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ANALISIS MOLECULAR DE LA DIVERSIDAD GENETICA DE
FRIJOL COMUN MANEJADA POR CAMPESINOS EN CUBA!

Sandra Miranda-Lorigados?, Juan Carlos Rosas-Sotomayor3, Luwbia Liudmila Aranda-Rocha?,
Rodobaldo Ortiz-Pérez?, Manuel Ponce-Brito?, Humberto Rios-Labrada?

RESUMEN

Analisis molecular de la diversidad genética de frijol
comtiin manejada por campesinos en Cuba. La variacién ge-
nética de 27 accesiones locales de frijol comiin colectadas en
la comunidad de El Tejar - La Jocuma, provincia Pinar del Rio,
Cuba, se evalud utilizando marcadores moleculares RAPD
(Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar) y caracteres
morfoldgicos y agronémicos. En total se emplearon 15 ceba-
dores RAPD que generaron 31 fragmentos polimoérficos de
ADN (un promedio de 2,03 fragmentos por cebador). Las dis-
tancias genéticas fueron calculadas utilizando el coeficiente de
similitud de Sorensen-Dice, y representadas mediante un den-
dograma (método UPGMA). Se evaluaron una serie de carac-
teres morfoldgicos y agrondmicos con los que se realizaron
andlisis multivariados que generaron un cluster (distancias eu-
clidianas) y un andlisis de componentes principales. El andli-
sis generado a partir de los marcadores RAPD y de los carac-
teres morfo agronomicos, reveld que las accesiones estudiadas
generaron dos grupos principales que corresponden presumi-
blemente a los acervos Mesoamericano y Andino, consideran-
do las distancias genéticas entre grupos y las diferencias en de-
terminados caracteres morfolégicos y agronémicos.

Palabras clave: Marcadores RAPD, caracteres morfo-
l6gicos y agrondmicos, diversidad, variedades locales.

ABSTRACT

Molecular analysis of genetic diversity in Cuban
landraces of common bean managed by farmers in Cuba.
The genetic variation of 27 common bean landraces
(Phaseolus vulgaris L.) collected in La Palma, Pinar del Rio,
Cuba, was evaluated using RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) markers and morphologic and
agronomic traits. A total of 31 DNA fragments were obtained
using 15 RAPD primers (averaging 2.03 per primer). Genetic
distances were calculated using Sorensen-Dice's similarity
coefficient and displayed in a dendrogram (UPGMA
method). A multivariate analysis was also done using
evaluations of morphologic and agronomic traits resulting in
a dendrogram (Euclidianes distances) and main component
analysis. Both RAPD and morphologic and agronomic traits
clustered the accessions into two main groups that probably
belong to the Mesoamerican and Andean domestication
centers considering genetics distances between the groups
and differences in some specific morphologic and agronomic
traits.

Key words: RAPD markers, morphologic and
agronomic traits, multivariate analysis, diversity, landraces.

INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) forma par-
te de la dieta bdsica de la poblacion cubana y constitu-
ye la fuente de la quinta parte de las protefnas totales

’.

consumidas en Cuba. Se estima que en este pafs se pro-
dujeron 119.800 toneladas de frijol en el afio 2002, lo
que constituyé mds de la mitad de la demanda nacio-
nal. Durante la dltima década, la produccidn de frijol
en Cuba, estuvo a cargo del sector agricola no estatal,

1 Recibido: 2 de mayo, 2005. Aceptado: 24 de agosto, 2006. Este trabajo forma parte del contenido de la tesis de maestria presentada por la
primera autora en el 2005 bajo el titulo “Efectividad de la seleccidon participativa de variedades como una alternativa para el fortalecimiento
de los sistemas locales de semillas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) en una comunidad rural cubana”. Tesis de maestria, Instituto

Nacional de Ciencias Agricolas, La Habana, Cuba.

2 Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, Gaveta Postal # 1, San José de las Lajas, La Habana, Cuba. Correo electrénico: sandra@inca.edu.cu
3 Escuela Agricola Panamericana/Zamorano, Apartado Postal 93, Tegucigalpa, Honduras. Correo electrénico: jcrosas@zamorano.edu
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constituido fundamentalmente por fincas y pequeiias
parcelas, con condiciones muy diversas y baja dispo-
nibilidad de insumos agroquimicos y energéticos
(Garcfia et al. 1997). En estas condiciones, la produc-
cion de frijol confronta problemas de bajos rendimien-
tos relacionados fundamentalmente con la baja fertili-
dad de los suelos, la sequia y las incidencias de plagas
y enfermedades.

A la falta de insumos agroquimicos y energéticos,
se suma el limitado acceso que estos productores tie-
nen a nuevos materiales, mejorados o no, que se adap-
ten a las condiciones particulares de la produccién
agricola del contexto cubano. Esto se debe a que la ca-
pacidad del sistema formal de semillas es limitada pa-
ra llegar a este sector. Por otro lado, aquellas varieda-
des que llegan a manos de los productores procedentes
de este sistema, suelen tener un bajo nivel de adopcién
debido a que fueron generadas para un comportamien-
to de adaptacion general, y no se ajustan a las necesi-
dades y gustos de los campesinos (Defoer 1998). El
sistema formal de semillas es aquel donde los recursos
fitogenéticos son manejados por instituciones de inves-
tigaciones nacionales, regionales, internacionales e in-
dustrias privadas. Este sistema se basa en la capacidad
de estas instituciones de seleccionar y multiplicar se-
millas mejoradas con el fin de obtener un méaximo ren-
dimiento con el empleo de altos insumos (Berg 1991,
citado por Hardon y Boef 1993).

A pesar del escaso acceso al sistema formal de se-
millas, los campesinos llevan a cabo su produccién
conservando, seleccionando e intercambiando varieda-
des, llegdndose a tener un flujo de semillas muy dind-
mico pero relativamente cerrado con relacion a la in-
troduccion de nuevos materiales (Miranda et al. 2003).

