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RESUMEN

Teniendo en cuenta que la principal causa de la baja productividad en campo es la
sequia, y que la mayoria de métodos para contrarrestarle son costosos e
inasequibles para los agricultores de bajos recursos, se ha encontrado que el
mejoramiento genético es la mejor opcidn para incrementar o estabilizar la
produccion de frijol comun en condiciones de sequia. Por lo tanto el objetivo
principal de esta investigacion fue evaluar lineas de frijol provenientes de cruzas
inter/intra acervo, en condiciones de riego suplementario y secano con el fin de
seleccionar lineas tolerantes a estrés hidrico. Para el cumplimiento de este
objetivo se constituyeron dos poblaciones: Andino x Andino (AxA) y Andino x
Mesoamericano (AxM), las cuales fueron formadas por cruzas simples entre lineas
tolerantes a sequia ( 5 de origen andino y 5 de origen mesoamericano) y lineas
susceptibles a sequia de importancia agronémica en Zimbabwe, utilizando un
disefo estadistico Norte Carolina Il (Makunde, Beebe et al. 2007).

De la poblacién en Fsg desarrollada a partir de cruzas intra especificas (AxA)
(1260 lineas) se seleccionaron 162 lineas y de la poblacién desarrollada a partir
de cruzas interespecificas (MxA) (492 lineas) se seleccionaron 54 lineas, para un
total de 216 lineas elites tolerantes a sequia codificadas como lineas DAB (drought
andean bean). Posteriormente, se realizaron ensayos de rendimiento bajo un
disefio lattice con tres repeticiones. Se obtuvo como resultado principal, la
seleccién de las mejores 59 lineas DAB con rendimientos que estuvieron entre
1707 a 2682.32 kg ha™, con tamafios de semilla mediano o grande.

Se corrieron 74 marcadores moleculares de los cuales 50 fueron de tipo
microsatélites y 24 SNPs, estos a su vez fueron efectivos en la distincion de
acervos para los quince padres utilizados en las cruzas. Se encontré que el 98%
de los microsatélites y el 72% de los SNP, para un total de 65 marcadores
moleculares, fueron polimérficos para alguna de las familias estudiadas, lo cual es
importante para la realizacion de futuros experimentos de mapeo asociativo en
esta poblacion.

Palabras Clave: Frijol comun, sequia, fitomejoramiento, Microsatelites, SNP.



INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos del fitomejoramiento es llegar a satisfacer las
necesidades alimentarias del mundo, por tal motivo es necesario conocer y
caracterizar a fondo las diferentes fuentes de alimento y/o cultivos promisorios,
con el fin de aumentar la calidad y la produccién de los mismos (Allard 1980).

Dentro del grupo de las leguminosas comestibles, el frijol es una de las mas
importantes, ya que se distribuye en todos los continentes menos Antartida
(L6pez, Fernandez et al. 1985). Es considerado como uno de los cultivos mas
antiguos del nuevo mundo junto al maiz y la yuca, formando parte del alimento
basico de las Américas durante milenios. El frijol tiene una produccion total que
supera los 23 millones de toneladas métricas al ano. Los principales productores
son América latina y Africa, aportando con la mitad de la produccién mundial
(Broughton, Hernandez et al. 2003). El frijol comun es a menudo sembrado donde
las condiciones climaticas son desfavorables y los agricultores tienen una
disponibilidad minima de insumos para el mantenimiento de los cultivos. También
se ha estimado que el 60% de los cultivos de frijol son cultivados bajo el riesgo de
una sequia Intermitente o terminal (White and Singh 1991).

Teniendo en cuenta que la principal causa de la baja productividad en campo es
la sequia, se han implementado diferentes técnicas para contrarrestar los efectos
de la misma como: el riego suplementario y algunas practicas agronomicas
(empajado, empate, aporque, etc.). Sin embargo, han sido de poca utilidad ya que
el alto costo de la infraestructura necesaria y rubros asociados, impiden que los
agricultores de bajos recursos accedan a estas practicas. Por tal motivo el
mejoramiento genético se ha convertido en la mejor opcién para incrementar o
estabilizar la produccién de frijol comun en condiciones de sequia (Rosales-Serna,
Ramirez-Vallejo et al. 2000).

