribucion de la produccion a nivel nacional (%f'—'

@ Peten Chiquimula
- Santa Rosa Quiché
- Alta Verapaz Huehuetenango . Guatemala

| Chimaltenango [ Los demas
' departamentos

FUENTE: DIPLAN-MAGA con datos INE.

Figura 1 Distribucién de la produccion de frijol negro a nivel nacional. (2015)


http://www.mineco.gob.gt/sites/default/files/Integracion%20y%20comercio%20exterior/el_agro_en_cifras_2015.pdf

2.2 Morfologia del frijol comun

A nivel mundial, el frijol es la leguminosa mas importante para el consumo humano, para
muchos paises en Latinoamérica, es la fuente principal de proteina (Broughton et al., 2003).
El frijol comdn se origind en México (Bitocchi et al., 2012) y se ha adaptado a una extenso
rango de ambientes (Singh, Gepts & Debouck, 1991). Pertenece a la familia Fabaceae (Kelly,
2010).

El frijol comdn tiene una raiz principal y muchas raices secundarias con nodulos
desarrollados de una asociacion con la bacteria fijadora de nitrégeno Rhizobium. Se han
descrito cuatro tipos de habitos de crecimiento: arbustivo (I), arbustivo indeterminado (I1),
semi-trepador (I11) y trepador intenso (IV). Las hojas son trifoliadas. Las flores tienen un
caliz tubular, cinco pétalos desiguales, diez estambres y un estigma receptivo el cual puede
ser blanco, lila, morado o bicolor. Las frutas son vainas y las semillas tienen dos cotiledones.
Dentro de las vainas las semillas son ricas en proteina (Clavijo, 1980).

2.3  Elfrijol comdn en Guatemala

Guatemala tiene el nivel mas alto de desnutricion cronica en Latinoamérica. El maiz es
la base de todas las dietas y es la fuente principal de carbohidratos mientras que los frijoles
son la fuente principal de proteina. En Guatemala, el frijol comun es el segundo cultivo méas
importante (Aldana, 2010), y los frijoles negros son la clase mas consumida en el pais. La
produccion nacional en 2014 fue de 225,760 toneladas en un area de 243,040 ha. El promedio
en rendimiento de semilla en el afio 2013 fue de 928.57 kg'ha® (MAGA, 2013). La
produccion fue distribuida dentro de 292,961 productores con un promedio de 0.82 has para
cada productor (IICA, 2014). Las principales areas para la produccién de frijol en Guatemala
son en la region norte en el departamento de Petén y la regién sudeste en los departamentos
de Jutiapa, Chiquimula, y Santa Rosa donde los frijoles arbustivos son cultivados (Aldana,
2010).

2.3.1.  Frijol voluble

El frijol voluble con el habito de crecimiento tipo IV puede llegar a medir tres metros en
altura. Se encuentran en las tierras bajas de Latinoamérica (raza Mesoamerica), el altiplano
humedo de México y Guatemala (raza Jalisco), y en el altiplano Andino (raza Peru) (Singh
et al., 1991). Los frijoles trepadores que crecen en el altiplano occidental de Guatemala se
caracterizan por tener una madurez fisioldgica tardia comparada con los trepadores de
México (180 dias) y por tener semillas con forma esférica (Beebe et al., 2000). Estos frijoles
volubles, conocidos como “bolonillos”, pueden crecer a 3200 metros sobre el nivel del mar
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(msnm) y presentan en su mayoria semillas de color negro, pero genotipos con semillas rojas
y blancas también se encuentran. En esta region geografica el frijol comdn también esté en
asocio con maiz y otros cultivos (Lepiz-lldefonso et al., 2010).

2.3.2.  El sistema milpa

El agro-ecosistema milpa fue desarrollado en Mesoamérica y consiste de un arreglo
de maiz, frijol trepador y calabazas (Ebel et al., 2017). EI maiz se utiliza como un tutor para
el crecimiento del frijol, el frijol fija nitrégeno en el suelo y la calabaza cubre el suelo y
secreta sustancias que son venenosas para los insectos. Los tres cultivos proveen ademas
componentes para una dieta complementaria. EI maiz es rico en carbohidratos, los frijoles
proveen proteinas y las calabazas proveen lipidos. Se ha sugerido que la nutricion
complementaria fue el conductor para desarrollar el sistema y para domesticar las especies
hace alrededor de 5500-4300 afios (Zizumbo-Villareal et al., 2012). El sistema milpa ain se
utiliza hoy en dia por agricultores en Mesoamérica (Ebel et al., 2017). Las familias que viven
en el altiplano occidental de Guatemala usan el sistema para cultivar maiz y frijol trepador y
estos cultivos representan la fuente de su dieta basica.

2.4. Descripcion de Fenotipo
La descripcidn varietal se hace en el fenotipo, es decir se miden las caracteristicas
agromorfologicas de las plantas de una variedad y dependen del genotipo, y su expresion que
recibe de los efectos ambientales. Por lo tanto, se debe conocer el fenotipo para tratar de
diferenciar las variaciones debidas a los efectos genéticos de aquella que ocurren por efectos
ambientales, las que no se pueden eliminar. Dentro del descriptor se tienen dos tipos de
caracteres: fijos y descriptivos. (Mufioz, et. Al., 1993)

2.5. Clasificacion de los caracteres descriptivos

De acuerdo con su grado de integracion con el medio ambiente, los caracteres
descriptivos se diferencian en fijos o variables. Dependen generalmente de uno o pocos genes
que determinan una caracteristica de distribucion discreta, es decir, de facil diferenciacion
entre las posibles alternativas fenotipicas (por ejemplo, color de la flor o color de grano).
Estos dificultan su medicion, en cuanto incluyen un grado de subjetividad en la evaluacion
(por ejemplo, color, forma, intensidad). En estos caracteres las modificaciones que
experimentan por accion del ambiente son pocas. (Mufioz, et al., 1993)

2.6 Ladiversidad del frijol comun

El frijol se separ6 de la soya (Glycine max L. Merr.) y del cowpea (Vigna unguiculata L.
Walp.), hace 18 millones de afios y 8 millones de afios, respectivamente (Kelly, 2010). Hubo
una duplicacion del genoma completo dentro de la linea de leguminosas que ocurrio antes de
la division de frijol y soya, y este evento de duplicacion tomd lugar hace ~55 millones de
afos (Schmutz et al., 2014). Las formas ancestrales silvestres del frijol son plantas
encontradas en el altiplano de Mesoamérica y los Andes (Gepts & Debouck, 1991). La
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poblacion ancestral silvestre se separé hace alrededor de 165,000 afios para formar los
acervos geneticos Mesoamericano y Andino (Schmutz et al., 2014).

Singh et al. (1991) desarrollaron un estudio detallado que identifico seis razas de frijol
(tres por cada acervo genético) basado en asociaciones de marcadores moleculares (faseolina
y alozimas) y marcadores morfologicos, rasgos fenotipicos, factores reproductivos,
adaptacion ecologica, y distribucion geogréafica de cultivares relacionados de frijol. Las razas
Mesoamericanas se encuentran en Mesoamérica e incluyen la raza Mesoamérica encontrada
desde Mexico a través de Centroamérica y en Colombia, Venezuela y Brasil. La raza
Durango esta localizada en el altiplano semiarido de México y el Sudoeste de Estados
Unidos. La raza Jalisco se encuentra en el altiplano de México y Guatemala. Las razas
Andinas son: Nueva Granada localizada en los Andes Colombianos, Ecuador y Perd; y en
Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Chile, Panamay El Caribe. La raza Chile que se encuentra
en los Andes secos del Sur y la raza Peru localizada en el altiplano de Colombia a Argentina.

Después de esta determinacion inicial de acervos genéticos y razas, varios estudios de
diversidad genética en frijol fueron desarrollados con el uso de marcadores moleculares,
isozimas, faseolina y rasgos morfoldgicos (Sonnante, Stockton, Nodari, Velasquez & Gepts,
1994; Velasquez & Gepts, 1994; Galvan, Bornet, Balatti & Branchard, 2003; Kwak & Gepts,
2009; Bitocchi et al., 2012; Blair et al., 2013). Estos estudios generalmente confirman esta
estructura de razas del frijol. Sin embargo, los marcadores moleculares han permitido una
descripcion mas especifica de esta diversidad.

Beebe et al. (2000) evaluaron la estructura de las razas Mesoamericanas, utilizaron los
marcadores RAPD y propusieron una cuarta raza en el acervo genético Mesoamericano, fue
nombrada raza Guatemala. Las accesiones de esta raza fueron del altiplano de Chiapas
(México) y Guatemala. Se cree que la falta de migracion llevo a la creacion de esta raza con
caracteristicas distintas.

Diaz y Blair (2006) desarrollaron un analisis de diversidad en genotipos del acervo
genéetico Mesoamericano. Ellos cuestionaron la existencia de la raza Guatemala debido al
namero limitado de accesiones guatemaltecas que fueron clasificadas. Sin embargo, cuando
Blair et al. (2013) analizaron la diversidad de otra poblacion de frijoles Mesoamericanos y
Andinos con un set de 736 SNPs, ellos encontraron que los dos acervos genéticos estaban
altamente diferenciados y que la raza Guatemala estaba altamente diferenciada de las sub-
razas Mesoamericanas. Finalmente un estudio de diversidad basado en genotipado por
secuenciacion confirmo la existencia de la raza Guatemala (Tobar-Pifion et al., 2017).

2.7  El genoma del frijol comun

El frijol comUn es una especie diploide con once cromosomas (2n=22). El tamafio del
genoma es de alrededor de 587 Megabases (Mb) (Schmutz et al., 2014), y 49.2% del genoma
son secuencias repetitivas. El genotipo Andino G19833 conocido como “Chaucha Chuga” y
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el genotipo Mesoamericano BAT93 fueron usados para desarrollar los genomas de referencia
del frijol comdn (Schmutz et al., 2014; Vlasova et al., 2016). Los genes codificadores de
proteinas que han sido reportados en ambas anotaciones de genomas son 27,197 para el
genotipo G19833 y 30,491 para el genotipo BAT93.

2.7.1 Marcadores moleculares para el analisis de diversidad

Los marcadores moleculares pueden identificar diferencias genotipicas sin analizar el
genoma completo, y pueden ser utilizados para identificar regiones del genoma asociados
con rasgos fenotipicos especificos. Ellos pueden ser definidos como fragmentos de ADN que
funcionan como “sefiales” e identifican informacion de interés. Ademas, los marcadores
moleculares son Utiles en muchos campos bioldgicos de estudio. Por estas razones, nuevas
técnicas para su desarrollo han surgido (Agarwal, Shrivastava & Padh, 2008). Para evaluar
la diversidad, los primeros marcadores moleculares con base de ADN utilizados fueron los
RFLP. Sin embargo, los marcadores mas comunes utilizados en este campo son los RAPDs,
SSRs, SNPs, y recientemente los marcadores basados en elementos transposones (Poczai et
al., 2013).

