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COMPENDIO

Se evaluaron 266 accesiones de la coleccion mundial de frijol tepari utilizando efectroforesis de proteinas de
reserva (globulinas, PHA y lectinas). La variabifidad proteica se complemento con electroforesis de iscenzimas (15
loci) en una submuestra de 91 accesiones. Se determinaron 25 patrones electroforéticos en las globulinas de los
silvestres y dos en los cultivados. En el andlisis isoenzimdtico se obtuvieron 65 fenotipos para silvestres y 15 para
cuftivados, lo cual refleja fuente disminucion de la variabifidad genética conacida come efecto fundador. Los resultados
sugieren a Jalisco (México) como posible centro de domesticacion del tepari, sin embargo no se puede descartar un
segundo evento de domesticacion, tal vez mds reciente y cuyo espacio se desconoce adn. No se observo separacion
clara entre las dos variedades silvestres de P, acutifolius,

Palabras Claves: Phaseolus acutifolius, Frijol tepari, Variabilidad, Electroforesis, Proteinas, Isoenzimas,
Domesticacion
ABSTRACT

PATTERNS OF GENETIC DIVERSITY AND DOMESTICATION IN TEPARY
BEAN (Phaseolus acutifolius Asa Gray)

Two hundred and sixty six accesions from the tepary bean germplasm world collection were evaluated by means of
seed storage protein electrophoresis (globulins, PHA and lectins). The protein variability was completemented by
isozymes (15 loci) for a subsample of 91 accesions. Twenty five globulin patterns were found in the wild P. acutifolius
while in the domesticated accesions there were only two. In the isozyme study 65 electromorphs were obtained on
the wild forms and 15 on the cultivated accesions, showing a strong disminution of the genetic variability known as
founder effect. The results suggest that the Mexican state of Jalisco is the possible center of domestication of tepary
bean. However a second event of domestication, more recent, whose location could not be established, is not
discarded. No clearcut separation between wild forms of the P. acutifolius has been observed.

Key words: Phaseolus acutifolius, Tepary bean, Variability, Electrophoresis, Protein, Isczyme, Domestication.

INTRODUCCION

Los recursos fitogenéticos constituyen la clave de la

y a favor la conservacion de los recursos fitogenéticos
gue provienen de éstas éreas.

seguridad alimentaria y del desarrollo agricola sostenible;
mientras las areas de tierra cultivable se mantienen fijas
la poblacion humana aumenta a ritmo vertiginose, razon
por la cual se hace necesario producir nuevas variedades
de plantas y/o reutilizar especies tradicionales apro-
piadas para determinados ambientes y con diversos nive-
les de resistencia a factores bidticos y abidticos (CGIAR,
1994). Teniendo como marco el planteamiento anterior,
la investigacion agricola debe dedicar especial atencién
a cultivos potencialmente utilizables en zonas aridas
(las cuales limitan la produccién de nuevos cultivos por
la alta evapotranspiracion, la carencia de agua y el incre-
mento en los costos para extraer el agua del subsuelo)

El género Phaseolus, de origen americano, incluye
cinco especies cultivadas (P vuigaris L., P lunatus L.,
P. coccineus L., P. polyanthus Greenm y P. acutifolius
A. Gray), cada una con su ancestro reconocido, y 50
especies silvestres verdaderas (Debouck, 1991). P
acutifolius es nativo de México y la regién sudoeste de
los Estados Unidos. Formas silvestres y domesticadas
de P acutifolius se han utilizado por mas de cinco
milenios como fuente alimenticia en zonas desérticas
o con larga temporada seca en Mesoameérica. Se puede
adaptar como cultivo de subsistencia en las regiones
aridas de Africa, Sur América, Asia, el Pacifico y las
Isias del Caribe {(Webster y Waines, 1985).
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Hasta el momento se reconocen dos variedades silves-
tres en B acutifolius: tenuifolius de foliolos lineares-
lanceocliados, y acutifolius, con foliolos ovalado-
lanceolados (Delgado Salinas, 1985). Esporadicamente
aparece una tercera variedad silvestre con foliolos estre-
chamente falcados, que por sus caracteristicas blastogé-
nicas diferentes a la variedad tenuifolius y cierta incom-
patibilidad para su cruzamiento, podria ser otra especie
(P, parvifolius Freytag) (Debouck, 1992).