En mejoramiento genético se busca unir en una linea avanzada y/o variedad
diversas caracteristicas de importancia agronémica, en este caso se desea tener
caracteristicas que confieran la tolerancia a sequia, pero también otras
caracteristicas agrondmicas que sean de interés para el agricultor y el consumidor,
por ejemplo: el color de grano, la textura, la arquitectura de la planta, la resistencia
a insectos, etc. (Allard 1980).
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Una herramienta importante para acelerar este proceso de mejoramiento, es la
seleccidn asistida por marcadores (SAM. Seleccion asistida por marcadores), lo
cual busca el asociar marcadores moleculares a rasgos deseados y hacer
seleccion del marcador y no de la caracteristica fenotipica en un individuo y/o
poblacion, principalmente cuando las caracteristicas son de herencia cuantitativa
como lo es la tolerancia a sequia. El descubrir asociaciones con QTLs y/o loci para
tolerancia a sequia, permitira que los procesos de mejoramiento genético en una
poblacion se disminuyan tanto en tiempo como en costos.

El presente estudio tiene como objetivo principal evaluar y seleccionar lineas
provenientes de cruzas inter e intra especificas bajo estrés hidrico, con el fin de
obtener lineas tolerantes a sequia. El genotipificar los padres involucrados en la
cruzas como estudio preliminar para mapeo asociativo utilizando marcadores
moleculares microsatélites y SNPs (polimorfismos de un nucleétido). Los
resultados esperados a partir de esta investigacion, se consideran de gran valor,
ya que no solo aportara conocimiento en el ambito cientifico sino que también
ayudara a mitigar los efectos de la sequia en la agricultura.
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1. ANTECEDENTES

Aunque los escritos son pocos, se estima que el mejoramiento en frijol es posterior
a 1930, en las regiones de México y Brasil. En la region andina antes de 1930 solo
existian ocho estaciones experimentales, siete en Peru y una en Colombia donde
se realizaron los primeros ensayos de mejoramiento de frijol, en la década de los
40. El establecimiento de los programas agricolas de la fundacion Rockefeller en
México y Colombia permitié que el mejoramiento en frijol se intensificara (Voysest
2000). Desde entonces se han realizado diversas investigaciones encaminadas a
mejorar caracteristicas de importancia morfoagronémica en frijol coman como: la
resistencia a enfermedades, tolerancia a diversas condiciones del suelo, tolerancia
a sequia, etc. (Acosta-Gallegos and Adams 1991; Mufioz-Perea, Allen et al. 2006;
Beebe, Rao et al. 2008).

El proceso de mejoramiento para tolerancia a sequia en frijol comun ha sido lento,
aunque se han obtenido muchos avances en cuanto a los criterios a utilizar, para
seleccionar lineas tolerantes a estrés hidrico (White, Ochoa et al. 1994).
Actualmente el rendimiento se ha definido como el criterio mas claro para
seleccionar correctamente genotipos tolerantes a sequia, por lo cual se ha
utilizado en diversas investigaciones, incluyendo la presente (Acosta-Gallegos and
Adams 1991; Teran and Singh 2002). Sin embargo, Schneider (1997) Midi6 el
rendimiento en dos poblaciones, las cuales estaban compuestas por 78 y 95
lineas recombinantes, bajo condiciones de sequia y riego, y finalmente llego a la
conclusion que la media geométrica también es un buen indicador para
seleccionar lineas tolerantes a estrés hidrico.

También se han estudiado criterios de seleccion moleculares para tolerancia a
sequia, como es el caso de un estudio donde se realizé un analisis de SAM
(Seleccidn Asistida por Marcadores) para la caracteristica rendimiento en
condiciones de sequia. Mediante analisis de varianza y regresion multiple se
identificaron nueve RAPD (ADN polimorfico amplificado al azar), que fueron
asociados significativamente a rendimiento en condiciones de sequia, para las
poblaciones estudiadas. (Schneider, Brothers et al. 1997).