2.7.2 Caracterizacion molecular con microsatélites (SSR) en frijol

Dadas las ventajas que los marcadores microsatélites poseen por su naturaleza, muchos
estudios se han hecho en genomas de mamiferos y plantas y su informacién ha sido muy util
para saturar mapas de ligamiento. El primer anclaje de microsatélites en un mapa de
ligamiento de frijol comdn fue realizado por Yu, Park, Poysa y Gepts (2000). Los
microsatélites que se identificaron en este trabajo han sido muy utilizados en estudios de
diversidad genética y para seguir saturando el mapa de ligamiento del frijol. Gaitan-Solis,
Duque, Edwards & Tohme (2002) realizaron un estudio de bibliotecas gendmicas para
identificar microsatélites en el genoma de frijol. Toda esta informacidn fue utilizada por Blair
et al. (2003) para saturar el mapa original de frijol con muchos mas microsatélites, esta vez
buscandolos en la base de datos genética (Genbank) y, desde entonces, los microsatélites son
muy utilizados en estudios de diversidad genética (Diaz & Blair, 2006), discriminacion entre
razas de frijol y seleccidn asistida con marcadores para una gran variedad de enfermedades
del frijol (Miklas, 2008).

Muchos microsatélites han sido desarrollados a partir del genoma del frijol y algunos
como BM160 y BM201 (Gaitan et al., 2002) son capaces de discriminar entre especies de
Phaseolus vulgaris L., Phaseolus coccineus L. y Phaseolus polyanthus Greenman. Un
andlisis de diversidad completo y muy confiable se obtiene de amplificar por lo menos 30
microsatélites con diferentes técnicas de deteccion, por ejemplo, fluorescencia, que es mas
confiable que la deteccidn con tincion en plata.



Los marcadores moleculares han demostrado ser una herramienta muy util para predecir
las caracteristicas de una poblacién muy temprano en su desarrollo. Ademas, los marcadores
moleculares producen una huella genética Unica para cada genotipo que permite identificar
la pureza del mismo a través del tiempo y facilita la trazabilidad. Este proceso requiere de
someter material vegetal a los siguientes procedimientos: extraccion de ADN, cuantificacion
de ADN, amplificacién de marcadores moleculares por PCR, visualizacion de productos de
PCR y diagndstico molecular. Es importante adaptar las condiciones reportadas en estudios
previos para cada uno de los ambientes nuevos donde se desarrollaran, especialmente cuando
se tiene una poblacién que no se ha estudiado antes. Al hacer esta adaptacidn se garantiza
que se optimizara la eficiencia de la técnica general.

2.8  Caracterizacion culinariay calidad de grano

La calidad del grano incluye varias caracteristicas y atributos relacionados a la
produccion y tecnologia postcosecha, como caracteristicas fisicas, quimicas, tecnolégicas y
nutricionales. Los agricultores buscan variedades que posean granos suaves, de rapida
coccion, uniformidad en la maduracion del grano, de produccion precoz, uniformidad en el
tamafio y color. Variedades que durante el almacenamiento sean resistentes al ataque de
plagas, que mantengan el color y con baja formacién de granos dificiles de cocer. La
industria demanda variedades que absorban grandes cantidades de agua, posean rapido
cocimiento, caldo espeso y con buen sabor y textura (Bressani, 1993)

2.8.1 Endurecimiento del grano

Granos con largos periodos de coccidon son indeseables por los consumidores
(Bressani 1993). EIl almacenamiento del frijol después de la cosecha en condiciones
adversas: altas temperaturas, alta humedad provocan endurecimientos del grano y por lo tanto
mayor tiempo de coccion y mayor gasto de energia lo que representa mas gasto para los
agricultores.

Existen diversos mecanismos asociados al endurecimiento del grano, se le atribuye a
la oxidacién o polimerizacion de los lipidos, formacidn de pectatos insolubles, lignificacion
de la lamina media celular. Para prevenir o disminuir los efectos del endurecimiento se ha
propuesto generar genotipos de bajo endurecimiento, almacenar en condiciones adecuadas,
utilizar empaques de atmosferas modificada, pretratamientos (Reyes y Paredes 1993).

Dentro de los pretratamientos mas utilizados es el remojo previo a coccion, Correa
(2010) evalu6 el tiempo de coccion de siete genotipos con y sin remojo, en promedio el
tiempo de coccion de los granos que fueron remojados disminuyo 71.15%.

El tiempo de coccidn esté correlacionado negativamente con el tamafio del grano y
correlacionado positivamente con el porcentaje de cascara, ya que se ha demostrado que
granos pequefios contienen mayor porcentaje de cascara y esto incrementa el tiempo
necesario para la coccion. Ademas, el brillo de la testa es otro factor que incrementa el tiempo
de coccion, se ha observado que testas brillantes absorben menos agua y tienen mayores
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tiempos de coccién (Linares et al., 1981). La importancia de la absorcion de agua radica en
promover la gelatinizacion del almiddn del grano y la coagulacion de las proteinas (Bressani,
1993).

El tiempo de coccién es el factor principal que determina la aceptacién de una
variedad, se recomienda que el tiempo de coccion sea menor a 45 minutos para variedades
arbustivas (Linares et al., 1981).

3. OBJETIVOS
3.1 General

Contribuir con la produccién de frijol en el Altiplano Occidental de Guatemala por
medio de las caracterizaciones de variedades y lineas avanzadas de frijol voluble y arbustivo.

3.2 Especificos

Caracterizar agromorfologicamente ocho genotipos de frijol comun arbustivo y
voluble adaptados al occidente de Guatemala.

Identificar la diversidad genética de ocho cultivares de frijol arbustivo y voluble
adaptados al occidente de Guatemala.

Definir una huella genética para cada uno de los ocho genotipos de frijol arbustivo y
voluble adaptados al occidente de Guatemala.

Caracterizar por su calidad industrial y culinaria ochos genotipos de frijol comdn
arbustivo y voluble generados por ICTA, adaptados al occidente de Guatemala.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Caracterizacion Agromorfoldgica

4.1.1 Localidad y época

La caracterizacion se realizé en la Estacion Experimental del Instituto de Ciencia y
Tecnologia Agricolas (ICTA), Labor Ovalle, Olintepeque, Quetzaltenango, latitud norte es
14° 52’ 12”°, longitud oeste 91° 30’ 50°; 2,380 msnm, La caracterizacion se realizé entre el
13 de mayo del 2018 al 10 de Octubre del 2018.



4.1.2 Variedades

Se caracterizaron cuatro variedades de frijol voluble y cuatro variedades de frijol
arbustivo (Cuadro 1) adaptados al altiplano occidental de Guatemala.

Cuadro 1 Variedades de frijol voluble y arbustivo ICTA, Guatemala, 2018-2019.

Genotipo Crecimiento
ICTA Labor Ovalle Voluble
ICTA Utatlan Voluble
ICTA Hunap(Voluble Voluble
ICTA Quiché Voluble
ICTA Superchiva Arbustivo
Fuente: Elaboracion ICTA Hunapi Arbustivo propia, 2018.
ICTA Altense Arbustivo 4.1.3 Tamafio
de la |cTA Texel Arbustivo unidad

experimental

Cada parcela de caracterizacion fue de 220 m?. Se seleccionaron al azar 100 plantas,
quienes fueron caracterizaron desde la siembra a cosecha. Los genotipos de frijol voluble
fueron sembrados bajo el sistema en espaldera (Tarros de bambu, alambre galvanizado, hilo
plastica). Con un distanciamiento de siembra de un metro entre surcos y 0.40 m entre
posturas, se sembraron tres semillas por postura, luego se raled a dos plantas caracterizarlas.
Para las parcelas de frijol arbustivo, el distanciamiento de siembra fue de 0.50 m entre surcos
y 0.30 m entre posturas, tres semillas por postura.

4.1.4 Variables de respuesta

Las variables de respuesta fueron 45 caracteristicas varietales propias de la plantay
ocho caracteristicas agrondémicas. Se utilizard como guia el documento elaborado por Mufioz,
Giraldo y Fernandez de Soto (1993) llamado “Descriptores Varietales: Arroz, frijol, maiz,
sorgo” publicado por el Centro Internacional de Agricultura Tropical.

4.1.5 Andlisis de la informacion

Los resultados obtenidos fueron analizados con estadistica descriptiva vy
multivariada.

4.1.6 Manejo de la parcela
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Preparacion del terreno

Se dio un paso con arado de discos a 0.15 m de profundidad, esto para facilitar la
germinacion y emergencia de la semilla. Se dieron dos pasos con rastra de discos. Esto con
la finalidad de desmenuzar las partes o porciones de tierra que han sido removidas por el
arado y asi hubiera un buen desarrollo radicular.

Siembra

La siembra de las variedades de frijol voluble fue el 13 de mayo del 2018, tres semillas
por postura de frijol, el distanciamiento de siembra fue de siembra de 0.40 cm entre posturas
y 1 metro entre surcos y para las variedades de frijol arbustivo la fecha de siembra fue el 18
de junio del 2018, tres semillas por postura, el distanciamiento fue de 0.50 m entre surco y
0.30 cm entre postura, la siembra se llevo acabo a mediados de junio y se realizo de forma
manual.

Control de malezas
A los 20 dds se aplic6 Fomefasen a razon de 1,00 litro/ha.

Etapa fenoldgica para toma de datos.

Se realizd la toma de las variables en las siguientes etapas: En estado de plantula a
los 12 dias después de la siembra (dds). En estado de floracion cuando la totalidad de las
plantas seleccionadas presentaron al menos una flor. En estado de madurez fisioldgica
cuando se observd un cambio de color en las vainas y al momento de la cosecha cuando la
humedad del grano este entre el 16% y 18% se tomo datos de vainas y semillas.

Criterio para los distintos colores.

Se utilizaron los descriptores que son considerados en la metodologia para obtener
semillas de calidad; arroz, frijol, maiz, sorgo del Centro Internacional de Agricultura
Tropical. 1993. Cali, (3) y se utilizé la tabla Munsell de colores.

Fertilizacion

La fertilizacion se realizd a los 12 dds, se aplicé 15-15-15 a razon de 151.8 kg/ha.
Se realizaron muestreos constantes para el monitoreo de plagas y enfermedades con una
regularidad de dos veces a la semana. Se hicieron aplicaciones de insecticida (Thiacloprid,
Beta-Ciflutrina) a razon de 0.5 I/ha y fungicida (Azoxystrobin) a razén de 250 cm®/ha, de
forma preventiva.

4.2 Caracterizacion molecular de las variedades

4.2.1 Localidady época
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La caracterizacion se realizo en el laboratorio y los invernaderos de Biotecnologia de
ICTA Barcena, de Marzo a Agosto de 2019.

4.2.2 Material vegetal

Diez semillas de los genotipos de frijol fueron sembradas en arena en el invernadero
para su germinacion bajo condiciones controladas.

4.2.3 Extraccion y cuantificacion de ADN

Las primeras hojas trifoliares de tres plantulas fueron seleccionadas al azar
(aproximadamente 200 mg), las cuales fueron maceradas con pistilos dentro de tubos de
microcentrifuga de 1.5 ml o utilizando morteros con la solucién de buffer de extraccion. La
solucién obtenida se someti6 al protocolo de extraccidén propuesto por medio del kit de
Biotecon Diagnostics detallado en la Tabla A.1.

Se cuantifico el ADN en un fluorometro Quantus con un factor de conversion A260nm
1.0 =50.0 pg/mL. La calidad del ADN se determiné a partir de la razon A260/A280. El ADN
se diluy6 a 20 ng/uL para las siguientes amplificaciones.