Una alternativa para lograr un acceso eficiente, ra-
pido y sencillo de variedades, ha sido la seleccién par-
ticipativa de variedades en ferias de diversidad, en las
que cada agricultor elige los materiales de su preferen-
cia, dentro de una amplia gama de materiales que pue-
den incluir variedades comerciales y precomerciales,
lineas mejoradas y variedades criollas (Rios y Wright
2000; Fé et al. 2003). Luego, por medio de la experi-
mentacidén en finca, los agricultores pueden evaluar el
comportamiento de las variedades seleccionadas. De
acuerdo con los resultados, algunos agricultores incor-
poran las nuevas variedades a su produccion habitual
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junto a sus antiguas variedades; otros abandonan algu-
nas o todas sus variedades antiguas (Ortiz et al. 2003).

Si se quiere conocer realmente el impacto de la se-
leccién participativa de variedades en una comunidad
en particular, es necesario caracterizar su sistema local
de semillas y en especial la diversidad genética de sus
variedades locales. Los “sistemas locales de semillas”
son aquellos en los cuales los campesinos, como prin-
cipales actores en el manejo de los recursos fitogenéti-
cos, conservan, producen, seleccionan e intercambian
semillas, tanto de variedades mejoradas como locales,
de diferentes cultivos agricolas. En estos sistemas las
actividades de produccidn, seleccion e intercambio de
semillas se encuentran integradas a la produccion agri-
cola y a los procesos socioeconémicos de las comuni-
dades campesinas (Almekinders y Louwaars 1999).

Caracterizar la diversidad genética de estos siste-
mas locales resulta también de utilidad para determinar
los caracteres en los que se debe enfatizar en futuros
programas de mejora asi como para conocer parte de la
base genética de la que se dispone para la seleccion de
parentales para dichos programas.

Existen varias alternativas para estimar esta diver-
sidad genética. Tradicionalmente, se han usado para es-
te fin marcadores morfolégicos tales como hdbito de
crecimiento, caracteristicas de los granos, resistencia a
enfermedades y plagas (Singh et al. 1991b). Estos mar-
cadores sin embargo, son afectados por el ambiente y
el estado de desarrollo de la planta, tornando menos
eficientes sus caracterizaciones (Tatineni et al. 1996).

Con el desarrollo de los marcadores moleculares,
se simplificé el estudio de la diversidad genética, pues
son independientes de las condiciones ambientales y
muestran un alto nivel de polimorfismo, posibilitando
una descripcion mds detallada de la estructura genética
de las poblaciones (Williams et al. 1990). Los marca-
dores RAPD, AFLP, RFLP han sido ampliamente utili-
zados para medir la diversidad genética dentro y entre
especies de microorganismos, animales y plantas, in-
cluyendo el frijol (Tohme et al. 1996; Vasconcelos et
al. 1996).

Los marcadores RAPD (amplificacién al azar de

polimorfismos de ADN) (Williams et al. 1990), se
encuentran dentro de los mads utilizados en estudios de
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frijol por ser una de las técnicas mds sencillas, baratas
y por su capacidad en detectar diferencias entre geno-
tipos relacionados.

Los cultivares de frijol suelen dividirse en dos gran-
des grupos que corresponden a centros primarios de
domesticacion, ubicados en Mesoamérica y la regidn sur
de Los Andes (Gepts et al. 1986). Estos grupos se
definen con base en el tipo de proteina de reserva (Gepts
et al. 1986; Gepts y Bliss 1986), variacion isoenzimdti-
ca (Singh et al. 1991a), y el tamafo de las semillas
(Singh et al. 1991b), presentando una gran divergencia
genética entre los grupos, producto del aislamiento geo-
grdfico entre ambas regiones (Rosas 1998). En este sen-
tido, los marcadores RAPD han demostrado su utilidad
en separar eficientemente genotipos de frijol de acuerdo
con su centro de origen (Nienhuis et al. 1995; Vasconce-
los et al. 1996, Franco et al. 1998; Cattan-Toupase et al.
1998; Vera et al. 1999; Duarte et al. 1999b; Beebe et al.
2000; Caixeta y Alves, 2001, Emygdio et al. 2003).
Ademads, los marcadores RAPD pueden ser utilizados
para detectar grados de parentesco entre genotipos de
frijol (Bai et al. 1998).

El presente estudio tiene como objetivo
caracterizar la diversidad genética de los materiales lo-
cales de frijol de la comunidad El Tejar- La Jocuma,
Municipio de La Palma, Pinar del Rio, Cuba, por me-
dio de marcadores RAPD y morfoldgico-agrondmicos.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de las accesiones representativas de frijol
en la comunidad

Las fincas donde se manejaba una diversidad re-
presentativa de frijol de la comunidad El Tejar- La Jo-
cuma, Municipio La Palma, Pinar del Rio, se identifi-
caron como parte de la caracterizacién del sistema
local de semillas de frijol de dicha comunidad (Miran-
da et al. 2003). Para esto se realizaron encuestas y vi-
sitas a las parcelas de 23 campesinos duefios de fincas,
que representan el 47 % de las fincas de la comunidad.
A partir de esto, se colectaron 27 accesiones represen-
tativas de la diversidad local de la comunidad, cultiva-
das en nueve fincas pertenecientes a los agricultores
lideres en el manejo y diseminacion de semillas de la
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comunidad. También se incluyeron aquellos que ma-
nejaban mads de tres variedades.

De las 27 accesiones, 13 son de grano negro, seis de
grano rojo, cinco de grano bayo y tres de grano blanco.

Tres accesiones se caracterizaron por una gran
heterogeneidad en cuanto a tamafio y color de la semi-
1la, y fueron separadas en subtipos por los campesinos
de acuerdo con estas diferencias en apariencia de la se-
milla. En los tres casos existia un subtipo predominan-
te que representaba entre el 62% y 76% de los granos.
Este subtipo predominante fue considerado como la
accesion en si. En el caso del resto de los subtipos, so-
lo se tomaron para el estudio, aquellos que superaban
el 14% de los granos y se excluyeron los que queda-
ban por debajo. Estos subtipos se incluyeron en el and-
lisis como si fueran nuevas accesiones para comparar-
los con el subtipo predominante. De acuerdo con esto,
la accesion R(C), de granos color rojo, tiene dos sub-
tipos de color rojo también que fueron incluidos en el
estudio (R1(C) y R2(C)), de la accesion By(P) de gra-
nos color bayo se incluyé un subtipo de color bayo
(By1(P)) y de la accesién By(G) de grano color bayo,
también se incluyé un subtipo de grano color bayo
(Byl(G)).