En mejoramiento convencional se ha reportado un incremento en el rendimiento
bajo condiciones de sequia a través de la hibridacion entre las razas y acervos
genéticos. Fuentes promisorias de genes para tolerancia a la sequia fueron
encontrados en cultivares dentro de las razas Jalisco y Durango de México
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(Acosta, Acosta et al. 1999; Rao 2001; Mufnoz-Perea, Teran et al. 2006). Hasta el
momento han sido mejoradas diversas lineas para condiciones de sequia en el
Centro Internacional de Agricultura Tropical, un ejemplo de ello es la linea BAT
477, que no solo es tolerante a sequia, sino que también es resistente a la
enfermedad Macrofomina. Una linea mas reciente en términos de tolerancia a
sequia es SEA 15 que resulto mejor adaptada que BAT 477 para condiciones de
estrés hidrico ya que puede traslocar mayor cantidad de asimilados a semilla,
aumentado su produccion (CIAT 2001).
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2. MARCO TEORICO

2.1. Mejoramiento genético vegetal

El hombre depende casi absolutamente de las plantas para su alimentacion. Todo
lo que consume sin excepcion, o es vegetal o deriva directamente de la vegetacion
como por ejemplo: la carne. El 99% de la comida es producida en tierra firme y
solo el 1% en el interior del océano, de las plantas también derivan directa o
indirectamente muchos de los productos que usamos a diario como la mayoria de
ropa, drogas, combustibles, materiales de construccion, etc (Vallejo and Salazar
2002). Al tener en cuenta la gran importancia de las plantas no es sorprendente
que el hombre hace mas de 1000 afios se haya preocupado por tener genotipos
mas aptos que pudieran satisfacer sus necesidades con el menor gasto de
recursos posibles. Sin embargo, el fitomejoramiento moderno nace alrededor de
1900 con el descubrimiento de las leyes de Mendel y los avances en la genética
(Allard 1980).

Los avances en la produccion de alimentos a partir de 1900 han sido progresivos y
sorprendentes, y sin duda ha beneficiado tanto a agricultores como a
consumidores, el mejoramiento vegetal ha dado origen a variedades o hibridos
cada vez mas productivos con mayor resistencia a hongos, bacterias, virus,
insectos, frio, calor, acidez, salinidad, sequia y con gran adaptacién a lugares
marginales donde es posible la agricultura. Sin embargo es necesario continuar
con la investigacién agricola ya que las necesidades tanto de los agricultores
como de los consumidores aumenta a causa del incremento poblacional de los
seres humanos (Allard 1980; Vallejo and Salazar 2002).

2.2. Método genealdgico

El método genealdgico consiste en seleccionar las mejores formas en las
sucesivas generaciones en segregacion, conservando datos de las relaciones
genitor-descendencia. En este método la seleccién puede tener inicio en la
generacion F; seleccionando los individuos que a juicio del mejorador pueda
producir la mejor descendencia, posteriormente en F3y F4 que ya muchos loci se
encuentran en estado de homocigosidad empezaran a aparecer caracteristicas
familiares, aunque pueden persistir diferencias entre plantas de una sola familia a
causa de la heterocigosidad, por lo tanto se pueden seleccionar las mejores
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plantas de las mejores familias. En las generaciones Fs y Fg el nivel de
homocigosis es alto, por lo cual el seleccionar dentro de familias resulta inoficioso,
por lo tanto se debe seleccionar familias para continuar adelante con el proceso de
mejoramiento (Allard 1980; Vallejo and Salazar 2002).

2.3. Definicion y Caracteristicas del Frijol Comun (Phaseolus vulgaris)

El frijol comun (Phaseolus vulgaris; 2n = 2x = 22) es la leguminosa alimenticia mas
importante para el consumo humano directo, ya que representa el 50% del grano
de leguminosas consumido en el mundo (Broughton, Hernandez et al. 2003). Se
produce en diversos sistemas de cultivo y ambientes, lo que hace del frijol comun
una especie cosmopolita (Gepts 2001).