4.2.4 Amplificacion mediante PCR

En todas las muestras se amplificaron 33 secuencias microsatelites representativas de
todo el genoma del frijol (Tabla A.2.). Estos marcadores se amplificaron por medio de PCR
convencional en placas de 96 pozos en un termociclador Marca Applied Biosystems Modelo
Veriti. El programa de amplificacion consistid en una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
minutos; después de 30 a 34 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, seguido de
hibridacién a rangos de temperatura (Th) de 47 a 57°C segun fuera necesaria para cada uno
de los marcadores por 1 minuto, y una elongacion a 72°C por 1 minuto; terminando con una
elongacion final a 72°C por 5 minutos. La mezcla de reaccion fue de 25 pL finales que
contuvieron 100 ng de ADN genomico, 1X buffer PCR, 2.5 mM de MgClz, 400 uM de cada
dNTP, 1 uM de cada partidor (forward y reverse) y 1 unidad de Taq polimerasa.

4.2.5 Electroforesis

Después de la amplificaciéon, se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida al
8% en 1X TBE. Se corrieron en unidades de electroforesis vertical a una potencia constante
de 80 voltios durante 3 horas 30 minutos. En todos los geles se incluyd una escalera de peso
molecular de 50 pares de bases (pb) y se cargaron con productos de PCR (3 pL). Todas las
soluciones fueron recicladas con un maximo de tres geles. Los geles producto de la
electroforesis fueron tefiidos con Nitrato de Plata para identificar las bandas. Finalmente se

tomaron fotografias de los geles tefiidos.
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4.2.6 Anadlisis de datos

A partir de los patrones de bandas visualizados en los geles se codificé la informacion
alélica en una matriz donde se colocé el tamafio de cada banda por cada marcador, en una
hoja Excel, la cual fue utilizada para hacer el andlisis de conglomerados utilizando InfoStat
(Di Rienzo et al., 2014). Se cre6 una matriz de distancias genéticas con el método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) de Sokal y Michener (1958). Se
construy6 asi un dendrograma basado en los célculos. Para el Anélisis de Componentes
Principales se utiliz6 la funcion prcomp de R. El gréafico fue creado utilizando la funcion
ggbiplot (http://github.com/vqv/ggbiplot) en R.

En el analisis de estructura para determinar el nimero de subpoblaciones se utilizo el
software STRUCTURE, se utilizd la opcion “Admixture Model with Allele Frequencies
Correlated among Populations”, con 10 corridas con un rango de K desde 1 a 10. Los periodos
de quemado Y de iteraciones se establecieron a 20000/10000 basado en la investigacién de
McClean et al. (2012). Para determinar el nimero mas probable de subpoblaciones se utilizé
la estadistica AK (Evanno, Regnaut & Goudet, 2005). El software Distruct se utilizo para
mostrar los resultados en un grafico (Rosemberg, 2004).

El estudio de diversidad genética que incluyd las estadisticas He de Nei y el indice de
Shannon, para cada genotipo y para cada subgrupo (Nei & Li, 1979), la matriz de indices de
fijacion (Fst), y el Analisis Molecular de VVarianza (AMOVA), se realizaron en los programas
GenAlex (Peakall & Smouse, 2006, 2012) e InfoGen (Balzarini & Di Rienzo, 2004).

Las huellas genéticas se elaboraron en una hoja de calculo de Excel, se utiliz6 la
informacion de tamafio de fragmentos encontrados en los geles para cada uno de los 33
marcadores.

4.3  Caracterizacion de la calidad industrial y culinaria

4.3.1 Localidady Epoca

El proyecto se ejecutd en el afio 2,018 y 2019 en la Planta Agroindustrial del ICTA,
en el Sector “B”, La Alameda, Chimaltenango, Guatemala.

4.3.2 Variables de Respuesta

Andlisis fisicos: color, tamafio de grano, porcentaje de cascara, capacidad de absorcion de
agua, tiempo de coccion, indice de tiempo de coccién.

Analisis quimicos: analisis proximal, hierro, zinc.
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4.3.3 Manejo del experimento

Se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta Elias et. al., (1986) en el manual de
Métodos para establecer calidad tecnoldgica y nutricional del frijol (Phaseolus vulgaris)

Peso del grano

Por cada variedad se seleccionaron al azar tres muestras de 100 granos, estos fueron
pesados en balanza con precisién de 0.1 mg. Granos con peso inferior a 0.193 g fueron
considerados pequefios; grano con peso entre 0.193 g y 0.217 g fueron clasificados como
medianos; grano con peso mayor a 0.217 g se clasificaron como grano grande.

Porcentaje de cascara

De cada variedad se tomo tres muestras de veinticinco granos cada una, estas se
remojaron en 50 mL de agua destilada a temperatura ambiente por un periodo de 16 horas.
Posteriormente se elimino el exceso de agua y se separo la testa del cotileddn de cada grano
y estos fueron secados a 105°C hasta alcanzar peso constante.

Absorcion de agua

De cada variedad se tomaran tres muestras de veinticinco granos, estos fueron
remojados en 75mL de agua destilada por ocho horas, cada hora se debe realizar tomar el
peso de las muestras.

Tiempo de coccion

En beaker de 500 mL se llevo a ebullicion 400 mL, en este punto se introdujeron al
agua 100 granos, posteriormente se obtuvieron muestras a partir de los 20 minutos y cada
cinco minutos se sacaron diez granos, los cuales fueron evaluados sensorialmente con los
dedos para determinar el grado de coccién. Se tomd como tiempo de coccidon cuando el
setenta por ciento de los granos estaban blandos y de textura suave.

Indice de tiempo de coccion

Veinticinco granos fueron colocados en 50 mL de agua destilada, por cuatro horas.
Posteriormente los granos fueron puestos en agua en ebullicion por veinte minutos,
transcurrido este tiempo los granos fueron sacados del agua y se contabilizé el nimero de
granos con alguna fisura en la cascara.

Caracterizacion quimica
Se realizo por los métodos oficiales de Asociation of Official Analytical Chemist
(AOAC).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1  Caracterizacion agromorfoldgica

Dentro de las caracteristicas morfoldgicas cuantitativas para las ocho variedades de las
variedades de frijol voluble y arbustivo caracterizado, se muestran el estado de plantula
(Cuadro 2). En tal sentido, dentro de los volubles la variedad més alta fue ICTA Hunapu con
277.02 cm, es también la variedad con mayor largo de vainas (15.89). La variedad que obtuvo
un mayor numero de vainas por planta fue ICTA Labor Ovalle (34 vainas) y la variedad con
mayor peso de grano fue ICTA Quiché (39.7 gramos). Para las variedades de frijol arbustivo,
las variedad con mayor longitud de tallo fue ICTA Texel con 95.6 cm, el mayor numero de
vainas lo obtuvo la variedad ICTA Altense y el nimero de semillas por vaina estuvo en un
rango de 5 a 6 granos.

Cuadro 2 Media de caracteristicas morfologicas cuantitativas de ocho
variedades de frijol voluble y arbustivo. ICTA, 2018-2019

o
= 5 £ 2 < a
s & & z 3 3 & @z
Caracteristicas Morfoldgicas % _‘8' & ] g =] 5] %
Cuantitativas < B < 2 3 2 g I::
5 = & = = = 2 g
- 3 - 3} 3 3} o O
= - - - S
Longitud del Hipocotilo (LH) (cm) 11.01 10.22 10.93 6.08 6.12 6.11 6.36 6.14
Longitud del Epicotilo (LE) (cm) 15 1.15 1.08 1.13 0.91 0.81 0.82 0.77
Longitud de la Hoja Primaria
(LHP) (cm) 2.38 2.8 2.47 2.94 2.73 2.64 2.48 2.74
Anchura de la Hoja Primaria
(AHP) (cm) 2.64 2,51 2.39 2.93 2.64 2.43 2.26 241
kmgmd%FﬁMPWMmHUW) 217.97 262,53 250.8 277.02 845 59 85.7 95.6
om . . . . . . .
Numero de Nudos (NN) 15 24 21 22 13 12 13 12
Longitud de la Hoja (LH) 9.1 9.44 9.94 10.26 9.24 6.25 7.38 8.6
Anchura de la Hoja (AH) 6.78 7.33 7.99 8.37 7.39 5.11 5.7 7.97
Largo de Vainas (LV) (cm) 12.57 11.43 14.44 15.89 12.4 11.17 8.83 10.93
Ancho de Vainas (AV) (cm) 0.98 1.08 1.19 1.16 1.05 1.13 1 1.06
Longitud del Apice de la Vaina
(LAV) (cm) 1.03 0.77 0.58 0.75 1.07 0.96 0.68 0.78
Numero de Vainas por Planta
(NVP) 31 34 24 29 29 15 24 16
Numero de Semillas por Vaina
(NSV) 7 7 8 8.1 6 5 5 6
Peso de 100 granos de semilla 256 288 39.7 295 25.2 24.7 245 25.4

(P100S)

Fuente: Elaboracion propia, 2018-2019.

Con relacién a las caracteristicas en el estado de planta (Cuadro 3), para el color del cotiledén
las variedades arbustivas presentan una coloracion café rojiza con pigmentacion morada. Las
variedades de frijol voluble, los cotiledones presentan una coloracion verde con pigmento
amarillo para ICTA Utatlan y morada para ICTA Labor Ovalle, ICTA Quiché e ICTA
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Hunapu voluble presentan una coloracién café rojiza y café rojiza con pigmento morado
respectivamente.

Para el color predominante del hipocotilo la variedad ICTA Utatlan presenta el color verde
con pigmento café (Cuadro 3), las variedades ICTA Labor Ovalle e ICTA Quiché presentan
una coloracion café rojizo, las variedades arbustivas café rojizo con pigmento verde (ICTA
Superchiva e ICTA Altense), café rojizo (ICTA Hunapu arb) y café rojizo con pigmento
morado (ICTA Texel) la nervadura de las hojas principales fue para ICTA Utatlan de color
verde y para el resto de variedades café rojizo.

Cuadro 3 Caracteristicas morfoldgicas cualitativas en estado de plantula de ocho

variedades de frijol voluble y arbustivo. ICTA, Guatemala, 2018-2019

Variable Color Cadigo S [
Tabla - @ = ® = = 2
Munsell < S 5= 4«5 <& < 2 <& <5 <
=B EF2g k£ FSs K& =S E & [
e35 eS8 Q& OES ©ZF ©zF Q3 3
Color café rojizo 5R 3/4 0.00% 0.00%  100.00% 23. 00% 0.00% 0.00% 0.00%
predominante
del cotiledén ~ Café Rojizo 5R 3/4- 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 100.00%  100.00%  100.00%  100.00%
Pig morado 5RP-3/4
Café Rojizo 5R 3/4- 0.00% 0.00% 0.00% 77.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Pig Verde 2.5G5/8
Morado 5RP 3/4 0.00% 90.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
morado 0.00% 1.00% 0.00% 0.00% 0.00% 000%  0.00% 0.00%
morado pig 5RP 0.00% 9.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
verde 3/4-
2.5G5/8
Verde 2.5G5/8 10.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
verde pig 2.5G 90.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
amarillo 5/8-
2.5Y 8/2
Color café rojizo 5R 3/4 0.00% 0.00%  100.00%  100.00% 0.00% 1.00% 0.00% 0.00%
predominante
del hipocotilo café rojizo 5R 3/4- 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%  100.00% 0.00% 99.00% 0.00%
pig Verde. 2.5G5/8
café rojizo 5R 3/4 0.00%  100.00% 0.00% 0.00% 0.00% 99.00% 0.00% 0.00%
Café Rojizo 5R 3/4- 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.00%  100.00%
Pig morado 5RP 3/4
verde con 2.5G 100.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
pigmento 5/8-5R
café 3/4
Color café rojizo 5R 3/4 0.00%  100.00% 100.00%  100.00%  100.00% 99.00% 99.00%  100.00%
g;edomlnantlzs Morado 5RP 3/4 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.00% 1.00% 0.00%
:‘aes“’ad“raﬁoj‘;i Verde 25G5/8  100.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
principales

Fuente: Elaboracion propia, 2018-2019.