Caracterizacion morfolégica y agronémica

Se realizé una caracterizacién morfo-agronémica
de 26 de las 27 colectas y de los subtipos incluidos en
el estudio. La accesion faltante fue la N60(B), que no
estuvo disponible por problemas de germinacion.

Se evaluaron caracteres cuantitativos y cualitati-
vos. Los cuantitativos fueron el nimero de semillas
por vaina (NSV), nimero de vainas por planta (NVP),
ndimero de nudos en el tallo principal (NNP), nimero
de racimos por planta (NRP), peso de cien semillas
(PCS), nimero de semillas por vaina (NSV), nimero
de vainas por racimo (NVR), rendimiento por parcela
(RP) y dias a la floracién (DF). Los caracteres cualita-
tivos evaluados fueron el color de la testa de la semi-
1la (CT), presencia/ausencia de gufas (PRG) y color de
las flores (CF) y tamafio de las semillas (TS). Los ca-
racteres evaluados fueron seleccionados entre los que
contribuyen a la caracterizacion de la diversidad gené-
tica en frijol, segtin Castifieiras et al. (1991).

AGRONOMIA MESOAMERICANA 17(3): 369-382. 2006
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El color de la testa se evalud segtin la tabla para la
clasificacion de tonalidades de granos de frijol, pro-
puesta por Voysest (2000). El tamaiio de los granos se
determind segun lo propuesto por Singh et al. (1991b),
quienes clasificaron los granos, de acuerdo al peso de
100 semillas (PSC), en pequeiias (PCS menor que 25
g), medianas (PCS mayor que 25 g y menor de 40 g) y
grandes (PCS mayor que 40 g). El resto de los caracte-
res fueron evaluados de acuerdo con el descriptor va-
rietal para frijol desarrollado por Mufioz et al. (1993).

Las evaluaciones se realizaron en 10 plantas por
accesion. La siembra de dichas accesiones se realizé
en enero del 2003 con una densidad aproximada de
250.000 plantas por hectdrea y empleando un disefio
ampliado modificado (Lin et al. 1983). El experimen-
to se ubico fisicamente en los terrenos experimentales
de la Estacion Experimental “Las Papas”, pertenecien-
te al Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, La Ha-
bana, Cuba. Esta estacion se encuentra a 138 msnm y
sus terrenos tienen una topograffa plana con suelos
clasificados como ferralitico rojo compactado, sobre
caliza profunda, con una fertilidad de media a alta
(Hernandez et al. 1999).

Para el procesamiento de los datos se realizaron
andlisis multivariados a partir de los caracteres cuanti-
tativos evaluados. Especificamente se realizaron un
andlisis de componentes principales, un andlisis de
conglomerados (cluster) y un andlisis discriminante
usando el programa estadistico SPSS 11. El andlisis de
conglomerados se realizé utilizando el indice de la
distancia euclidiana, para agrupar las accesiones en
funcién de todos los caracteres cuantitativos evalua-
dos. El andlisis de componentes principales permitio
determinar los caracteres que mds contribufan a la for-
macién de los grupos. El andlisis discriminante fue
realizado para verificar el agrupamiento formado por
el andlisis de conglomerados. Los caracteres cualitati-
vos no fueron incluidos en los andlisis multivariados,
pero sin embargo, brindaron informacién adicional
que ayudé en el andlisis de los resultados.

Marcadores RAPD

Se utilizaron marcadores RAPD para el estudio de
la diversidad genética de las 27 colectas y de los subti-
pos incluidos en el estudio. E1 ADN genémico total fue
extraido de las hojas trifoliadas de ocho pldntulas 15
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dfas después de la germinacion, segtin el método CTAB
(bromuro de cetilmetilamonio) empleado en el Labora-
torio de Biotecnologia de la Escuela Agricola Paname-
ricana Zamorano, Honduras, basado en el método
propuesto por Skroch et al. 1998) . La concentracion de
las muestras de ADN, se determiné usando un fluoré-
metro de DNA (Hoefer Pharmacia Biotech Inc.).

Las reacciones de amplificacion se realizaron en
un termociclador (PCR-100T™, Programable Termal
Controller, Peltier-Effect Cycling), luego de realizar la
dilucién del DNA hasta una concentracién de 4 ng/ul.
Para las reacciones de amplificacion se utilizaron 15 ce-
badores (decdmeros) de Operon Technologies, los
cuales fueron seleccionaron para este trabajo por haber
sido citados en la literatura como exitosos en generar
bandas polimdrficas en el cultivo del frijol (Alzate-Ma-
rin et al. 2003; Duarte et al. 1999b; Metails et al. 2000,
Skroch et al. 1998 y Emygdio et al. 2003). Los decdme-
ros utilizados fueron OP-A2, OP-B15, OP-C4, OP-D8,
OP-G5, OP-116, OP-16, OP-L4, OP-P9, OP-Q9, OP-
T7, OP-U1, OP-U19, OP-W6 y OP-X1. Las reacciones
de amplificacidon se realizaron en un volumen de total
de 20 wl por cada muestra, de la mezcla de 10 ul de
DNA (4 ng/ul), 4,44 ul de agua, 4,40 de buffer Tris-HCl
(250 mM, pH 8,5), 0,8 ul de sln de dNTP (10 mM) +
MgCl, (25 mM), 0,8 del cebador (10 ul), 0,7 wl de Taq-
polimerasa (5 U/ul) y 10 wl de ADN (4 ng/ul). El perfil
térmico utilizado para la amplificacion de los
fragmentos RAPD fue un paso inicial dos ciclos de
desnaturalizacion a 91°C por 60 seg, de acoplamiento
a 42°C por 15 seg y de elongacion a 72°C por 70 seg,
seguido por un segundo paso de 38 ciclos de
desnaturalizacion a 91°C por 15 seg, de acoplamiento
a 42°C por 15 seg y de elongacién a 72°C por 70 seg y
un tercer paso consistente en una elongacion final a 72
°C por 4 min durante un tnico ciclo.