El frijol comun es consumido principalmente como grano seco (maduro), grano
verde o grano verde en vaina. Cuando es consumido como semilla pueden ser
una importante fuente de hierro, fosforo, magnesio, manganeso y en menor grado
zinc, cobre y calcio (Beebe, Gonzalez et al. 1999). Ademas contiene el 22% del
peso de la semilla de proteina, que complementa los cereales de mas de medio
billon de personas principalmente en Africa y Latinoamérica (Gepts 2001;
Broughton, Hernandez et al. 2003).

La produccion anual de semilla de frijol es aproximadamente 23 millones de
toneladas al afo y su rendimiento promedio alrededor del mundo en desarrollo de
700 kg/ha, sin embargo en algunos paises el rendimiento se eleva hasta los 2000
a 3000 kg/ha (Gepts 2001; Broughton, Hernandez et al. 2003).

2.4. Descripcion de la Especie Phaseolus vulgaris
2.4.1. Descripcion morfoldgica

Phaseolus vulgaris es una planta herbacea anual que puede ser determinada o
indeterminada en el habito de crecimiento, diferenciandose principalmente por las
caracteristicas en la terminacion del tallo y de las ramas. Estas caracteristicas
pueden ser observadas después de la etapa reproductiva de la planta de frijol. Si
las ramas y el tallo terminan en forma de racimo la planta es de habito
determinado, y si por el contrario terminan en un meristemo vegetativo su habito
sera indeterminado (Figura 1) (Debouck and Hidalgo 1985).
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Figura 1. Habitos de crecimiento de la planta de frijol (Debouck and Hidalgo
1985).

La flor posee 10 anteras y un solo ovario multiovulado y es predominante la
autopolinizacion, su vaina puede ser recta o ligeramente curva y su semilla puede
ser redondeada, eliptica, aplanada o alargada (Miklas and Singh 2007). La unidad
de recursos genéticos del CIAT describe ocho grupos de colores los cuales son:
Blanco, crema, amarillo, marrén, rosado, rojo, morado y negro donde pueden
existir algunas asociaciones entre flores particulares y color de semilla. El tamafo
de grano se ha determinado a través del peso de cien semillas, y se clasifican en
pequefos (hasta 25 gr), medianos (25 — 40 gr) y grandes (desde 40 gr). La
combinacion de la forma, tamano y color de la semilla, dan origen a clases
comerciales, las cuales son fundamentales en el mercado de frijol comun en cada
region que es consumido (Voysest 2000).

2.4.2. Etapas de desarrollo

En el desarrollo del frijol comun se han identificado 10 etapas, las cuales se
encuentran enmarcadas dentro de algunos eventos fisiologicos importantes. Cada
etapa tiene un inicio en un evento de desarrollo que responde a cambios
fisiologicos en la planta, y termina donde inicia la siguiente etapa y asi
sucesivamente (Fernandez, Gepts et al. 1985; White, G. et al. 1988).

Cada etapa de desarrollo se identifica con base en un cédigo que consta de una
letra y un numero. La letra corresponde a la inicial de la etapa de desarrollo en la
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que se encuentra, donde “V” corresponde a la etapa vegetativa y R a la etapa
reproductiva. El numero va de 0 a 9 y corresponde la posicion o el momento en
que se encuentra cada etapa. (Figura 2) (Fernandez, Gepts et al. 1985).
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Figura 2. Etapas del Desarrollo de Phaseolus vulgaris (White, G. et al. 1988).

La etapas de desarrollo pueden ser afectadas en su duracion por diferentes
elementos como: el genotipo, el clima, las condiciones de fertilidad, las
caracteristicas fisicas del suelo, la luminosidad, la sequia, entre otros (Fernandez,
Gepts et al. 1985).