Con relacion a la coloracion de la flor (cuadro 4), todas las variedades presentan un
color lila. En el limbo del estandarte, el cuello de ICTA Utatlan presenta una coloracién verde
con pigmento rosado y el resto de variedades presenta una coloracion verde con pigmento
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morado. El color del tallo principal para la variedad ICTA Utatlan es verde, para las
variedades ICTA Hunapu Vol, ICTA Quiché la coloracion es verde con pigmento café rojizo,
para las variedades arbustivas la coloracién es verde con pigmento morado. La pubescencia
es intermedia para las variedades volubles y Glabro para las variedades arbustivas.

Cuadro 4 Caracteristicas morfoldgicas cualitativas al momento de floracion de ocho
variedades de frijol voluble y arbustivo. ICTA, Guatemala, 2018-2019

Variable Color Codig g o @ _ 8 _
o B & % S g 3
= ] =] = = )
Tabla > . (04 2 < 2 S =
Muns 2 53 = g g =g fg £
> = =
ell S o) e T 1 T Ca S
Al momento de la floracién
Color predominante de Lila 5RP 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%  100%
las alas 6/4
Color Lila 5RP 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%  100%
predominante 4/2
del limbo del
estandarte
Patron de Unifor 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%  100%
distribucion me
predominante
del color del
limbo del
estandarte
Venaciones Presen 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
te
Color verde 7.5G 100.0 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
predominante pig Y 0%
del cuello del rosado  6/4-5
estandarte RP
8/4
verde 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.00% 0.00% 0.00%
pig 7.5G
amarill Y 6/4
0
-2.5Y
8/2
verde 7.5G 0.00% 100.0 100.0 100.0 100.0 99.00 100.0 100.0
pig Y 6/8 0% 0% 0% 0% % 0% 0%
morad
0
5RP
3/2
Patrén de Unifor 100.0 100.0 100.0 100.0 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
distribucion del me 0% 0% 0% 0%
color del cuello
del estandarte
No 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 100.0 100.0 100.0 100.0
unifor 0% 0% 0% 0%
me
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Cuadro 5 (Continuacion) Caracteristicas morfoldgicas cualitativas al momento de
floracion de ocho variedades de frijol voluble y arbustivo. ICTA, Guatemala, 2018-

2019
Variable Color Cadig g
0 = o W a @ g_ §
Tabla = 8 S g g g g E
Muns 5 i o T P z 3 e
ell < <=2 < < < < < <
= =S = s = = = =
e s @ e ©O o Q e
Color morado 5RP- 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%  100.00
predominant 3/4 %
e del céliz
verde 7.5GY 98.00 100.00 100.00 0.00% 0.00% 0.00% 99.00 0.00%
6/4 % % % %
verde pig 75GY  200% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%  0.00%
Rosado 6/4-
5RP
8/4
verde pig 0.00%  0.00% 0.00% 100.00 100.00 100.00 1.00%  0.00%
morado 7.5GY % % %
6/4-
5RP-
3/4
Habito arb inde 0.00% 0.00% 0.00%  0.00% 18.00 0.00%  0.00% 40.00
predominant guia corta % %
ede
crecimiento
arb indet 0.00% 0.00% 0.00%  0.00% 0.00%  0.00% 97.00  0.00%
guia corta %
arb indet 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 2.00% 0.00% 1.00% 60.00
guia+-larga %
arbustivo 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 79.00 100.00 2.00% 0.00%
determinad % %
0
arbustivo 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.00% 0.00% 0.00% 0.00%
indetermin
ado
trepador 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00% 0.00%  0.00%  0.00%
indetermin % % % %
ado
Color verde 75GY  100.00 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.00% 0.00%  0.00%
predominant 6/4 %
e del tallo
principal
verde pig 0.00% 0.00% 100.00 100.00 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
café rojizo  7.5GY % %
6/4-5R
3/4
verde pig 7.5GY 0.00%  100.00 0.00% 0.00%  100.00 99.00 100.00 100.00
morado 6/4- % % % % %
5RP-
3/4

Fuente: Elaboracién propia, 2018-2019.
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Cuadro 6 (Continuacion) Caracteristicas morfoldgicas cualitativas al momento de
floracion de ocho variedades de frijol voluble y arbustivo. ICTA, Guatemala, 2018-

2019
Variable Color Céd 2 —
. = S ©
igo > > 2
Tab g o @ 2 s 3 £
= S S < c < 5 -
la B E = S S = g 2
Mu 5 3 & I < I @ e
nse| < < < < < < < <
= = = = = = = =
| 0 3 3 3] O 3] 3] 3]
Pubescencia glabro 0.00% 0.00% 0.00%  0.00% 91.00 100.00 100.00  100.00
del tallo % % % %
Interme 93.00 100.00 100.00 100.00 9.00%  0.00%  0.00%  0.00%
dio % % % %
Pubesc 7.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%  0.00%
ente
Tipo Abierto 0.00%  0.00% 0.00%  0.00% 100.00 100.00 100.00 100.00
predominante % % % %
de ramificacion
Color verde 7.5 100.00 0.00%  100.00 100.00 1.00%  1.00%  0.00%  100.00
predominante GY % % % %
de la hoja 6/4
verde 0.00%  100.00 0.00% 0.00% 99.00 99.00 100.00 100.00
oscuro 7.5 % % % % %
GY
4/6

Elaboracién propia, 2018-2019.

En el cuadro 5 se observa que para el color de la vaina al momento de la madurez
fisiologica ICTA Utatlan e ICTA Altense presentan una coloracion amarilla con pigmento
morado, el resto presentan una coloracién café rojizo con pigmento morado. En cuanto a la
distribucion de las vainas, las variedades ICTA Hunapl A® e ICTA Texel presentan una
distribucion baja, el resto de variedades tienen una distribucion de vainas uniforme. En
cuanto a la forma de la semilla las variedades ICTA Utatlan, ICTA Quiché, ICTA Hunapu
Vol 'ICTA Hunapl A™ e ICTA Superchiva la semilla es eliptica, ICTA Labor Ovalle presenta
la semilla ovoide, ICTA Texel e ICTA Altense presenta la semilla de forma alargada

ovoidea.

19



Cuadro 7 Caracteristicas morfoldgicas cualitativas al momento de madurez
fisiologica y cosecha de ocho variedades de frijol voluble y arbustivo. ICTA,

Guatemala, 2018-2019

[ = N 5]
s 3 g S = © 3
8 _ =] > = 2 S
Variable Color =] 9% 2 < 3 S =
< <2 < < s < < s <5 <
= (] = [y = [y =& =
0 03 S OF S OF Q3 S
amarillo  pig 100.00% 0.00% 0.00% 0.00% 99.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Color . morado
predominante
de las vainas  café rojizo pig 0.00% 100.00% 100.00% 100.00% 0.00% 98.00% 100.00% 100.00%
morado
morado 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.00% 2.00% 0.00% 0.00%
Patrén no uniforme 100.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
predominante
del color de la
vainas
uniforme 0.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Forma circular 0.00% 65.00% 2.00% 7.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
predominante
del corte .
trasversal eliptico 2.00% 35.00% 90.00% 34.00% 64.00% 9.00% 20.00% 9.00%
piriforme 98.00% 0.00% 8.00% 59.00% 36.00% 91.00% 80.00% 91.00%
Distribucién  altas 0.00% 0.00% 0.00% 4.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
predominante
de las vainas .
bajas 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 100.00% 0.00% 100.00%
distribuidas 90.00% 100.00% 100.00% 90.00% 100.00% 0.00% 100.00% 0.00%
uniformemente
en la parte 10.00% 0.00% 0.00% 6.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
media

Elaboracién propia, 2018-2019.

20



Cuadro 8 (continuacion). Caracteristicas morfologicas cualitativas al momento de
madurez fisioldgica y cosecha de ocho variedades de frijol voluble y arbustivo. ICTA,

Guatemala, 2018-2019

©
2
. N i) 3 <
Variable  Color < <52 < % <2 < i <Z < <5
= Fag =5 =S = o =5 = o = X
O: VS3 °¥e) S 0 T 3 oF
Color amarillo pig 100.00% 0.00% 0.00% 0.00% 99.00% 0.00% 0.00% 0.00%
predominante  morado
de las vainas
café rojizo pig 0.00% 100.00%  100.00%  100.00% 0.00% 98.00% 100.00%  100.00%
morado
morado 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.00% 2.00% 0.00% 0.00%
Patrén no uniforme 100.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
predominante
del color de la
vainas
uniforme 0.00% 100.00%  100.00%  100.00%  100.00% 100.00%  100.00%  100.00%
Forma circular 0.00% 65.00% 2.00% 7.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
predominante
del corte eliptico 2.00% 35.00% 90.00% 34.00% 64.00% 9.00% 20.00% 9.00%
trasversal
piriforme 98.00% 0.00% 8.00% 59.00% 36.00% 91.00% 80.00% 91.00%
Distribucion altas 0.00% 0.00% 0.00% 4.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
predominante
de las vainas bajas 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%  100.00% 0.00%  100.00%
distribuidas 90.00%  100.00%  100.00% 90.00%  100.00% 0.00%  100.00% 0.00%
uniformemente
en la parte 10.00% 0.00% 0.00% 6.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
media
Patron no uniforme 32.00% 0.00% 0.00% 0.00%  100.00% 0.00% 0.00% 0.00%
predominante
del color de .
las vainas uniforme 68.00%  100.00%  100.00%  100.00% 0.00% 100.00% 100.00%  100.00%
Perfil curvado 21.00% 35.00% 7.00% 28.00% 1.00% 0.00% 0.00% 2.00%
g;el‘;o\gm:me medianamente  78.00%  38.00%  49.00%  63.00%  29.00%  4800%  31.00%  71.00%
curvo
recto 1.00% 27.00% 44.00% 9.00% 70.00% 52.00% 69.00% 27.00%
Tipo curvado 75.00% 95.00% 28.00% 32.00% 42.00% 19.00% 38.00% 57.00%
predominate inverso 2.00% 0.00% 0.00% 1.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
del apice de
la vaina medianamente 14.00% 4.00% 49.00% 64.00% 57.00% 74.00% 60.00% 39.00%
curvo
normal 8.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
recto 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.00% 2.00% 0.00% 1.00%
romo 1.00% 1.00% 23.00% 3.00% 0.00% 5.00% 2.00% 3.00%
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Cuadro 9 (continuacion). Caracteristicas morfoldgicas cualitativas al momento de
madurez fisioldgica y cosecha de ocho variedades de frijol voluble y arbustivo. ICTA,