Los productos de la amplificacion fueron separa-
dos en un tanque de electroforesis (EC Maxicell EC
360 M, 22 pozos) a 140 V por 60 minutos, en un gel
de agarosa al 1 %, con bromuro de etilo. Una escalera
de ADN de 100 pb se utiliz6 como patrén de peso mo-
lecular de los respectivos fragmentos de ADN ampli-
ficados, los cuales fueron visualizados y fotografiados
sobre una fuente de luz UV (Fotodyne UV26).

Las bandas polimdrficas generadas se clasificaron

visualmente en fuertes, regulares y dudosas de acuer-
do con la resolucidn y a su intensidad. Solo se tomaron
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en cuenta las bandas intensas y regulares para el andli-
sis y fueron desestimadas aquellas que resultaron muy
tenues o dudosas. Para el procesamiento de los datos
se construy6 una matriz de datos binarios basada en la
presencia (1) o ausencia (0) de cada fragmento especi-
fico polimérfico de ADN amplificado, generado por
los 15 cebadores utilizados para cada variedad. Se em-
pleé el programa de computacion NTSYS, a través del
cual se calcularon los valores de similitud de Dice (Di-
ce 1945) a partir de los cuales se elabord la matriz pa-
ra agrupar los cultivares, utilizando el método UPG-
MA. El indice de Dice se seleccioné porque dentro de
los indices de similitud descritos es uno de los mds
adecuados para el estudio de divergencia genética en-
tre genotipos de frijol analizados por medio de marca-
dores RAPD, por revelar una mayor eficiencia, meno-
res distorsiones y estrés y mejores correlaciones,
ademds de ser capaz de agrupar los cultivares de frijol
segun sus respectivos centros de origen (Emygdio ez al
2003; Duarte et al. 1999a; Marti et al. 2003).

RESULTADOS

Marcadores morfolégicos y agronémicos

La evaluacion de los caracteres morfo-agrondmi-
cos cualitativos indicé que de los 27 genotipos, 12 tu-
vieron el grano color negro, siete de color rojo (con to-
nalidades de rosado, café rojizo y purpura), tres de
color blanco y siete moteadas, éstas ultimas con tres
combinaciones de colores primarios y secundarios
(purpura y crema suave, crema suave y purpura y ro-
sado y purpura). También las flores presentaron
diferentes tonalidades, encontrandose accesiones con
flores de color lila, rosado, blanco y blanco con el es-
tandarte con rayas moradas. En relacion con el habito
de crecimiento, hubo accesiones con habito determi-
nado e indeterminado.

Dentro de las accesiones de grano negro predomi-
nd el hdbito indeterminado, pues, con excepcién de
una, mostraban la presencia de gufas largas. Estas ac-
cesiones se caracterizaron por mostrar flores de color
lila, lo que es caracteristico de los materiales de grano
negro. En las accesiones de color bayo y rojo, se ob-
servé una mayor diversidad en el hdbito de crecimien-
to, no asi en el color de las flores, pues se observaron
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flores rosadas para todas las accesiones de grano mo-
teado y flores blancas con el estandarte morado, para
todas las de grano rojo a excepcion de una (Cuadro 1).

En general, las accesiones de semillas pequeiias
de color rojo o negro resultaron ser mas abundantes, lo
que de acuerdo con Castifieiras et al. 1991, caracteri-
za a las variedades locales cubanas de frijol. En este
estudio en particular sin embargo, prevalecieron sobre
todo las accesiones de grano negro y pequefio. Esto,
de acuerdo con los mismos autores, es caracteristico
de las provincias occidentales de la Isla de Cuba, den-
tro de las que se encuentra Pinar del Rio, provincia a
la que pertenece la comunidad donde se colectaron las
accesiones del presente estudio.

Por su parte, el andlisis de los caracteres cuantita-
tivos evaluados, generé un dendograma construido a
partir de las distancias euclidianas con dos niveles de
truncadura para el andlisis (Figura 1). El primer nivel
de truncadura (a un valor de 9) permite la formacion
de dos grupos muy alejados genéticamente entre si,
designados en el cldster con las letras Ay B. La varie-
dad By(R) no se encuentra formando parte de ningin
grupo, aunque se relaciona mds con el grupo B. Con-
siderando un nivel de truncadura menor (de aproxima-
damente 6,4), se forman cinco grupos, G1, G2, G3, G4
y G5. A este nivel de truncadura los genotipos (By(R)
N60(V) y N60(S), quedaron agrupados independiente-
mente de los cinco grupos formados. Sendos andlisis
de discriminante permitieron verificar la precisién del
agrupamiento de todos los grupos para ambos niveles
de truncadura.

En la Figura 2 se muestra un andlisis multivaria-
do de componentes principales para los genotipos de
acuerdo a los caracteres cuantitativos evaluados. Los
coeficientes de correlacidn entre caracteres incluidos
en el andlisis y los dos primeros componentes princi-
pales, asi como los valores propios, miden la impor-
tancia de cada uno de los componentes en términos de
varianza absoluta (Cuadro 2). Cabe sefialar que en el
andlisis de componentes principales solo se considera-
ron los primeros dos por tener valores mayores que
uno, de acuerdo al procedimiento propuesto por Kai-
ser (1960). Los componentes elegidos explicaron el
76,8 % de la variacion total, a la cual el primer com-
ponente (C1) contribuyé en un 54,30 % y el segundo
(C2) en un 22,52 %.
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Cuadro 1. Caracteres cualitativos de colectas de frijol obtenidas en la comunidad de El Tejar-La Jocuma, Mu-
nicipio de Pinar del Rio, Cuba. Evaluacion realizada en la Estacién Experimental “Las Papas”. Cuba,

