Evidencia molecular de diferenciación genética e introgresión entre razas de fríjol común del acervo andino

Molecular evidence for race structure and introgression among Andean races of common bean.
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RESUMEN

Se utilizó la información generada por 29 microsatélites en 63 accesiones del acervo andino de P. vulgaris para elaborar agrupamientos y calcular índices de prevalencia. Las accesiones formaron grupos que correspondieron a las razas Nueva Granada, Chile y Perú. Se determinó la existencia de notoria introgresión en genotipos de las razas Chile y Perú
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ABSTRACT

We used the information generated by 29 microsatellite markers in the analysis of 63 common bean (Phaseolus vulgaris) accessions to evaluate clustering and prevalence indices and to determine the similarity and differentiation or introgression among races of the Andean gene pool. We identified three clusters of genotypes which corresponded to the races of the Andean gene pool, i.e. Nueva Granada, Chile and Peru and the existence of introgression between accessions of these three races. Introgression was more common for genotypes in races Chile and Peru, then for the race Nueva Granada.
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INTRODUCCIÓN

La detección de la variabilidad genética del ADN es más eficaz que la realizada mediante marcadores morfoagronómicos (Singh et al., 1991). El análisis de la relación entre accesiones se realiza mediante dendrogramas y agrupa las de parecido genético (Karp et al., 1997). Los marcadores microsatélite SSR se utilizaron por primera vez en fríjol por Yu et al. (1999), y el número se incrementó posteriormente por Gaitán et al. (2002) y Blair et al. (2003).

Los patrones de faseolina y del tamaño de la semilla de las accesiones de fríjol común proveen evidencias sobre el intercambio de germoplasma entre Mesoamérica y los Andes. En muestras de cultivares Mesoamericanos los únicos que tenían faseolina T (Tendergreen) eran de semilla grande y colores típicos del acervo Andino, las faseolinas B y S, típicas de los granos Mesoamericanos, se encuentran en algunos genotipos Andinos (Gepts, 1988).

Con el fin de establecer niveles de similitud y procesos de introgresión genética entre accesiones del acervo Andino de fríjol común, se analizó con marcadores SSR, una muestra de accesiones conservadas en la Colección Núcleo y en la Unidad de Recursos Genéticos del CIAT e identificadas como representativas de razas Andinas. También se comparó la distribución de patrones de faseolina con la agrupación dada por el análisis con los microsatélites.

MATERIALES Y MÉTODOS

Caracterización molecular y genotipos utilizados

El estudio se adelantó en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) con 63 accesiones seleccionadas dentro del grupo no caracterizado previamente por microsatélites y pertenecientes a razas del acervo Andino (Becerra and Gepts, 1994; Beebe et al., 2001; Singh et al., 1991; a, b y c); 25 de las cuales eran de la raza Nueva Granada, seis de la raza Chile y 28 de la raza Perú. También se incluyeron dos controles tipo Andino (Diacol Calima y Chaucha Chuga) y dos tipo Mesoamericano (DOR 364 e ICA Pijao). Dentro del total de accesiones, 44 variedades eran nativas, ocho Ñuñas, cuatro variedades comerciales y tres líneas mejoradas. Los controles se escogieron con base en el estudio previo de Blair et al. (2006).

En trifolios etiolados de cuatro plantas de ocho días de crecimiento en la oscuridad se extrajo el DNA (Afanador et al. 1993). Se almacenó a -20˚C y se cuantificó en fluorómetro DyNA Quant (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., 1995), con base en una solución de colorante Hoescht H 33258. La solución de trabajo de ADN se utilizó a 10ng/μl en buffer TE. Posteriormente se realizó el PCR para amplificar 29 marcadores SSR (18 genómicos y 11 génicos), escogidos a partir del nivel de polimorfismo encontrado en estudios anteriores (Blair et al., 2003; Gaitán et al., 2002; Yu et al., 1999; Yu et al., 2000).

La determinación de alelos se realizó a partir de la lectura de los geles de electroforesis y luego se generó una matriz de datos binaria que contenía la información de las accesiones y el genotipo observado a través de los locí examinados. Se consideraron como nulos los que no amplificaron después de repetir el procedimiento dos veces. Para determinar la diferenciación entre las accesiones se construyeron dendrogramas y se utilizó el índice de similaridad de huellas de ADN (Lynch, 1990), el cual se define como una fracción de bandas compartidas para los individuos X e Y, el número de bandas comunes (Nxy) se divide por el número de bandas promedio presentes en cada individuo. Se utilizaron los módulos Similarity/Genetic Distance y Clustering/SAHN del programa NTSYS V 2.11v (Rohlf, 2002). Con el índice de prevalencía (Beer et al., 1997) se cuantificó la relación entre la rareza de los marcadores utilizados y los genotipos en los cuales estaban presentes. Los genotipos con bajos valores indican composición alélica rara y posible producto de introgresión (Islam et al., 2004).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Índice de similaridad