Guatemala, 2018-2019

Variable Color S o 2 o 3 Iy o _
S§ 58t 52 £ Es EE  Eis 5%
5 358 2o TS 2% s 983 9F
Grado curvado 75.00% 96.00% 27.00% 33.00% 42.00% 20.00% 38.00% 57.00%
predominante
de curvatura medianamente  19.00% 4.00% 72.00% 67.00% 58.00% 80.00% 62.00% 43.00%
del apice de curvo
la vaina
recto 6.00% 0.00% 1.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Direccion Normal 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
predominante
de la
curvatura del
apice de la
vaina
Consistencia carnosa 0.00% 100.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
de la vaina
coriacea 90.00% 0.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
pergaminosa 10.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Color Negro 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
primario de
la semilla
Patrén de Uniforme 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
distribucion
del color de la
semilla
Color Negro 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
secundario de
la semilla
Aspecto brillante 98.00% 22.00% 0.00% 82.00% 0.00% 0.00% 82.00% 0.00%
predominante
de la testa intermedio 2.00% 67.00% 100.00% 18.00% 100.00% 6.00% 18.00% 0.00%
opaco 0.00% 11.00% 0.00% 0.00% 0.00% 94.00% 0.00% 100.00%

Fuente: Elaboracion propia 2018-20109.
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Cuadro 10 (continuacién). Caracteristicas morfoldgicas cualitativas al momento de
madurez fisioldgica y cosecha de ocho variedades de frijol voluble y arbustivo. ICTA,
Guatemala, 2018-2019

Variable Color 3 Lo 2 o 3 o o _
5§ 58% LY £E% S5E EE EBs B3
€5 e3ds Lé& TS % CTs L3 QF

Presencia de coloread  0.00% 98.00% 100.00% 16.00% 1.00% 3.00% 100.00% 100.00%

color 0

alrededor del

hilo sin 100.00%  2.00% 0.00% 84.00% 99.00% 97.00% 0.00% 0.00%

colorear

Forma alar 10.00% 0.00% 0.00% 0.00% 100.00%  0.00% 16.00% 94.00%

predominant  ovoidea

edela

semilla arrifio 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 4.00%

recta en

hilo

eliptica 86.00% 39.00% 98.00% 80.00% 0.00% 100.00%  83.00% 0.00%
ovoide 4.00% 61.00% 2.00% 20.00% 0.00% 0.00% 0.00% 2.00%
peque 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.00% 0.00%
casi

cuadrado

Ausencia o ausente 100.00% 100.00%  100.00% 100.00% 100.00%  100.00% 100.00% 100.00%

presencia de

venaciones

Fuente: Elaboracién propia 2018-2019.

Con relacidn a la fenologia de las variedades caracterizadas (cuadro 6), de las ocho
variedades, el genotipo arbustivo ICTA Texel, se identifica como precoz, con 110 dias a
cosecha, mientras que para las variedades volubles, ICTA Utatlan con 143 dias a cosecha,
la que se califica como precoz.

23



Cuadro 11 Caracteristicas fenoldgicas de ocho genotipos de frijol voluble y arbustivo.
ICTA, Guatemala, 2018-2019

3 S 2 o 3 © 3z

_ c
5 3 T2 s <2 2 <3 < £ 8
< 5 -3 (e} Fa < [ o
& < <3 < Q¢ < 05 Qg =

= =2 =

> G Q 5 E 5 3 Q
Dias a emergencia 7 6 9 7 9 9 9 8
Dias a antesis 74 79 104 96 64 57 58 47
Duracién de la 34 36 42 34 36 33 33 21
floracion
Dias a madurez 125 118 150 136 115 90 90 77
fisioldgica.
Duracién de la 20 24 28 27 29 32 36 29
madurez
fisioldgica
Dias a la cosecha 143 153 182 166 140 122 125 110

Fuente: Elaboracion propia 2018-2019.

En el analisis de conglomerado (Figura 2), se formaron tres grupos de interés, el primero
conformado por una sola variedad ICTA Utatlan, que presenta la mayor variabilidad en
cuanto a sus caracteristicas fenoldgicas, cualitativas y cuantitativas, esta se caracteriza por su
precocidad y ciclo de cultivo. EI segundo grupo esta formado por tres variedades: ICTA
Labor Ovalle, ICTA Quiché e ICTA Hunapu voluble, tendiendo mayor similitud entre si las
dos dltimas variedades. El tercer conglomerado esta formado por cuatro variedades, cuya
caracteristica sobresaliente su desarrollo como variedades arbustivas, siendo ellos: ICTA
Texel, ICTA Superchiva, ICTA Hunapl Arbustiva e ICTA Altense, se observa una mayor
similitud de caracteristicas agromorfoldgicas en las primeras tres variedades, la variedad
ICTA Altense presenta una mayor variabilidad entre las variedades arbustivas.
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Ward
Distancia: (Gower (sqrt(1-S)))

ICTA Utatlan

ICTA Labor Ovalle

ICTA Quiché

ICTA Hunapu Vol

ICTA Texel

ICTA Superchiva

ICTA Hunapu Arb

ICTA Altense

0.00 0.26 0.52 0.79 1.05

Figura 2. Analisis de conglomerados de ocho genotipos de frijol voluble y arbustivo
para el altiplano. ICTA, Guatemala, 2019

La caracterizacion agromorfoldgica es una herramienta que sirve para identificar las
caracteristicas morfoldgicas y agrondmicas que distinguen una variedad de otra. Para Cer6n
y otros (2001), Stoilova y otros (2005), Kumar y otros (2009) los caracteres que contribuyen
a la distincion entre accesiones son el peso y longitud de semilla, los dias a floracion, madurez
fisiolOgica y cosecha, la arquitectura de la planta, longitud y altura de la vaina, habito de
crecimiento, niamero de semillas por vaina y nimero de vainas por planta.

En cuanto a las variedades arbustivas caracterizadas, el peso de la semilla estuvo en
un rango entre 24.5 a 25.4, la variedad con menor peso de 100 semillas fue ICTA Superchiva
arbustivo y la variedad con mayor peso de 100 semillas fue ICTA Texel. Para las variedades
volubles la variedad con menos peso de 100 semillas fue ICTA Utatlan con 25.6 gramos y la
variedad con mayor pespo fue ICTA Quiché con 39.7 gramos, hay mayor variabilidad en las
variedades volubles en cuanto al peso de 100 semillas que en la variedades arbustivas.
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Para las variables dias a floracion, madurez fisiologica y cosecha las variedades
arbustivas estuvieron en un rango entre 47,77 y 110 hasta 64, 115 y 140 respectivamente.
Para las variedades volubles el rango estuvo de dias a floracion, madurez fisiologica y
cosecha estuvo entre 79,125 y 143 hasta 104, 150 y 182 respectivamente. Para el nimero de
semillas por vaina el rango de las variedades arbustivas estuvo entre 5 a 6 semillas y para las
variedades volubles el rango estuvo entre 7 a 8. El rango de nimero de vainas por planta
estuvo entre 15 a 29 para las variedades arbustivas y para las variedades volubles el rango
estuvo entre 29 a 34 vainas por planta.

En los cuadros 2 al 5 podemos observar las caracteristicas cuantitativas, cualitativas
segun la etapa fenoldgica y las caracteristicas fenoldgicas de cada una de las variedades y en
la figura 2 se realizé un andlisis de conglomerados, donde se puede observar que se formaron
tres grupos, uno conformado por la variedad ICTA Utatlan, el segundo por las variedades
ICTA Labor Ovalle, ICTA Quiché e ICTA Hunapu voluble y el tercero lo conforman las
variedades arbustivas ICTA Hunapu arb, ICTA Altense, ICTA Superchivae ICTA Texel. Se
observa que la mayor variabilidad de caracteristicas la presenta la variedad ICTA Utatlan,
alejandose del resto, las otras tres variedades presentan una mayor similitud de
caracteristicas.

Las variedades que presentan una mayor similitud en sus caracteristicas son las
variedades arbustivas, siendo las mas similiares ICTA Superchiva e ICTA Hunapu, la
variedad que presenta una mayor diferencia es ICTA Altense.

5.2 Caracterizacion molecular

Un total de ocho cultivares de frijol fueron analizados con 33 marcadores moleculares
tipo SSR (single sequence repeat) o microsatélite, los cuales estuvieron distribuidos a través
de todo el genoma del cultivo (tres marcadores por cromosoma). Todas las muestras se
evaluaron por triplicado.

Para el andlisis de diversidad genética, 28 marcadores fueron polimorficos, lo que
indica que se encontré mas de un alelo para cada marcador en las muestras de frijol. El
ntimero maximo de alelos encontrados para un marcador fue de nueve (BM137) y el menor
fue de uno (cinco marcadores monomorficos). En las 36 muestras se encontro un total de 105
alelos para los 33 marcadores con un ndmero de alelos efectivos de 76.23 y un indice de
informacion de Shannon de 0.809. La diversidad genética promedio fue de 0.454. Las
estadisticas de diversidad, eficiencia y contenido de informacion polimorfica de cada
marcador utilizado se muestran en el Cuadro 7, mientras que las estadisticas de diversidad y
el promedio de alelos para cada cultivar se presentan en el Cuadro 8. Se observa que las
variedades ICTA Superchiva, ICTA Hunapu arbustivo e ICTA Altense son completamente
homogéneas ya que no presentan diversidad dentro de ellas mismas lo que indica un alto
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grado de homocigosis, tipico de las plantas autdgamas. Contrariamente, los frijoles volubles
ICTA Quiché, ICTA Utatlan e ICTA Labor Ovalle, presentan un porcentaje alto de
polimorfismos y diversidad dentro de ellas. ICTA Texel e ICTA Hunapu voluble tienen un
grado intermedio de diversidad intra-accesion. EI Cuadro 9 reporta los resultados de la
diversidad encontrada dentro de cada accesion. En términos generales, la diversidad entre
accesiones es mayor a la diversidad dentro de cada accesion.

La diversidad genética es interpretada como la heterocigosidad esperada en un locus
cuando el individuo es cruzado aleatoriamente, por esta razén el valor maximo de la
diversidad genética es 0.5 (Nei & Li, 1979). Cuando se evalGan poblaciones grandes se espera
encontrar una diversidad alta, sin embargo cuando es un grupo de individuos pertenecientes
a una sola especie y una sola regién tienden a ser genéticamente similares (Sosa, Batista
Hernandez, Bouza Carrelo & Gonzélez Pérez, 2002). En este estudio la diversidad encontrada
fue de 0.46 lo que indica que a pesar de que los cultivares pertenecen a una poblacion
reducida ain se encuentra una diversidad genética alta. La cantidad de alelos por cada
marcador evaluado mostré que los marcadores brindaron también informacién moderada ya
que cinco de ellos fueron monomérficos y no aportaron al analisis. Al comparar este estudio
de diversidad con el estudio de diversidad realizado para las variedades de ICTA adaptadas
al oriente de Guatemala donde se utilizaron los mismos marcadores moleculares (Miranda et
al., 2019), es interesante observar que las variedades del occidente son mas diversas y se
encuentran menos emparentadas entre ellas comparadas con las variedades del oriente.
También se encontraron menos marcadores monomarficos y mayor cantidad de alelos por
marcador en las variedades del occidente. Esto es un indicador de que las accesiones de frijol
del occidente de Guatemala son una fuente rica en alelos que pueden ser utilizados en planes
de cruzamiento.