Elfrijol tepari ademas de crecer en tierras aridas y de
vivir independientemente de suplementos de agua
(Thomas, 1983a), tolera altas concentraciones de sales
y boro en el suelo, muestra resistencia al carbén del fri-
jol (Macrophomina phaseoling), al anublo { Xanthomonas
campestris pv. phaseol) (Thomas et al., 1983b), al
saltahojas (Empoasca kramer) (Galwey et al., 1985) ,
y a una de las principales plagas del frijol aimacenado
Acanthoscelides obtectus (Shade et ai.,, 1987). El con-
tenido de proteina de P, acutifolius es alto (13 a 34%),
comparado con el de leguminosas de grano (15 a 40%)
y el de las diferertes variedades de frijol comun (20 a
30%) (Scheerens et af., 1983).

No obstante todas las caracteristicas ventajosas, P,
acutifolius practicamente ha desaparecido como cuttivo,
hoy en dia tan sék: se encuentran pequenas areas esta-
blecidas en reservas indigenas o en zonas cercanas a
ellas. Portanto, el objetivo principal del estudio fue contri-
buir al entendimiento de la variabilidad genética y el pro-
ceso de domesticacion de P, acutifolius. Los objetivos
especificos fueror:

- Precisar el (los) lugar {es) de domesticacion.

- Cuantificar el efecto fundador a través del proceso
de domesticacién, vy

Determinar patrones de diversidad genética.en las
formas silvestres segun patrones medioambientales.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El estudio se llevd a cabo en el Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT). En et andlisis de las pro-
teinas de reserva de la semilla se evaluaron 266 acce-
siones de P acutifolius: 128 de la forma silvestre, 3
“escapadas”’ y 135 cuitivados. Para seleccionarlas se
tuvo en cuenta su representatividad y que tuvieran datos
completos acerca de su origen. En las formas silvestres
y “escapadas” se analizaron de tres a cinco semillas
por accesion (con ei fin de observar que tan significativa
era la vanabilidad intra-accesional), y enla forma cultivada
solo se analizé una.

En el analisis isoenzimatico se evaluaron 91 accesio-
nes (26 cultivados, 63 silvestres y 2 intermedios), selec-
‘Formas intermedias enire silvestres y domeslicadas
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cionadas teniendo en cuenta que cubrieran todo el rango
de distribucion natural de la especie presente en la
coleccidn de germoplasma y que estuviera representada
la diversidad encontrada en los andlisis de proteinas de
semilla. En el andlisis se utilizé una semilla por accesion,
teniendo en cuenta que la diversidad genética dentro de
una poblacidn se reduce significalivamente por factores
tales como habito de crecimiento anual, autogamia y
tamano reducido de la poblacion {Loveless y Hamrick,
1984), todas estas caracteristicas presentes en el frijol
tepari. Igualmente, se consideré el hecho de que en los
tfrabajos anteriores (Schinkel & Gepts, 1988, 1989) y
en la primera etapa de este estudio, no se encontrd
vanabilidad intra-accesional significativa.

Se destaca que en el estudio se contd con la coleccidn
de germoplasma mas grande que se haya analizado,
evaluando un importanté numero de accesiones por pri-
mera vez.

Los metodos utilizados fueron la electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecil sulfate de sedio, en una
(1D-SDS-PAGE) y en dos dimensiones {20-IF-SDS-
PAGE} y la eleciroforesis de ispenzimas en geles de
almidon (SGE) y poliacrilamida (PAGE Simgle).

Las proteinas de reserva se separaron en tres
fracciones: Globulinas (43-56 KDal), PHA (40-33 Kdal)
y una fraccion comprendida entre 22-29 Kdal, (Figura1).

Los 10 sistemas enzimaticos analizados se sefeccio-
naron con base en un ensayo preliminar en el cual se
probaron 17 enzimas, dos técnicas y tres tejidos (raiz,
hojas y semillas). Los 15 loci polimdrficos estudiados
fueron: Aco-2, Adh-1, Acp-1, Acp-2, Diap-1, Diap-2, Mdh-
1, Madh-2, Prx, Got-1, Got-2, Pgm-2, Pgi-1, Pgi-2y Rbcs.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis electroforético de las proteinas de
reserva de la semilla

Globulinas

En el estudio se describieron 11 patrones adicionales
para las formas silvestres y unc para las cultivadas, a
los cuales se les designd un nimero romano consecutivo
siguiendo la nomenclatura propuesta en el trabajo de
Schinkel y Gepts (1988). Los resultados obtenidos en
este estudio permiten establecer una mayor variabilidad
genética para esta especie que la reportada previamente.
Schinkel y Gepts (1988) reportan 14 patrones de
globulinas dentro de las formas silvestres de tepari y
sdlo uno para la forma cultivada.