El análisis a través de dendrograma diferenció dos grupos (Figura 1). El primero estuvo compuesto por genotipos de las razas Nueva Granada (75.9%), Perú (20.7%) y Chile (6.9%). El segundo por genotipos “Jalo” (G5024 y G2195) y los Mesoamericanos utilizados como controles. Los genotipos tipo “Jalo” indican procesos de introgresión entre el acervo Andino y el Mesoamericano, pues proceden de la zona suroriental de Brasil donde es frecuente encontrar cultivares tipo Andino y Mesoamericano (Maciel et al., 2003). También se pudieron delimitar 13 subgrupos (Figura 1) con una similitud de 0.58. Algunos de los grupos estaban compuestos por uno o dos genotipos. Sobresalieron dos grupos adyacentes, formados por genotipos de la raza Chile y otros grupos correspondientes a las razas Nueva Granada y Perú. La composición alélica de los genotipos que no formaron agrupaciones consistentes con la clasificación previa de razas andinas (Singh et al., 1991) pudo haber sido diferente por la introgresión con razas del acervo Andino o con materiales silvestres. La posición en el dendrograma del genotipo G2544 de raza Chile confirmó los resultados de Paredes y Gepts (1995), quienes reportaron por medio de isoenzimas la presencia de alelos de la raza Perú en la raza Chile.
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Los genotipos G12407 (Bolón Bayo), G12709 (Mortiño), G11819 (Liborino) del norte de Perú, Colombia y Ecuador, pertenecientes a la raza Perú, que presentaron características morfoagronómicas Mesoamericanas, pero faseolina, aloenzimas y características de semillas andinas (Singh et al., 1991) se localizaron dentro del grupo denominado raza Perú. El genotipo G5708 (Sangretoro), clasificado como típico de la raza Perú, se agrupó con genotipos representativos de la raza Nueva Granada. Por medio de isoenzimas y marcadores moleculares tipo RFLP, Becerra y Gepts (1994), reclasificaron los genotipos G12587 (Ñuña Callashina) y G5702 (Cargamanto), de presunto origen en la raza Perú, en un grupo con características Mesoamericanas. Sin embargo, en el estudio G12587 se situó dentro del grupo raza Perú, mientras que los Cargamantos G5702 y G7231, considerados representativos de la raza Perú, se localizaron dentro del grupo raza Nueva Granada. Los genotipos G7930 (Alubia), G23604 (Ñuña) y G12644 (Morado), identificados mediante marcadores RAPD como introgresados (Islam et al. 2004), presentaron el mismo comportamiento mediante los marcadores SSR.
El análisis de la composición de las faseolinas evidencia que entre razas o acervos ha ocurrido introgresión genética. El proceso de flujo de genes fue más evidente para las razas Nueva Granada y Chile, pues la primera presentó genotipos con faseolinas (C, Ca, T/H1, H) no asignadas inicialmente a esta raza mientras que la raza Chile no presentó las faseolinas C y H, también asignadas inicialmente como propias de esta raza (Singh et al., 1991). Los tipos de faseolinas encontrados en la raza Perú se ajustaron a las formas ya reportadas para esa región. En breve, los resultados indicaron que la faseolina no fue un carácter determinante para la asignación de genotipos de P. vulgaris L.

ÍNDICE DE PREVALENCIA

La pendiente suave de la gráfica para los índices de prevalencia (Figura 2) mostró los conjuntos de alelos comunes que se distribuyeron de manera continua; en el extremo de la curva se encontraron los genotipos que presentaron alelos raros o alto nivel de introgresiones (IP=0.51), lo que concuerda con datos de Islam et al., (2004). Los genotipos Mesoamericanos no formaron parte del grupo mayor Andino, presentaron bajos valores del índice de prevalencía y se situaron en el extremo de la curva. Los genotipos representantes de la raza Chile mostraron características que sugieren introgresión genética. Esto indica que el patrón de variabilidad de la raza Chile y los parámetros que la definen son diferentes del acervo Andino (Johns et al., 1997).
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CONCLUSIONES

Los marcadores SSR determinaron con mayor nivel de detalle la estructura y procesos de flujo genético de las razas andinas superando los marcadores RAPD, RFLP y AFLP.

El índice de similaridad de huellas genéticas resultó útil en la individualización de conjuntos de genotipos; sin embargo, es recomendable la aplicación de procedimientos tipo multivariados que permitan obtener mayor resolución de la información obtenida por medio de marcadores SSR.

El concepto de razas andinas de fríjol es susceptible de revisión pues los rasgos originalmente establecidos no concuerdan en algunas de las accesiones estudiadas.

Fue evidente la existencia de flujo de genes entre los genotipos que representan razas andinas de P. vulgaris y entre los acervos.
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