Cuadro 12 Estadisticas de diversidad en los 33 marcadores moleculares utilizados
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Marcador No. No. Alelos No. Alelos  Indicede  Diversidad Diversidad
molecular ~ Muestras efectivos informacion  genética genética
de Shannon imparcial

BMd45 24 1 1.000 0.000 0.000 0.000
BM98 24 1 1.000 0.000 0.000 0.000
BMdo01 24 5 2.323 1.153 0.569 0.582
BMd53 24 1 1.000 0.000 0.000 0.000
BMd17 24 4 2.504 1.054 0.601 0.613
BMd20 24 4 2.743 1.137 0.635 0.649
BM201 24 4 2.939 1.176 0.660 0.674
BMd25 24 2 1.280 0.377 0.219 0.223
PVBR213 24 2 1.600 0.562 0.375 0.383
BMd22 24 2 2.000 0.693 0.500 0.511
PVBR78 24 3 2.969 1.093 0.663 0.677
PVat001 24 8 6.261 1.936 0.840 0.858
BMd28a,b 24 4 2.909 1.213 0.656 0.670
BM209 24 3 2.667 1.040 0.625 0.638
BM151 24 3 2.462 0.974 0.594 0.606
PVBR106 24 4 2.341 0.976 0.573 0.585
PVBR182 24 4 3.388 1.293 0.705 0.720
BM160 24 4 1.704 0.815 0.413 0.422
BM137 24 9 7.529 2.095 0.867 0.886
PVatgc001 24 3 2.323 0.918 0.569 0.582
BMd26 24 3 1.291 0.456 0.226 0.230
BM172 24 2 1.986 0.690 0.497 0.507
BM161 24 4 2.341 0.976 0.573 0.585
BM53 24 3 2.969 1.093 0.663 0.677
BM189 24 2 1.600 0.562 0.375 0.383
GATS11B 24 1 1.000 0.000 0.000 0.000
BM184 24 5 2.087 1.055 0.521 0.532
BMd37 24 3 1.684 0.736 0.406 0.415
PVBR92 24 3 1.185 0.345 0.156 0.160
BMd10 24 1 1.000 0.000 0.000 0.000
BM170 24 3 2.462 0.990 0.594 0.606
BM139 24 2 1.986 0.690 0.497 0.507
BM152 24 2 1.704 0.604 0.413 0.422
Estadisticas

generales 24 105 76.238 0.809 0.454 0.464

Cuadro 13 Estadisticas de diversidad en los ochos cultivares

28



Genotipo Loci Diversidad Heter. No. No. Namero

polimérficos genética insesgada promedio efectivo total de

(0.95) de Nei de alelos  de alelos alelos
ICTA Superchiva 0 0 0 1 1 33
ICTA Hunapu arbustivo 0 0 0 1 1 33
ICTA Altense 0.03 0.01 0.02 1.03 1.02 34
ICTA Texel 0.15 0.07 0.08 1.15 1.12 38
ICTA Quiché 0.21 0.11 0.13 1.27 1.23 42
ICTA Utatlan 0.45 0.22 0.27 1.55 1.48 51
ICTA Labor Ovalle 0.21 0.11 0.13 1.27 1.23 42
ICTA Hunapu voluble 0.06 0.04 0.04 1.12 1.1 37
Total 0.85 0.45 0.46 3.18 2.31 105

10.95 de confiabilidad.

Cuadro 14 Analisis molecular de varianza (AMOVA) para los cultivares

Fuente de variacion Sumade  Grados Cuadrados Valor-p Variacion 9% Variacion

cuadrados de medios estandar
libertad
Entre accesiones 237.38 7 33.91 <0.0001 8.76 55.28
Dentro de accesiones 113.33 16 7.08 <0.0001 7.08 4472
Total 350.71 23 15.25 15.84 100

Como era de esperarse la diversidad dentro de cada cultivar fue escasa, y en algunos
casos inexistente (ICTA Superchiva e ICTA Hunapu voluble), debido a su naturaleza de
autopolinizacion. Sin embargo, se debe considerar que los individuos evaluados de ICTA
Quiche, ICTA Labor Ovalle y especialmente ICTA Utatlan presentaron niveles intermedios
de diversidad y marcadores polimdrficos, lo que indica presencia de impurezas o
contaminacion en las lineas. Segun Rendon-Anaya et al. (2017) el porcentaje de polinizacion
cruzada en el frijol comun puede variar de 1 al 70% dependiendo de muchos factores externos
que pueden incluir el habito de crecimiento. Esto explicaria la razén por la que se encontrd
en general mayor diversidad genética y mayor parentesco en los frijoles volubles. La
diversidad total encontrada se explica por la diversidad entre los cultivares evaluados (55%)
y la diversidad dentro de cada cultivar (45%), estos valores indican que aun no se ha llegado
al grado de homocigosis que debe tener una variedad ya que se espera que la mayor
diversidad sea explicada por la diferencia entre cultivares y muy poca por la diversidad dentro
de cada cultivar. Una mayor polinizacion cruzada en los frijoles volubles puede explicar la
diversidad alta encontrada dentro de estos genotipos.

En cuanto a la diferenciacion entre cultivares, se observé que las variedades de tipo
arbustivo tienen una gran diferenciacion cromosémica en base a los marcadores evaluados.
ICTA Superchiva no comparte regiones gendmicas con ICTA Hunapu Arbustivo y muy
pocas regiones con el resto de variedades. Caso contrario, los frijoles con habito de
crecimiento trepador, comparten mas regiones gendémicas entre ellos. ICTA Labor Ovalle e
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ICTA Utatlan son los cultivares mas cercanos entre ellos en todo el grupo evaluado. Estos
resultados estan basados en la matriz de valores de indices de fijacion (Fst) que se muestran
en el Cuadro 10.

Ya que segun el analisis de fijacion, no existen genotipos muy cercanos
genéticamente, éstos se pueden utilizar como parentales para planes de cruzamiento en los
programas de mejoramiento de frijol, si es que estos presentan caracteristicas deseables en
campo que se quieran trasladar a otros genotipos con diferentes caracteristicas
agrondmicamente importantes. Se recomienda que los cruzamientos sean entre individuos
pertenecientes a diferentes subgrupos para asegurar una mayor diversidad y diferenciacién
genetica entre ellos.
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Cuadro 15 Indice de fijacion de los ocho cultivares evaluados

ICTA_ Hlfr;'g‘ﬂ ICTA ICTA IC_TA, ICTA ngcﬁ’ HI Er;;'ga

Superchiva arbustivo Altense Texel Quiché Utatlan Ovalle voluble
ICTA Superchiva 0.000 0.001! 0.005 0.003 0.003 0.001 0.001 0.002
ICTA Hunapu arbustivo 1.000 0.000 0.004 0.001 0.003 0.001 0.002 0.002
ICTA Altense 0.983 0.947 0.000 0.002 0.001 0.004 0.003 0.001
ICTA Texel 0.905 0.918 0.888 0.000 0.002 0.003 0.004 0.003
ICTA Quiché 0.906 0.881 0.839 0.813 0.000 0.002 0.002 0.004
ICTA Utatlan 0.807 0.775 0.761 0.735 0.561 0.000 0.002 0.002
ICTA Labor Ovalle 0.902 0.881 0.863 0.823 0.600 0.520 0.000 0.001
ICTA Hunapu voluble 0.964 0.963 0.945 0.909 0.782 0.652 0.741 0.000

Yvalores debajo de la diagonal indican los indices de fijacion (valores cercanos a 0 indican pocas diferencias genéticas entre cultivares, mientras que valores

cercanos a 1 indican aislamiento genético entre cultivares). Valores arriba de la diagonal indican el valor P para cada comparacion.
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5.2.1 Estructura de Poblacion

El andlisis de estructura de poblacién también se realizé utilizando la informacién de
los 33 marcadores moleculares. Se identificaron tres subpoblaciones como el nivel jerarquico
mas importante (K=3) utilizando la estadistica AK desarrollada por Evanno et al. (2005).
Cuando la poblacion evaluada se separa en dos grupos, los frijoles se separan por habito de
crecimiento (arbustivos y volubles). Cuando la poblacion se separa en tres grupos, los frijoles
arbustivos se separan en dos grupos, el primer subgrupo lo conforman ICTA Superchiva e
ICTA Texel; y el segundo subgrupo lo conforman ICTA Hunapu arbustivo e ICTA Altense;
el tercer subgrupo esta conformado por todos los frijoles con habito de crecimiento trepador.
Ninguno de los subgrupos presenta mezcla de genotipos de otros subgrupos (Figura 3).

Figura 3 Resultados de estructura de poblacion K=3, de ocho genotipos de frijol
voluble y arbustivo para el altiplano. ICTA, Guatemala, 2019

1= ICTA Superchiva e ICTA Texel. 2= ICTA Hunapu arbustivo e ICTA Altense. 3= ICTA Quiché, ICTA Utatlan, ICTA
Labor Ovalle, ICTA Hunapu voluble.

El analisis de componentes principales (ACP) fue consistente con el analisis de
estructura de poblacién, el primer componente explicé el 31.7% de variacion y separd los
frijoles volubles de los frijoles arbustivos. ElI segundo componente explico el 18.0% de
variacion y separo los frijoles arbustivos en dos subgrupos, tal como se indica en el analisis
de estructura (Figura 4). En la figura también se puede observar que todos los individuos
evaluados de cada una de las variedades ICTA Superchiva, ICTA Hunapu arbustivo e ICTA
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Hunapu voluble son genéticamente iguales entre ellos tal como lo indica el analisis de
diversidad.

El anélisis filogenético se hizo basado en un dendograma con distancia Euclidea y el
método de Ward. Este analisis también fue consistente con el analisis de estructura y el
analisis de componentes principales (Figura 5), donde la primera linea de corte separa los
frijoles arbustivos de los frijoles volubles. Y la segunda linea de corte separa los frijoles
arbustivos en dos grupos diferentes. Esto coincide con el anélisis de conglomerado de la
caracterizacion morfologica (Figura 2).

En términos generales, la estructura de la poblacion mostrd tres subgrupos. La
primera separacion en dos subgrupos esta dada por el habito de crecimiento de los cultivares
(volubles y arbustivos). La separacion de los frijoles arbustivos en dos subgrupos puede estar
dada por similitudes a nivel genémico dentro de las variedades de cada subgrupo. La
diferenciacion de los frijoles volubles, los cuales conforman la raza Guatemala (Beebe et al.,
2000; Blair et al., 2009; Chacon et al., 2005; Tobar-Pifion et al., 2017) también se evidencia
en este estudio.

ICTA_Altense
ICTA_Hunapu_Arbustiva

* |CTA_Hunapu_voluble

* |CTA_Labor_Owalle

* |CTA_Quiche

* |CTA_Superchiva
ICTA_Texel
ICTA_Utatlan

PC2 (18.0% explained var.)

) 2 1 0 1 2
PC1 (31.7% explained var.)
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Figura 4 ACP para la poblacion de ocho genotipos de frijol voluble y arbustivo para
el altiplano. ICTA, Guatemala, 2019

ICTA Utatian

ICTA Quiche

ICTA Labor Ovalle

¥C TA Hunapu

ICTA Texel

ICTA Superchiva

ICTA Hunapu Arbustive

ICTA N

Figura 5. Andlisis de conglomerados de la poblacion de ocho genotipos de frijol
voluble y arbustivo para el altiplano. ICTA, Guatemala, 2019

5.2.2 Diversidad genética por poblaciones

Una vez establecidas las tres subpoblaciones se realizd6 nuevamente un analisis de
diversidad basado en los tres subgrupos (Cuadro 5). La mayor diversidad y contenido de
polimorfismos se observa en la subpoblacion 3 (frijoles volubles). Mientras que las
subpoblaciones 1y 2 (frijoles arbustivos) presentaron menor diversidad genética.