Este resultado es el reflejo de un mayor nimero de
accesiones evaluadas, ya que Schinkel y Gepts (1988)
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la adaptacion de diver-

KDal. sos genotipos (los
— 66 cuales originalmente
poseian los diferentes

tipos de globulinas) a

— 45 las condiciones am-
136 bientales especificas

34,7 de cada region. Se
encontraron ademas,

— 29 y con alta frecuencia,
N 24 cuatro globulinas en
: accesiones de ambas
regiones (I, IV, XXl y
XXII). La presencia de
18,4
estos patrones com-
— partidos se debe pro-
14,3

bablemente a una

FIGURA 1. Fracciones proteicas evaluadas en P. aculifolius.
A: Globulinas, B: PHA; C: 22-29 KDal.

analizaron sélo 55 accesiones silvestres mientras que
en este estudio se examinaron 128. Los patrones pro-
teicos compartidos entre las variedades acutifolius y
tenuifolius se pueden explicar por la procedencia de un
ancestro comun; el cual se bifurca debido a factores de
seleccién por adaptacién a medics conirastantes.
También se pueden atribuir al intercambio de genes entre
las dos formas botanicas.

En la forma cultivada también se observé mayor varia-
bilidad proteica. En el estudic las accesiones domes-
ticadas exhibieron dos perfiles de globulinas, el Xl y el
XIX, Schinkel y Gepts (1988} re-portan sélo el XI. Ni la
gloulina Xl ni la XIX se detectaron en las accesiones
silvestres.

Distribucion geografica de
los tipos de globulinas

Se encontraron algunos patro-
nes de globulinas que permiten
separar las accesiones prove-
nientes de las vertientes este y
oeste de la Sierra Madre Occi-
dental en México (Fig. 2). Se
sugiere entonces que esta cade-
na montanosa es una barrera
geografica, que ha impedido el
flujo de genes entre sus dos fran-
jas, coincidiendo en esta apre-
ciaciéon con Schinkel y Gepts
(1988). La distribucién exclu-
yente podria ser el resultado de
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migracién, comprome-
tiendo diferentes me-
canismos, desde el
sitic en el cual se origi-
naren hasta alcanzar
la distribucion gue ocupan en la actualidad. No es claro
el mecanismo de distribucién ya que por tratarse de
formas silvestres no se conoce si los grupos humanos .
de la zona intervinieron en este proceso.

Otras fracciones protéicas de P. acutifolius

Se encontraron 10 patrones de PHA en los genotipos
silvestres analizados, los cuales fueron nombrados con
numeros cardinales consecutivos. En la forma domes-
ticada solo se observo un tipo de PHA, el cual se caracte-
riz¢ por la baja o nula actividad.

En la fraccién de 22-29 KDal aproximadamente se
encontraron siete patrones, tres de ellos en la forma

* Franja Oeswe de b Slerra Madre Occidental

o Vo, Vil X, XN, XV XX, XKD, XX,

* Fran)a Esee da ba Sierra Madre Occidental
VO VI IX, XN, XY, XV XVID, XXV,

FIGURA 2. Distribucion geogréfica de los tipos de globulinas en P.
acutifolius silvestre a través de las franjas este y oeste de la Sierra

Madre Occidental Mexicana
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cultivada, los cuales fueren catalogados con nimeros
cardinales consecutivos. Esta fraccién no se pudo aso-
ciar con ningun rango molecular previamente establecido,
por lo cual no se le otorgd ningun nombre especifico.

Analisis electroforético de isoenzimas

Para algunas de ias enzimas, se encontrd también
polimorfismo en accesiones silvestres y domesticadas
que no habia sido reportado antes por otros investiga.-
dores. Tanto para la AAT como para la MDH se encon-
traron los dos loci polimorficos v un alelo nuevo para el
tocus 1 dos en el locus 2 (Aat-1" |, Aat-2% |, Aat-2%,
Mdh-1% Mdh-27 y Mdh-2°). En la PRX, también se
encontré un alelo adicional (Prx®). Para Schinkel y
Gepis (1989) estas tres enzimas eran menemériicas.
Igualmente, para locus Pgm-2 habian sido reportados
entre uno y tres alelos (Shinkel y Gepts, 1989; Garvin
et al, 1989), En este estudio se encontraron cuatro
(Figura 3). En la DIAP, Shinkel y Gepts (1989) encon-
traron cinco combinaciones alélicas, en el estudio se
reportaron seis.