2003.
Tamaiio Color primario  Color secundario Color del Habito de
de semilla de la semilla de la semilla estandarte de crecimiento
las flores

Nvm(C) pequeiio negro - lila indeterminado
R(A) pequeiio café rojizo - blanca* indeterminado
Nvm(P) pequeiio negro - lila indeterminado
R1(C) pequeiio rosado - blanca* determinado
R(C) pequeiio rosado - blanca* determinado
B(R) pequeiio blanco - blanca determinado
B(B) pequeiio blanco - blanca indeterminado
R(P) pequeiio puirpura - blanca* indeterminado
R(S) pequeiio café rojizo - blanca* indeterminado
B(V) pequeiio blanco - blanca indeterminado
N60(B) pequeiio negro - lila indeterminado
N60(M) pequeiio negro - lila indeterminado
N60(P) pequeiio negro - lila indeterminado
Nvm(G) pequeiio negro - lila indeterminado
Nvb(G) pequeiio negro - lila indeterminado
N60(A) pequeiio negro - lila indeterminado
N60(G) pequeiio negro - lila indeterminado
NO0(A) pequeiio negro - lila indeterminado
N60(V) pequeiio negro - lila indeterminado
N60(S) pequeifio negro - lila determinado
R2(C) mediana rosado - rosada determinado
Byl1(P) mediana purpura crema suave rosada indeterminado
By(G) mediana purpura crema suave rosada determinado
ByO(B) mediana café rojizo crema suave rosada determinado
R(B) mediana rosado - blanca* determinado
Byl(G) grande purpura crema suave rosada determinado
ByC(B) grande crema suave purpura rosada determinado
By(P) mediana purpura crema suave rosada indeterminado
By(R) mediana rosado purpura rosada indeterminado

* estandarte con rayas moradas.

Cuanto mayor es el valor absoluto del coeficiente
de correlacidn, mayor es la contribucion de la variable
para la formacién del componente principal. Conside-
rando esto, el presente andlisis permiti6 identificar los
caracteres que mds contribuyen al agrupamiento de las
accesiones estudiadas al identificar los caracteres que
mds influyen en cada componente, de acuerdo con los
valores mostrados en el Cuadro 2, siendo para el
primer componente el peso de 100 semillas (PCS), el
nimero de racimos por planta (NRP), el nimero de
nudos del tallo principal (NNP), el nimero de semillas
por planta (NSP), nimero de vainas por planta (NVP)
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y el rendimiento por planta (RP). En el segundo com-
ponente, se destacaron el nimero de vainas por racimo
(NVR) y los dfas a la floracién (DF). De acuerdo con
esto, se pueden identificar y destacar en la grafica de
dispersion de las accesiones estudiadas los grupos
obtenidos previamente en el andlisis de conglomera-
dos, lo que permite identificar los caracteres cuantita-
tivos que més influyen en el agrupamiento y las carac-
teristicas que distinguen a cada grupo.

De acuerdo con lo anterior, se puede observar que
los grupos Ay By GI, G2, G3, G5 y G5 en la
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Figura 1. Dendrograma para caracteres morfoldgicos de 27 colectas de frijol obtenidas con base en las distancias
euclidianas. Evaluacion agronémica realizada en la Estacion Experimental “Las Papas”, La Habana, Cuba. 2003.

ISSN: 1021-7444

tavR

NBEO(A)

O Neo(G)
N90(A)

Componente 2

a

-2.0

Figura 2.

Componente 1

Dispersion de las accesiones de frijol (Phaseolus vulgaris L.) en los dos primeros com-
ponentes principales (las accesiones ubicadas en el grupo A del cluster, se representa-
n con circulos y las ubicadas en el grupo B con tridngulos). Evaluacién agronémica
realizada en la Estacion Experimental “Las Papas”, La Habana, Cuba. 2003.
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Cuadro 2. Contribucion relativa de los caracteres cuantitativos evaluados a los dos primeros componentes. Cuba, 2003.

Valor Porcentaje Porcentaje

Importancia relativa de los caracteres

propio de variacion de variacion

acumulado PCS NRP NNP NSV NSP NVP NVR RP DF
Cl 4.887 54,30 54,30 0.724  -0,905 -0.813 -0,570 -0945 -0915 -0,269 0711 -0,501
C2 2032 22,57 76,88 0,479 -0,157 -0,309 0,103 0,251 0,249 0.788 0,558 -0.783

representacion del andlisis de componentes principa-
les se encuentran bien definidos y separados, lo que
permite realizar un andlisis de las caracteristicas que
los distinguen.

El grupo B estd formado por 8 accesiones de
granos medianos o grandes y de color moteado o rojo
y prevalecen los materiales con flores rosadas y habi-
to de crecimiento determinado. En el andlisis de com-
ponentes principales, los genotipos pertenecientes a
este grupo se encuentran concentrados en el cuadrante
superior derecho, donde en este andlisis en particular
se ubican las accesiones con los mayores valores de
peso de cien semillas (PCS) y los menores valores de
los caracteres que constituyen componentes del rendi-
miento (el nimero de racimos por planta (NRP), el nu-
mero de semillas por planta (NSP), nimero de vainas
por planta (NVP) y el rendimiento por planta (RP)), a
excepcion de nimero de vainas por racimo (NVR).
Este grupo también se caracteriza por contener acce-
siones con menores valores de nimero de nudos del
tallo principal (NNP) caracteristicos de materiales con
habito determinado y mayores valores de dias a la flo-
racion (DF).

El grupo B tiene una diversidad relativamente ba-
ja entre de las accesiones que lo componen, conside-
rando que estas presentan muchas caracteristicas cua-
litativas comunes y que no se encuentran dispersas en
el grifico. Esto se aprecia cuando a un nivel de trun-
cadura menor en el andlisis de conglomerados, este
grupo no se subdivide en grupos mds pequefios, sino
por el contrario, la mayorfa de las accesiones conti-
ndan formando un solo grupo, el G5. Solo la accesién
By(P) queda separada de las demds y se distingue de
acuerdo con su ubicacién en el andlisis de componen-
tes principales por valores relativamente menores de
peso de cien semillas (PCS) y mayores de caracteres
que constituyen componentes del rendimiento, asi
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como del nimero de nudos del tallo principal (NNP),
probablemente por ser la tinica de hdbito indetermina-
do ubicada en el grupo B.