Cuadro 16 Resultados de diversidad genética por subpoblacion

Poblacién No. No. No. Alelos  Indice de Diversidad Diversidad
Muestras  Alelos efectivos  Shannon genética  genética imparcial
1 6 1.485 1.485 0.336 0.242 0.264
2 6 1.576 1.495 0.362 0.253 0.275
3 12 2.333 1.788 0.561 0.325 0.339

5.2.3 Huellas genéticas
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Basado en la informacion de electroforesis de los 33 marcadores se desarrollé una
huella geneética para cada cultivar, determinada por los alelos encontrados utilizando las
distancias establecidas por los pares de bases de cada fragmento. Las huellas se muestran en
la Figura 4.
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Figura 6 Huella“aénﬁética de los ocho cultivares evaluados de frijol voluble y arbustivo

para el altiplano. ICTA, Guatemala, 2019
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5.3  Caracterizacion industrial y culinaria

Segun la clasificacion realizada por Elias et al., (1986) la variedad ICTA Super Chiva
es la Unica con grano pequefio (< 0.193 g/ 100 granos); ICTA Texel presentd tamafio medio
y el resto de variedades, poseen grano grande (> 0.217 g/ 100 granos).

El porcentaje de cascara estuvo en el rango de 8.5% a 10.57%, ICTA Texel presento
porcentaje de cascara superior a diez por ciento, esto lo clasifica como un valor alto.
Porcentajes superiores a 10% son considerados altos y disminuyen la aceptacion del
consumidor (Elias et al., 1986), el resto de variedades se clasificaron como intermedias.

La absorcidn de agua esta correlacionada con el rendimiento en el procesamiento y
ademas con el tiempo de coccion (Castellanos et al., 1993), ICTA Texel, Super Chiva y
Hunapu arbustivo presentaron valores superiores a 80% de absorcion de agua, por lo que se
consideran variedades de testa suave o que tuvieron un adecuado manejo post cosecha (Elias
et al., 1986), existen estudios donde se reportan porcentajes de absorcion de agua de 94.18
(Oliveira et al., 2012). Las variedades: ICTA Labor Ovalle, ICTA Utatlan e ICTA Quiche
(Cuadro 12), presentan problema de absorcion de agua segin Guzman (1995). La
importancia de la absorcion de agua radica en promover la gelatinizaciéon del almidén del
grano y coagulacion de las proteinas, cambios que facilitan la coccion. (Bressani, 1993).

En la variable de tiempo de coccion, todos los genotipos caracterizados necesitaron
tiempos superiores al recomendado de 45 minutos (Elias et al., 1986), sin embargo, no
superaron los 150 minutos que se tienen como maximo. Correa et al., (2010) report6
variedades con tiempo de coccién de 13.3 minutos, por lo que esta es una caracteristica por
mejorar en los materiales genéticos del ICTA.
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Cuadro 17 Caracteristicas fisicas de los granos pertenecientes a las ocho variedades
de frijol arbustivo y voluble al occidente de Guatemala. ICTA, Guatemala, 2019

Variedad Peso de 100 9% Céscara % Absorcion  Tiempo de indice de
granos (g) de agua Coccion Tiempo
ICTA Super Chiva 18.27 8.70 92.3 55 25
ICTA Texel 20.27 10.57 100.0 47 52
ICTA Hunapu arbustivo 21.60 8.50 84.1 50 28
ICTA Altense 24.14 9.35 76.9 52 12
ICTA Hunapu voluble 37.53 9.23 74.0 55 52
ICTA Quiche 35.00 9.87 354 65 32
ICTA Utatlan 27.50 8.66 22.1 80 04
ICTA Labor Ovalle 30.72 8.75 19.7 90 0.1

Fuente: elaboracién propia.

Todas las variedades fueron de color negro (Cuadro 13), valores de ‘L’ fueron
observados en el rango de 11.28 a 18.79 Los valores para ‘a’ variaron de -0.51 a 1.57, ‘b’
estuvo en el rango de 1.90 a 5.25. ICTA Utatlan presento, segin Elias et al., (1986), el
mayor valor en L, a y b, esto indica que es un grano con bastante brillo y negro intenso.

Cuadro 18 Valores de color basados en la escala L, a, b, realizado a las ocho
variedades de frijol arbustivo y voluble adaptados al Occidente de Guatemala, ICTA,
2019

Variedad Color
L a b

ICTA Quiché 16.19 -0.38 1.99
ICTA Utatlan 18.79 1.57 5.25
ICTA Hunapu arbustivo 15.71 -0.28 1.90
ICTA Texel 15.98 -0.03 2.47
ICTA Hunapu voluble 15.74 -0.15 3.01
ICTA Super chiva 18.58 -0.24 2.95
ICTA Altense arbustivo 12.20 -0.36 2.64
ICTA Labor Ovalle 11.28 -0.51 2.84

Fuente: elaboracién propia.

El contenido de humedad en los granos varié de 11.14% a 13.15% (Cuadro 14),
Hunapu arbustivo y voluble fueron las variedades con mayor contenido de extracto etéreo, el
menor lo presentd Labor Ovalle. La proteina en frijol comin se encuentra entre 14 a 33%,
las variedades caracterizadas estuvieron en este rango, sin embargo, ICTA Texel, ICTA
Super Chiva e ICTA Quiché, fueron las variedades con mayor contenido proteinico. Se
encontraron que la fibra cruda estuvo entre 3.89% a 7.48%, valores para las variedades ICTA
Texel e ICTA Altense, respectivamente.
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El minimo del contenido de hierro fue de 6.85 mg/kg y el méximo fue de 8.50 mg/kg
(Cuadro 14), mientras que el promedio en las variedades caracterizadas fue de 7.58 mg/kg.
El zinc presentd valores entre 3.97 mg/kg a 5.46 mg/kg.

Cuadro 19 Contenido nutricional de ocho variedades de frijol arbustivo y voluble.
ICTA, Guatemala, 2019

Variedad Agua M.ST E.E F.C. Proteina Ceniza E.L.N Fe Zn

% % % % % % %  (mg/Kg) (mg/Kg)
ICTA Altense arbustivo 13.15 86.85 1.16 7.48  26.60 442  60.34 8.50 4.56
ICTA Quiché 1197 88.03 0.74 524  29.32 428 60.42 6.85 5.14
ICTA Labor Ovalle 1196 88.04 0.73 7.48 2352 430 63.97 7.55 4.97
ICTA Super Chiva 11.14 8886 110 6.61  29.56 435 58.38 8.00 4.75
ICTA Utatlan 1238 87.62 132 507 2222 390 67.48 7.65 4.81

ICTA Hunapt arbustivo 11.64 88.36 1.32 6.41 24.10 0.27 67.90 7.05 5.46

ICTA Hunapu voluble 11.85 88.15 0.93 6.41 27.27 4.50 60.89 7.65 5.23

ICTA Texel arbustivo  11.44 8856 0.82 3.89 30.11 4.60 60.58 7.45 3.97
M.S.T. = Materia Seca Total; E.E = Extracto etéreo; F.C. = Fibra Cruda; E.L.N = Extracto Libre de
Nitrégeno.

En la evaluacion sensorial se encontré diferencia significativa para los frijoles
arbustivos para los atributos de sabor (p < 0.0004), céscara (p < 0.01) y aceptacion (p <
0.0026); en las variedades volubles se encontré diferencia significativa para los atributos de
sabor (p<0.0060) y aceptacion (p < 0.027) (Cuadro 15). En las variedades arbustivas los
panelistas ponderaron con mayor aceptacion a la variedad Hunapu en los atributos de sabor
y aceptacion, mientras que en el porcentaje de cascara las variedades Hunapu y Super chiva
fueron las méas aceptadas. Para las variedades volubles los panelistas mostraron mayor
aceptacion en los atributos de sabor y aceptacion general por las variedades Hunapu y
Quiche.

Cuadro 20 Resultados de evaluaciones sensoriales para las ocho variedades
evaluadas, ICTA, Guatemala, 2019

Arbustivos Volubles
Variedad  Sabor Cascara Aceptacion Variedad Sabor Céscara Aceptacion
Hunapu 4.4a 3.9a 4.1a Hunapu 4.0a 3.4 3.7a
Super Chiva  3.8b 3.6a 3.7b Quiche 5.52 3.2 3.5a
Texel 3.6b 3.2b 3.5b L.Ovalle 2.6b 2.4 2.6b
Altense 3.5b 3.3b 3.5b Utatlan 2.5b 2.5 2.5b

Fuente: elaboracion propia
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6. CONCLUSIONES

La mayor similitud agromorfoldgica se entra entre los cultivares volubles entre ICTA Quiché
e ICTA Hunapu Vol, de igual manera ICTA Superchiva e ICTA Hunapu arbustiva.

ICTA Utatlan, por su habito de crecimiento, muestra la mayor diferencia de caracteres al
resto de variedades.

Se encontrd diversidad genética moderada entre los ocho cultivares caracterizados, sin
embargo, la diversidad se califica bajo dentro de los arbustivos y aumenta al evaluar solo los
volubles.

Segun las similitudes genéticas los cultivares se dividen en tres subpoblaciones.

ICTA Texel fue la variedad con mejor absorcion de agua y tiempo de coccidn, respecto a la
aceptacion sensorial en arbustivos, ICTA Hunapu presentd la mayor aceptacion y en
volubles, ICTA Hunapu e ICTA Quiche.

7. RECOMENDACIONES

Con fines de registro varietal, se recomienda realizar las caracterizaciones cada cinco afos.

Comparar los resultados de diversidad con accesiones de las diferentes razas genéticas de
frijol para poder confirmar las razas a las que pertenecen los cultivares de ICT A adaptados a
la region del occidente de Guatemala.

Si se considera alguno de estos cultivares dentro de planes futuros de cruzamiento se
recomienda hacer cruzas entre cultivares que pertenezcan a diferentes subgrupos genéticos.

En caso de tener disponible informacidn fenotipica de interés para estas lineas, se recomienda
hacer una analisis de QTL (Quantitative trait loci) para asociar los fenotipos con los
marcadores utilizados y poder identificar marcadores Utiles para seleccién asistida con
marcadores (MAS).

Se recomienda aprovechar la diversidad unica que tienen los frijoles del occidente de
Guatemala en los planes de cruzamiento, ya que representan una fuente de riqueza de alelos.

Evaluar el tiempo de coccion de los genotipos utilizando un Mattson Cooker
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9. ANEXO

Tabla A.1. Protocolo para la extraccion de ADN por medio del kit de Biotecon Diagnostics.