2.4.3. Genética del Frijol

El frijol comun en una planta diploide que tiene uno de los genomas mas
pequefos entre las leguminosas, se encuentra entre 450 y 650 Mpb/genoma
haploide. Tiene 11 cromosomas, los cuales miden entre 1 y 3 milimetros, pueden
ser metacéntricos o submetacentricos y poseen normal mitosis y meiosis (Gepts
2001). Durante algunos estados de desarrollo, cromosomas politenicos aparecen
en diversos tejidos como el pulvinus. Las secuencias altamente repetidas
comprenden el 20% del genoma, las cuales se encuentran principalmente en las
regiones de heterocromatina, y el ADN satelital se encuentra alrededor de los
centromeros.
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En cuanto a estudios de gendmica en frijol comun se han reconocido familias
pequefias de genes, como los genes de la actina donde se describieron seis
miembros. También se han descrito familias grandes, como los genes analogos de
resistencia y genes que codifican para las kinasas. Ademas se han identificado
muchos genes involucrados en resistencia, produccién de isoflavonas y color de la
testa (Broughton, Hernandez et al. 2003). En cuanto al color de testa por ejemplo:
Se ha encontrado que el color de semilla blanco es controlado por un solo gen vy
es dominante sobre el verde (Singh 1991). El color de testa es controlado por dos
pares de genes, RR y CC que producen el color blanco (R C), crema (r C), Rojo (R
), y rosado (r ¢). La orientacion de las venas es controlada por un par de genes,
siendo la irregular orientacion dominante. Las venas de color negro son
dominantes sobre las cafés (Safari 1974).

2.5. Origen, Domesticacion e Historia Evolutiva

El frijol comun tiene un origen en el nuevo mundo, y se ha comprobado a partir de
restos arqueoldgicos que han sido encontrados en Peru, México y el suroeste de
los Estados Unidos (Gepts and Debouck 1991). Es una de las cinco especies del
genero Phaseolus domesticadas que también incluye: P. dumosus (Macfady), P.
coccineus (Linneo), P. acutifolius (Gray), P. lunatus (Linneo). De estas el frijol
comun es la mas importante por su alto valor nutritivo para el consumo humano y
amplia aceptacion en diversas culturas (Gepts 2001).

En Phaseolus vulgaris se denominaron dos grandes acervos genéticos:
mesoamericano y andino, diferenciados por variaciones en la proteina faseolina,
en caracteristicas morfolégicas y moleculares (Blair, Giraldo et al. 2006). Estos
acervos fueron divididos en seis razas, donde el acervo andino se constituyo por
las razas Nueva Granada, Chile y Peru, y el acervo mesoamericano por las razas
Durango, Jalisco y Mesoamérica (Singh, Gepts et al. 1991; Voysest 2000). Desde
la domesticacion de Phaseolus vulgaris en América central y México, se ha
extendido esta especie a otras zonas de Ameérica, y posteriormente a Europa,
Africa, Asia y Oceania (Miklas and Singh 2007).

2.6. Generalidades de la Sequia:

El agua es muy importante en el crecimiento de cualquier planta, por lo tanto el
crecimiento y produccion de un cultivo de frijol comun depende de la disponibilidad
de este recurso. El agua juega un papel importante en varios procesos fisioldgicos

23



porque es utilizada por la planta como: reactivo en la fotosintesis, elemento
estructural, medio de transporte y fundamental en la regulacion de la temperatura
(Lopez, Fernandez et al. 1985).

La sequia puede afectar severamente el crecimiento de las plantas en general y el
rendimiento de los cultivos en la producciéon de alimentos. A nivel mundial los
impactos de la sequia y el cambio climatico sobre el rendimiento de los cultivos y
la produccién de alimentos, ha sido centro de estudio en muchas especies (Mishra
and Cherkauera 2010). Un ejemplo de ello, es el estudio donde usando datos del
Instituto Internacional de Investigacion en arroz fue determinado que el
rendimiento del arroz decrecié en un 10% por cada grado centigrado que se
incremento en las estaciones secas de los Estados Unidos de América (Peng,
Huang et al. 2004). Por otro lado, algunos experimentos y modelos basados en
cultivos sugieren también que el rendimiento en grano disminuye entre un 2.5% vy
16% en promedio, por cada grado centigrado que aumenta en la temperatura
estacional (Mishra and Cherkauera 2010).

2.6.1. Efectos de la sequia en frijol comun (Phaseolus vulgaris)

El efecto que tiene la sequia sobre el frijol comun depende de la etapa de
desarrollo, tipo y duracion del estrés. La mayor sensibilidad a condiciones de
sequia en frijol comun ocurre durante la etapa reproductiva, desde prefloracion,
hasta llenado de vainas, debido al incremento en la demanda de asimilados por
las estructuras reproductivas (Acosta-Diaz, Trejo-Lopez et al. 2004).