El grupo A, por su parte, estd formado por 20 ac-
cesiones, dentro de las cuales se encuentran todas las
de grano negro, blanco y la mayoria de las de grano
rojo. Este es un grupo muy diverso en relacién a los
caracteres cualitativos evaluados como el hdbito de
crecimiento y el color de las flores, pero muy unifor-
me en cuanto al tamafio de los granos, pequefios en to-
dos los casos. En el andlisis de componentes principa-
les, las accesiones pertenecientes a este grupo no se
ubican agrupadas en ningin cuadrante en particular,
sino que se encuentran distribuidas en los dos cua-
drantes izquierdos y en menor medida por el inferior
derecho, denotdndose una mayor diversidad que la ob-
servada en el grupo B en relacion a los caracteres
cuantitativos evaluados. Esta mayor diversidad se evi-
dencia en el andlisis de conglomerado con la forma-
cion dentro del grupo A, a un nivel de truncadura
menor, de cuatro grupos separados y bien definidos y
en la separacion de tres accesiones que a este nivel no
pertenecen a ninguno de estos grupos.

Estos cuatro grupos en la representacién de com-
ponentes principales aparecen diferenciados y con ca-
racteristicas propias El grupo G1 estd formado por tres
genotipos, dos de granos negros y uno de granos rojos.
Estos genotipos tienen en comun un hdbito de creci-
miento indeterminado y presentan valores medios de
dfas a la floracion (DF) y nimero de vainas por racimo
(NVR) y a excepcion de la acepcion Nvm(P), valores
altos de los caracteres que constituyen componentes de
rendimiento. El grupo G2 estd formado por siete geno-
tipos, de los que forman parte todos los de granos blan-
cos analizados y la mayorfa de los de granos rojos pe-
quefios, sin que aparezca incluido ningin genotipo con
grano de otro color. En este grupo, las accesiones se
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caracterizan por presentar flores blancas, hdbito de
crecimiento tanto determinado como indeterminado,
valores altos de dias a la floracién (DF) y bajos de nu-
mero de vainas por racimo (NVR). Los grupos G3 y
G4 por su parte, presentan dos y siete genotipos res-
pectivamente, todas caracterizados por presentar gra-
nos negros flores lilas y hdbito de crecimiento indeter-
minado. Estos grupos tienen menores valores de dfas a
la floracién y mayores de de nimero de vainas por ra-
cimo (NVR) que el grupo G2 y se distinguen entre si
por los valores de peso de cien semillas (PCS) (mayo-
res para el grupo G3 que para el grupo G4) y de los ca-
racteres que constituyen componentes del rendimiento
(menores para el grupo G3 que para el grupo G4).

En general, de acuerdo al andlisis de conglomera-
do y de componentes principales a partir de las evalua-
ciones morfo agrondmicas, se puede afirmar que los
genotipos estudiados se separan en dos grandes grupos
bien definidos y alejados genéticamente, que se distin-
guen fundamentalmente por el tamafio de los granos,
caracteres asociados al rendimiento y en menor medi-
da color de los granos. En relacién al tamafio de los
granos, este ha sido reportado por diversos autores co-
mo uno de los principales caracteres en la discrimina-
cion de los cultivares en los acervos genéticos mesoa-
mericano y andino (Singh et al. 1999; Voysest y
Dessert 1991). De acuerdo a este criterio, los grupos A
y B que se observan en el cluster, podrian estar confor-
mados por accesiones pertenecientes a los reservorios
mesoamericano (grupo A) y andino (grupo B). Es im-
portante destacar que en el grupo B, que de acuerdo al
andlisis anterior pertenece al reservorio andino, apare-
cen tanto genotipos de grano grande como de grano
mediano y estos ultimos podrian estar ubicados tanto
dentro del grupo mesoamericano, como del andino, de
acuerdo a la clasificacion de Singh er al. (1991b) y
Singh (2001). No obstante, los materiales de tamafio
mediano de este estudio en particular podrian pertene-
cer exclusivamente al reservorio andino, considerando
que se han reportado en la literatura genotipos media-
nos con valores de peso de 100 semillas cercanos a 40
gramos y que se han clasificado como pertenecientes
al reservorio andino (Voysest 2000), lo que resulta ca-
racteristico de los genotipos de frijol de origen andino
colectados en el Caribe (Blair 20054). Este grupo

4 BLAIR, M. 2005. Comunicacién personal. Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT). Colombia

ISSN: 1021-7444

ademds presenta otras caracteristicas que lo distinguen
y que apoyan su clasificacién. Estas son: menores va-
lores de dias a la floracion, menor cantidad racimos
por planta, de vainas por planta y de nudos en el tallo
principal, flores menos pigmentadas y una alta preva-
lencia de hdbito determinado de crecimiento. Estas ca-
racteristicas coinciden con las de las accesiones cuba-
nas estudiadas por Castifieiras et al. (1994) y que ellos
clasificaron como pertenecientes al acervo andino por
presentar faseolinas tipo T, un marcador confiable de
este centro de origen.

La accesion By(R), por ultimo, no aparece ubica-
da en ninguno de los dos grupos principales (Ay B) y
aunque se encuentra mds relacionada en el dendogra-
ma con el grupo B, presenta caracteristicas particulares
que lo ubican en el andlisis de componentes principa-
les muy relacionado con el grupo A, por lo que podria
tratarse de un hibrido entre materiales de los dos cen-
tros de origen. Este tipo de materiales, que se encuen-
tran con cierta frecuencia en el Caribe, tienen a menu-
do tamafios de semillas intermedios entre los tipos
andinos y mesoamericanos, asi como diferencias en el
habito de crecimiento y otros caracteres morfoldgicos
(Durén et al. 2005), lo que coincide con este caso. Es-
ta hibridacidn o introgresion sin embargo, no puede ser
demostrada sin el uso de marcadores codominantes.