TIEMPO/rpm
PASO ACCION VOLUMEN TIEMPO/
TEMPERATURA
1 Poner 200 mg de muestra homogenizada en un tubo de 1mL
microcentrifuga de 1.5 mL. Agregar el Buffer de Extraccion (bote 1,
tapon rojo).
2 Vortex. 30 segundos
3 Incubar (NOTA: mezclar 2 a 3 veces durante la incubacién 80°C durante 30
invirtiendo el tubo. Si la matriz absorbe el Buffer de Extraccion, minutos
agregar Buffer de Extraccion adicional).
4 Centrifugar. 10 minutos a 12,000
rpm
5 Agregar el Buffer de Unidn (bote 2, tapdn verde) a un nuevo tubo de 400 pL
microcentrifuga de 2 mL.
6 Transferir el sobrenadante obtenido en el paso 3 a un nuevo tubo de 600 pL
microcentrifuga de 2 mL con Buffer de Uni6n. Mezclar suavemente,
pero a fondo pipeteando hacia arriba y hacia abajo.
7 Agregar la solucion de trabajo de Proteinasa K (100 mg/5 mL de 80 uL
H204q).
8 Mezclar suavemente pero a fondo pipeteando hacia arriba y hacia
abajo.
9 Incubar. 72°C durante 10
minutos
10 Agregar isopropanol y mezclar bien pipeteando hacia arriba y hacia 200 pL
abajo.
11 Pipetear la mezcla dentro de la parte superior del reservorio del 650 pL
ensamblaje combinado de TUBO-FILTRO-TUBO COLECTOR.
12 Centrifugar. 1 minuto a 5,000 rpm
13 Descartar el liquido y el TUBO COLECTOR. Poner el TUBO
FILTRO en un nuevo TUBO COLECTOR.
14 Agregar la mezcla remanente al mismo TUBO FILTRO y 1 minuto a 5,000 rpm
centrifugar.
15 Descartar el liquido y el TUBO COLECTOR. Poner el TUBO
FILTRO en un nuevo TUBO COLECTOR.
16 Agregar la solucidn de trabajo del Buffer de Lavado (bote 3, tapon 450 pL
azul) al reservorio superior.
17 Centrifugar. 1 minuto a 5,000 rpm
18 Descartar el liquido y reusar el TUBO COLECTOR.
19 Agregar solucién de trabajo del Buffer de Lavado (bote 3, tapdn 450 pL
azul) al reservorio superior.
20 Centrifugar. 1 minuto a 5,000 rpm
21 Descartar el liquido y reusar el TUBO COLECTOR.
22 Centrifugar para remover residuos del Buffer de Lavado. 10 segundos a 13,000
rpm
23 Insertar el TUBO FILTRO en un tubo de reaccion limpio de 1.5 mL.
24 Calentar el Buffer de Elucion (bote 4, tapdn sin color). 70°C
25 Agregar el Buffer de Elucién precalentado. 100 pL
26 Incubar. 15-25°C durante 5
minutos
27 Centrifugar. 1 minuto a 5,000 rpm
28 El tubo de microcentrifuga ahora contiene el ADN eluido.

45



Tabla A.2. Listado de marcadores moleculares utilizados en el analisis molecular.

. T.
SSR? Pv? Cebador (Forward) Cebador (Reverse) T'(O%I)Er' banda* Referencia
(pb)
BMd10 1  GCTCACGTACGAGTTGAATCTCAG  ATCTGAGAGCAGCGACATGGTAG 47 139 Blair et al. 2003
BMS53 1 AACTAACCTCATACGACATGAAA AATGCTTGCACTAGGGAGTT 55 287 Ga'ta”égg'zfs etal.
BMd45 1 GGTTGGGAAGCCTCATACAG ATCTTCGACCCACCTTGCT 47 129 Blair et al. 2003
BMd17 2 GTTAGATCCCGCCCAATAGTC AGATAGGAAGGGCGTGGTTT 47 116 Blair et al. 2003
BM139 2 TTAGCAATACCGCCATGAGAG ACTGTAGCTCAAACAGGGCAC 50 115 Ga'ta”égg'z's etal.
Gaitan-Solis et al.
BM152 2 AAGAGGAGGTCGAAACCTTAAATCG CCGGGACTTGCCAGAAGAAC 50 127 002
BM172 3 CTGTAGCTCAAACAGGGCACT GCAATACCGCCATGAGAGAT 50 107 Ga'ta”égg'z's etal.
BM98 3 GCATCACAAAGGACTGAGAGC CCCAAGCAAAGAGTCGATTT 55 247 Ga'ta”égggs stal.
BMdo1 3 CAAATCGCAACACCTCACAA GTCGGAGCCATCATCTGTTT 47 165 Blair et al. 2003
PVatgc001 4 TGCCACCACAGCTTTCTCCTC TATGAGAGAAGCGGTTGGCACG 49 126 Yu et al. 2000
BMd26 4 CTTGCCTTGTGCTTCCTTCT TCCATTCCCAACCAAGTTTC 47 141 Blair et al. 2003
BM161 4  TGCAAAGGGTTGAAAGTTGAGAG TTCCAATGCACCAGACATTCC 52 185 Ga'ta”égg'z's etal.
BMd53 5 TGCTGACCAAGGAAATTCAG GGAGGAGGCTTAAGCACAAA 47 105 Blair et al. 2003
BMd20 5 GTTGCCACCGGTGATAATCT GTGAGGCAAGAAGCCTTCAA 47 123 Blair et al. 2003
BMd28ab 5 TGCATCAACTTTAGGAGCTTG TCTTGTCTTATCAGCAGGTGGA 47 151 Blair et al. 2003
BMd37 6 GGCACGAGCAACAATCCTT CCATCATAGAGGGCAACCAC 47 134 Blair et al. 2003
BM170 6 AGCCAGGTGCAAGACCTTAG AGATAGGGAGCTGGTGGTAGC 50 179 Ga'ta”égg'z's etal.
BM137 6 CCGTATCCGAGCACCGTAAC CGCTTACTCACTGTACGCACG 55 155 Ga'ta”égg'zfs stal.
BM160 7 CGTGCTTGGCGAATAGCTTTG CGCGGTTCTGATCGTGACTTC 52 211 Ga'ta”é(s)g'zfs etal.
BM201 7 TGGTGCTACAGACTTGATGG TGTCACCTCTCTCCTCCAAT 50 102 Ga'ta”égg'z's etal.
Gaitan-Solis et al.
BM209 7 CAACCAATGAATGCTGACAATG CAATTTCTTGATTGAAAGGCAAT 56 129 o0
BMd25 8 GCAGATCGCCTACTCACAAA CGTTGACGAGAAGCATCAAG 47 118 Ga'ta”égggs ctal.
BM189 8 CTCCCACTCTCACCCTCACT GCGCCAAGTGAAACTAAGTAGA 50 114 Gaitan-Solis et al.

2002
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BM151

8

CACAACAAGAAAGACCTCCT

TTATGTATTAGACCACATTACTTCC

50

153

Gaitan-Solis et al.
2002
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Tabla A.2. Listado de marcadores moleculares utilizados en el analisis molecular (continuacion).

SSR! Pv? Cebador (Forward) Cebador (Reverse) T. Hibr. (°C)® T l();g)da“ Referencia
BMd10 1 GCTCACGTACGAGTTGAATCTCAG ATCTGAGAGCAGCGACATGGTAG 47 139 Blair et al. 2003
BM53 1 AACTAACCTCATACGACATGAAA AATGCTTGCACTAGGGAGTT 55 287 Gaitan-Solis et al. 2002
BMd45 1 GGTTGGGAAGCCTCATACAG ATCTTCGACCCACCTTGCT 47 129 Blair et al. 2003
BMd17 2 GTTAGATCCCGCCCAATAGTC AGATAGGAAGGGCGTGGTTT a7 116 Blair et al. 2003
BM139 2 TTAGCAATACCGCCATGAGAG ACTGTAGCTCAAACAGGGCAC 50 115 Gaitan-Solis et al. 2002
BM152 2 AAGAGGAGGTCGAAACCTTAAATCG CCGGGACTTGCCAGAAGAAC 50 127 Gaitan-Solis et al. 2002
BM172 3 CTGTAGCTCAAACAGGGCACT GCAATACCGCCATGAGAGAT 50 107 Gaitan-Solis et al. 2002
BM98 3 GCATCACAAAGGACTGAGAGC CCCAAGCAAAGAGTCGATTT 55 247 Gaitan-Solis et al. 2002
BMdo1 3 CAAATCGCAACACCTCACAA GTCGGAGCCATCATCTGTTT 47 165 Blair et al. 2003
PVatgc001 4 TGCCACCACAGCTTTCTCCTC TATGAGAGAAGCGGTTGGCACG 49 126 Yu et al. 2000
BMd26 4 CTTGCCTTGTGCTTCCTTCT TCCATTCCCAACCAAGTTTC 47 141 Blair et al. 2003
BM161 4 TGCAAAGGGTTGAAAGTTGAGAG TTCCAATGCACCAGACATTCC 52 185 Gaitan-Solis et al. 2002
BMd53 5 TGCTGACCAAGGAAATTCAG GGAGGAGGCTTAAGCACAAA 47 105 Blair et al. 2003
BMd20 5 GTTGCCACCGGTGATAATCT GTGAGGCAAGAAGCCTTCAA 47 123 Blair et al. 2003
BMd28a,b 5 TGCATCAACTTTAGGAGCTTG TCTTGTCTTATCAGCAGGTGGA 47 151 Blair et al. 2003
BMd37 6 GGCACGAGCAACAATCCTT CCATCATAGAGGGCAACCAC 47 134 Blair et al. 2003
BM170 6 AGCCAGGTGCAAGACCTTAG AGATAGGGAGCTGGTGGTAGC 50 179 Gaitan-Solis et al. 2002
BM137 6 CCGTATCCGAGCACCGTAAC CGCTTACTCACTGTACGCACG 55 155 Gaitan-Solis et al. 2002
BM160 7 CGTGCTTGGCGAATAGCTTTG CGCGGTTCTGATCGTGACTTC 52 211 Gaitan-Solis et al. 2002
BM201 7 TGGTGCTACAGACTTGATGG TGTCACCTCTCTCCTCCAAT 50 102 Gaitan-Solis et al. 2002
BM209 7 CAACCAATGAATGCTGACAATG CAATTTCTTGATTGAAAGGCAAT 56 129 Gaitan-Solis et al. 2002
BMd25 8 GCAGATCGCCTACTCACAAA CGTTGACGAGAAGCATCAAG 47 118 Gaitan-Solis et al. 2002
BM189 8 CTCCCACTCTCACCCTCACT GCGCCAAGTGAAACTAAGTAGA 50 114 Gaitan-Solis et al. 2002
BM151 8 CACAACAAGAAAGACCTCCT TTATGTATTAGACCACATTACTTCC 50 153 Gaitan-Solis et al. 2002
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Tabla A.2. Listado de marcadores moleculares utilizados en el analisis molecular (continuacion).

SSR? Pv? Cebador (Forward) Cebador (Reverse) T. Hibr. (°C)® T l();g)da“ Referencia
PVBR78 9 AATTCGTGTCCTCTGTCTGTG ACGACGGAGAGAGAGGTTGA 58 167 Grisi et al. 2007
PVBR106 9 CAACAAACAAGGCTGAAAAACA AAAAAGAGAGGAGAGAGAAGAGAGC 56 209 Grisi et al. 2007
PVBR213 9 ACAATGTAGACAGCGCAGCA GCTCTTTCTCCTCCCATCCT 53 163 Grisi et al. 2007
PVBR92 10 AATATTGGGGGCAACATTCA GCCATCAACAGAACCGATCA 46 173 Grisi et al. 2007
PVBR182 10 CGCGCACGTAGGTACTACAA CAACAACACCACCCTGAGAC 53 164 Grisi et al. 2007
GATS11B 10 CCCACACATTGGTGCTAGTG AGCGCAATGCTACTCGAAAT 52 160 Gaitan-Solis et al. 2002
PVat001 11 GGGAGGGTAGGGAAGCAGTG GCGAACCACGTTCATGAATGA 47 239 Yu et al. 2000

BMd22 11 GGTCACTTCCGGAGCATTC CGGGAAATGGAAGTCACAGT 47 121 Blair et al. 2003
BM184 11 AGTGCTCTATCAAGATGTGTG ACATAATCAATGGGTCACTG 52 160 Gaitan-Solis et al. 2002

1SSR= Single sequence repeat; 2Pv= Cromosoma; *T. Hibr.= Temperatura de hibridizacion; *T. banda= Tamafio de banda.
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