Variabilidad aloenzimatica entre formas
silvestres y domesticadas

La forma siivestre de P. acutifolius revela mayor nimero
de loci polimérficos asi como alto numero de variantes
por locus polimérfico comparadas con la forma cuitivada.
En las formas silvestres (acutifoifus y tenuifoiius) se
observaron 15 loci polimérficos y siete en la forma culti-

vada; el numero promedio de alelos por locus polimorfico
fue de 2.47, cifra bastante alta si se le compara con la
obtenida en P. vuigaris (A/l. = 2,1) (Singh et al., 1991).
La mayor diversidad se debe probablemente a la distri-
bucidn aislada de P, acutifolius, 10 cual permite que cada
poblacién evolucione de manera independiente. Otro fac-
tor podria ser el hecho de que el tepari se desarrolla en
condiciones extremas de sequia, las que incrementarian
la tasa de mutaciones naturales (Hamrick y Godt. 1980}

Se ohservaron 65 genclipos, producto de las diferentes
combinaciones alélicas de los 15 loci isoenzimaticos
estudiados. Delos 65 genotipos, 50 estuvieron presen-
tes solo en las formas silvestres y 15 en la forma cultiva-
da, resultado gue nuevamente ilustra el marcade efecto
fundador en la especie.

Comparacidén de las variedades silvestres
acutifolius y tenuifolius

A nivel bioquimico se observd gran similitud entre las
dos variedades silvestres de P, acutifolius. Pese a gue
P. acutifolius es una especie autégama, la polinizacién
cruzada ocasional nc se puede descartar (Praft y
Nabhan, 1988), por lo cual el intercambio de genes entre
las dos formas seria una explicacion razonable al hecho
de encontrar patrones compartidos tanto en proteinas
de semilla como en isoenzimas.

Domesticacion en P. acutifolius

La reduccion en la variabilidad genética contrasta con

FIGURA 3. Nuevas formas aloenzimaticas detectadas en este estudio. A: MDH;
B: PRX; C: PGM; D: ATT
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la heterogeneidad de marcadores morfologicos tales
como el tipo de semitla {celor, forma), caracteres pro-
ducto de una fuerte presion de seleccidn en el proceso
de domesticacién, mientras que los marcadores bioqui-
micos presumiblemente no han sido influenciados por
el hombre. Ademas los caracteres morfolégicos, que
distinguen las formas cultivadas de las silvestres, gene-
ralmente son altamente heredables y controlados por
muy pocos genes que tienen una expresion fenotipica
muy fuerte (Gepts, 1990).

Basandose en los resuitados se pueden enunciar dos
hipdtesis acerca de la domesticacion del frijol tepari:

1 : Ladomesticacion ocurrié como Unico evento en una
regién determinada.

2 . Ladomesticacién ocurrié en una o varias épocas
en espacios diferentes.

La primera hipétesis sugiere que el proceso de domes-
ticacion se inicié a partir de pocas poblaciones, en las
cuales estaba presente una pequena fraccion de fa varia-
bilidad de la especie, lo cual se conoce como el efecto
fundador. A pesar de que las formas silvestres se en-
cuentran extendidas a lo largo de México y la region
sur-occidental de Estados Unidos, el proceso de domes-
ticacion pudo involucrar sélo una pequefia zona en la
cual estas pocas poblaciones estuvieron presentes.
Una vez domesticada esta pequena fraccion se difundio
rapidamente, fuera de los limites del grupo humanc en-
cargado de este primer evento. Las tribus Uto - Aztecas,
habitantes de esta zona, tenian un comercio bien funda-
mentado ya desde tiempos muy lejanos, como lo confir-
man los hallazgos argueolégicos de grandes cantidades
de frijol tepari, que aparentemente almacenaban para
intercambiar dentro de un contexto algunas veces no
tanto comercial como mitico (Nabhan y Felger, 1978).