Marcadores RAPD

Los 15 cebadores generaron 31 bandas polimorfi-
cas confiables con una amplitud de variacién entre
uno y tres bandas por cebador y una media de 2,07
bandas por cebador. El nivel de polimorfismos genera-
do por estos cebadores es bajo en relacion a los obte-
nidos por otros autores (Alzate-Marin et al. 2003;
Duarte et al. 1999b; Metails et al. 2000; Skroch et al.
1998; Emygdio et al. 2003). Esto se debe a que el ni-
vel de polimorfismo no solo depende de los cebadores
que se utilicen; sino ademds de la proporcién de ban-
das polimdrficas que puedan considerarse confiables
en el estudio en particular y del nivel de divergencia
entre los genotipos estudiados (Duarte et al. 1999b).

El andlisis de agrupamiento por el método UPG-
MA generé un dendograma construido a partir de los
valores del indice de similaridad de Dice, con dos ni-
veles de truncadura para el andlisis, que arrojaron
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Figura 3. Dendograma de accesiones de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) basado en datos de marcadores RAPD usando

UPGMA. Marcadores RAPD empleados fueron evaluados en la Escuela Agricola Panamericana, El Zamorano. 2003.

resultados similares a los observados por medio de
marcadores morfoagrondmicos. Al primer nivel de
truncadura (a un valor de 0,7) los genotipos estudiados
se separan en dos grupos principales bien definidos
“a”y “b”. Considerando un valor de truncadura mayor
(0,82), se forman cinco grupos, g1, g2, g3, g4 y g5 (Fi-
gura 3).

Los grupos “a” y “b” corresponden respectiva-
mente en cuanto a su composicion con los grupos Ay
B del andlisis de conglomerados realizado a partir de
los caracteres morfo-agrondmicos, con la unica dife-
rencia de que el genotipo By(R) forma parte del grupo
“b” y no del B. Estos grupos presentan un indice de si-
milaridad entre ellos muy bajo (0,41), corroborando
que ambos grupos se encuentran alejados genética-
mente entre si, lo que junto a las caracteristicas mor-
foagrondmicas que distinguen cada grupo, apoya la hi-
potesis de que ambos grupos representan los acervos
mesoamericano y andino respectivamente. Estos re-
sultados son similares a los encontrados por otros au-
tores, quienes han demostrado que los marcadores
RAPD son efectivos en la separacion de las variedades
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de acuerdo a su centro de domesticacion (Nienhuis et
al. 1995; Vasconcelos et al. 1996, Franco et al. 1998;
Cattan-Toupase et al. 1998; Vera et al. 1999; Duarte et
al. 1999b; Beebe et al. 2000; Caixeta y Alves 2001,
Emygdio et al. 2003).

Del mismo modo, al igual que en los resultados ob-
tenidos por medio de los marcadores morfo agronémi-
cos, las accesiones pertenecientes al acerco andino (gru-
po “b”) presentan menor diversidad genética entre ellas
que las que pertenecen al acervo mesoamericano (gru-
po “a”). Esto se evidencia cuando el andlisis de conglo-
merados se realiza a un nivel mayor de truncadura
(0,83), y se forman cuatro grupos bien diferenciados
(gl, g2, g3 y g4) dentro del grupo “a” (acervo mesoa-
mericano) y solo uno en el grupo “b” (g5) (Figura 3).

Los grupos formados dentro del grupo “a” (gl,
g2, g3 y 4), sin embargo, no corresponden exactamen-
te con los del grupo A del cldster derivado del andlisis
con los caracteres morfo-agronémicos, aunque existe
cierto nivel de correspondencia entre algunos de estos.
El grupo gl presenta solo accesiones de granos de
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color negro y agrupa exactamente aquellas variedades
que forman parte de los grupos G3 y G4 del conglo-
merado elaborado con los datos morfoagronémicos, a
excepcion de las accesiones N60(V) y N60(S), que en
este ultimo andlisis no se ubican en ningtin grupo. El
grupo g2, por su parte, contiene todas las accesiones
de granos blancos del estudio, mientras que el grupo
g3 contiene la mayoria de las accesiones de granos ro-
jos. Estos dos grupos, el g2 y el g3, estdn formados en
su conjunto mayormente por aquellas accesiones que
conforma el grupo G2 del conglomerado elaborado
con los datos morfoagronémicos. El grupo g5 por ul-
timo, presenta entre sus accesiones los genotipos
Nvm(C) y Nvm(P), que son las unicas de grano negro
que se encuentran separadas de las variedades con gra-
no de ese color para ambos andlisis de conglomerados.
En general, a pesar del cierto nivel de correspondencia
que existe entre los grupos formados por medio de los
andlisis de conglomerados con marcadores morfo
agronémicos y moleculares, se puede observar que en
el caso de los marcadores RAPD, las accesiones del
grupo mesoamericano tienden a agruparse en mayor
medida de acuerdo al color de los granos. Asi, el gru-
po g1 agrupa solo accesiones de granos negros, el gru-
po g2 las de granos blancos, el grupo g3 agrupa solo
accesiones de granos rojos, y el grupo g4, que es una
excepciodn, incluye accesiones de granos rojos y ne-
gros. Esta tendencia a agrupar los genotipos de acuer-
do a su color del grano coincide con lo descrito por
Beebe et al. (1995) y Duarte et al. (1999a), quienes
encontraron que las variedades de la raza mesoameri-
cana tienden a subdividirse de acuerdo al color de la
testa del grano. Beebe et al. (1995) confirmaron que
las lineas mejoradas y los cultivares de frijol comtin de
testa roja y negra constituyen distintas poblaciones
cuando se analizaron usando marcadores RAPD. Es-
tos autores concluyeron que la seleccién de genes pa-
ra color de semillas ha cubierto una considerable par-
te del genoma por ligamiento, lo cual causa que los
cultivares con el mismo color de semilla estén mds re-
lacionados dentro de determinado grupo.

La presencia de accesiones pertenecientes a los
grupos mesoamericanos y andinos en las poblaciones
de frijol comtn en el Caribe se corresponde con los
hallazgos realizados por Durdn et al. (2005), quienes
realizaron estudios de diversidad genética de frijol co-
mun para accesiones caribefias por medio de marcado-
res morfoagronémicos y moleculares (RAPD y faseo-
linas). Estos resultados coincidieron con los
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encontrados por Castifieiras e al. (1991 y 1994), quie-
nes ademds hallaron que las accesiones pertenecientes
al grupo mesoamericano se encuentran presentes en
mayor proporcién en la poblaciones cubanas que las
pertenecientes al acervo andino. Estos autores plan-
tearon, de acuerdo con estos y otros resultados, la teo-
ria de que la ruta de introduccion de frijol en Cuba de-
bi6 ser a través del arco de las Antillas, en un periodo
posterior a la confluencia de los cultivares proceden-
tes de los dos centros mayores de domesticacién de es-
te cultivo en la zona norte de América del sur, o que
pudo haber llegado independientemente de estos dos
centros por la misma ruta.

Aunque algunas de las accesiones incluidas en el
estudio y reportadas como diferentes por los agriculto-
res, son en realidad muy similares desde el punto de vis-
ta genético (100 % en el indice de similaridad de Dice),
se puede afirmar que en general la diversidad genética
de las accesiones incluidas en este estudio es relativa-
mente alta, estando representados ambos acervos prima-
rios de domesticacién del frijol, el mesoamericano y el
andino, lo que hace que las accesiones se dividan en pri-
mera instancia en dos grupos muy alejados genética-
mente entre si. Ademas, existe diversidad dentro de ca-
da uno de estos dos grupos, fundamentalmente en el
mesoamericano, lo que se denota por la formacién de
grupos bien definidos con caracteristicas morfo agrond-
micas propias que los distinguen.

Este nivel de diversidad, aunque no es extraordina-
rio, podria clasificarse como notable si se considera que
estdn representadas en el estudio solamente las varieda-
des locales de una comunidad y que Cuba no constituye
un centro primario de origen del cultivo del frijol. Exis-
ten sin embargo algunas circunstancias especiales en
Cuba que podrian explicar estos niveles de diversidad,
ademds del hecho de que las variedades locales proven-
gan originalmente de ambos centros primarios de do-
mesticacion. Estas circunstancias estdn relacionadas
principalmente con el hecho de que en Cuba los consu-
midores no son tan rigurosos en relacion a la forma, ta-
mafio y tonalidad de los frijoles, lo que permite a los
agricultores cultivar materiales con una amplia diversi-
dad de tamafos y tonalidades en los granos, sin que es-
to afecte la comercializacidn, a excepcién de las varie-
dades de granos que se consumen preferentemente de
grano pequeio. Por otro lado, en su afdn por probar nue-
vas variedades en sus fincas, algunos agricultores utili-
zan como semilla los granos de frijol que son entregados
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a los cubanos a través de la canasta bdsica de alimentos,
que en muchas ocasiones son importados. De esta ma-
nera, se pueden haber introducido nuevos materiales
provenientes de otros lugares del mundo (Chaveco
20045). Por ultimo, algunas de las de variedades locales
manejadas actualmente en las comunidades rurales son
en realidad variedades comerciales que fueron “acrio-
lladas” con el tiempo por los agricultores y que provie-
nen en muchos casos de programas de mejora de centros
de investigacion internacionales, que utilizan parentales
provenientes de otros paises.

Los métodos usados para determinar la diversidad
en este trabajo fueron eficientes, lo que corrobora que
los marcadores RAPD constituyen una herramienta util
en el estudio de la diversidad genética de frijol, con la
ventaja adicional de que no estd influenciada por el me-
dio ambiente. El empleo de los marcadores morfo agro-
némicos sin embargo sigue siendo vital para el andlisis
de esta diversidad y los caracteres que la determinan, in-
formacion que resulta critica en los trabajos de mejora-
miento y conservacion de los recursos fitogenéticos y en
particular del frijol comun, asf como en los estudios de
impacto de procesos que influyen sobre la agrobiodiver-
sidad en comunidades rurales y urbanas.

Los resultados de este trabajo mostraron que las
variedades locales de frijol presentes en esta y otras
comunidades rurales cubanas deben ser incluidas en
los programas de mejoramiento genético participativo
y convencional del cultivo. Su valor no sélo radica en
la diversidad que presentan, de acuerdo a los resulta-
dos de este estudio, sino también en que han sido con-
servadas y seleccionadas durante afios por los agricul-
tores en sus fincas, por lo que pueden presentar
caracteristicas de interés para éstos y un buen nivel de
adaptacién a las condiciones edafoclimdricas y pro-
ductivas de sus comunidades. Por lo anterior, éstas y
otras variedades locales cubanas han sido incluidas en
estrategias de conservacion y diseminacion de la di-
versidad genética de frijol, que comienzan con la co-
lecta y estudio de la diversidad genética de estas varie-
dades locales. Esto ha permitido que sean incluidas en
las colecciones de germoplasma cuyo acceso es

5 CHAVECO, O. 2004. Feria de Diversidad de Frijol, 2004. Esta-
cién Territorial de Investigaciones Agropecuarias de Holguin.
Cuba. Comunicacién personal.
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facilitado a los agricultores por medio de metodolo-
gfas como la seleccion participativa de variedades por
agricultores en ferias de diversidad y experimentacion
in situ. Estas metodologfas han facilitado la introduc-
cién, adopcidn, conservacidn in situ y diseminacion de
estas variedades, no solo en sus comunidades de ori-
gen, sino en otras, donde han sido seleccionadas por
presentar buenos rendimientos, menos afectaciones a
enfermedades y menor ciclo de cultivo (Miranda
2005), ademds de otras muiltiples cualidades especifi-
cas de interés para los agricultores (Lamin 2005). Es-
to ha generado un proceso en el que la conservacion,
uso y diseminacion de las estas variedades, se convier-
te en una fuente de bienestar econdmico para los agri-
cultores y un modo eficiente de conservacién in situ
de variedades locales.
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