Se encontraron dos perfiles de globulinas en las acce-
siones domesticadas, la globulina X| en casitodas y la
X1X en una accesion proveniente de Durango. Ninguna
accesion silvestre exhibid las globulinas Xl y XIX. Esto
se podria deber a que el ancestro silvestre de estas
globulinas se ha extinguido o que todavia los individuos
que las contienen no han sido muestreados. No obstanie
que los factores mencionados no permiten delimitar una
(o varias) region (es) donde la domesticacion ccurrig, si
se puede sospechar los aspectos que precedieron a la
aparicion de estos dos fipos de globulinas en las acce-
siones cultivadas. Se podria pensar que los dos tipos
de globulinas provienen de dos poblaciones silvestres y
que la domesticacion de estos individuos ocurrié en espa-
cios y tiempo distintes. Uno de los dos eventos seria
reciente, lo cual explicaria el hecho de la poca difusién
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de la globulina X!X en las poblaciones cultivadas actual-
mente. Eltiempo ha sido el factor limitante en la disemi-
nacion de esta proteina. Otra explicacion seria que la
globulina XIX fue el producto de una mutacion de la globu-
lina X1y que todas las accesiones domesticadas provie-
nen de una sola poblacidn silvestre, y que este suceso,
igualmente reciente, ocasioné su divisién en los dos
perfiles que hoy se pueden observar; lo que apoyariaia
hipdtesis de un sélo centro de domesticacion.

Mediante el andlisis isoenzimatico se encontraron dos
grandes grupos praducto de las combinaciones alélicas.
En el primer grupo, los tepari domesticados en general
se encuentran genéticamente mas cercanos a dos ac-
cesiones silvestres provenientes del estado de Jalisco
(México}) las cuales pertenecen a la variedad acutifolius.
Previamente se propuso que el frijol tepari se domesticé
a partir la variedad acutifolius, debido a la gran similitud
observada entre los foliolos de ambas formas y el hecho
de que la variedad acutifolius coloniza con mayor fre-
cuencia habitats disturbados por el hombre (Pratt y
Nabhan, 1988). En una de las accesiones silvestres
(G40106) se encontrd homologia absoluta con la acce-
sidon domesticada (G40032) proveniente de Zacatecas.
Este resultado permite postular que Jalisco fue el centro
de domesticacion dei frijol tepari y que la domesticacion
ocurrié a partir de la variedad acutifolius.

Garvin & Weeden (1994) ya habian propuesto a Jalisco
como centrc de domesticacion pero en su trabajo no
pudieron precisar si era Jalisco o Sinaloa. Schinkel y
Gepts (1988, 1889) propusieron un Unico espacio para
la domesticacién del tepari el cual pudo ocurrir en
cualquiera de los estados de Sinaloa, Sonora o Durange.
En este estudio no se encontraron evidencias que involu-
cren a estos estados coma centro de domesticacion.

Ahara bien, la accesion domesticada, G40084, pre-
senld alto grado de diferenciacion con las otras (>0.799)
y con las silvestres (>0.863) de los sitios de recoleccion.
Esta observacién establece nuevamente la posibilidad
de un segundo evento de domesticacion, cuyo espacio
no pudo determinarse en el estudio, puesto que no se
encontrd la respectiva contraparte silvestre.

La hipotesis de dos eventos de domesticacion ya ha-
bia sido planteada por Manshardth y Waines (1983) y
por Pratt y Nabhan (1988}. Un evento en la region cono-
cida como Aridoamérica (la cual comprende la parte
suroccidental de USA y el Noraccidente de México) y
el otro evento en Mesoameérica, donde esta localizado
Jalisco. Manshardth & Waines (1983) sugirieron a Jalis-
co y Sonora como posibles lugares donde la domes-
ticacién tuvo sus origenes.
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Evidencias relacionadas con la especiacion
de P. parvifolius

Las diferencias entre P. acutifolius y P. parvifolius,
no son muy claras a nivel de las pruebas bicquimicas.
Tanto en las proteinas de reserva de semilla como en
los de isoenzimas, no se observo la presencia de patro-

nes que puedan discriminar estas dos especies, sola-
mente el alelo Aat-2°° fue el Gnico marcador bioquimico
capaz de separar las dos especies.

Lo gue si se pudo determinar es que entre las dos
variedades silvestres de P acutifolius, 1a variedad tenui-
folius es la mas cercana a P. parvifolius.
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