El estrés por sequia puede causar reducciéon en el rendimiento, biomasa, numero
de semillas y peso de 100 semillas hasta en un 60%. (Rosales-Serna, Ramirez-
Vallejo et al. 2000; Acosta-Diaz, Trejo-Lopez et al. 2004; Roghayeh, Mahmood et
al. 2008).

2.6.2. Mecanismos de tolerancia a sequia y criterios de seleccién en frijol
comun

En frijol comun se pueden encontrar diversos mecanismos de tolerancia a la
sequia que pueden estar ligados a caracteristicas morfolégicas, o a respuestas
fisiologicas. Algunos de estos mecanismos son:
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2.6.2.1. Escape alasequia

El hecho de que una planta de frijol comun tenga dentro de su ciclo fenolégico una
madurez temprana o tardia, puede permitirle tolerar el estrés hidrico, y completar
totalmente su ciclo fenoldgico.

Madurez temprana o precocidad: Cuando un cultivo de frijol empieza su ciclo
fenologico con una cantidad de agua substancial para su normal germinacion, y a
medida que pasa el tiempo el factor agua empieza a disminuir rapidamente, la
planta que tenga la capacidad de madurar apresuradamente podra aprovechar el
agua disponible antes de que se agote totalmente, pudiendo cumplir con su total
desarrollo (Rosales-Serna, Kohashi-Shibata et al. 2004).

Madurez tardia o recuperacion: Este mecanismo es provechoso cuando al inicio o
mitad del ciclo fenolégico hay una disminucidn del agua, pero es seguido de un
momento de bajo estrés o buena humedad, lo que permite que la planta pueda
recuperarse y completar su ciclo fenolégico normalmente (White and Singh 1991).

2.6.2.2. Tolerancia ala sequia con un alto potencial hidrico

La tolerancia fisioldgica puede tener uno o varios factores participando en la como
lo son: El crecimiento de las raices y modificaciones en la hoja (area, estomatal,
cantidad de clorofila, etc.).

Crecimiento de las raices: La tolerancia a la sequia esta asociada al crecimiento
de una raiz profunda y de grande biomasa, ya que, a mayor profundidad el suelo,
menor exposicion al sol y al calor, lo que impide el desecamiento a gran escala y
también entre mayor biomasa tenga la raiz mayor superficie tendra para tomar
agua del suelo (Sponchiado 1985).

Modificaciones en la hoja: La reduccion en el area total de la hoja, permite que
haya una reduccion en la pérdida de agua, sin embargo, la planta tendria una
menor area para realizar fotosintesis lo cual puede ser una desventaja, sin
embargo, en muchas ocasiones es compensada con un grosor de la hoja mayor y
mayor cantidad de clorofila (White and Singh 1991).
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La mayoria de las plantas tienen un patron diurno de apertura estomatal a causa
de su reloj bioldgico, de tal manera que la entrada de CO; ocurre simultaneamente
con la fotosintesis, la cual usa la energia de la luz para incorporar el CO; de la
atmosfera hacia carbohidratos. Sin embargo en condiciones de sequia, el frijol
comun realiza un cierre de estomas para impedir la perdida de agua por
evapotranspiracion durante el dia, pero a su vez, limita la fotosintesis ya que se
disminuye el flujo de CO, (Mencuccini, Mambelli et al. 2000; Lopez-Herrera, Pefa-
Valdivia et al. 2007).

la pigmentacién, mayor cantidad de ceras epicuticulares y/o tricomas permite que
haya mayor reflectancia en la hoja, lo cual disminuye la energia absorbida por la
hoja y reduce la temperatura, impidiendo la pérdida de agua (White and Singh
1991; Lopez-Herrera, Pefia-Valdivia et al. 2007).

2.6.2.3. Tolerancia a la sequia con un bajo potencial hidrico

Todos los mecanismos anteriores le ayudan a la planta de frijol a no perder y/o
utilizar mejor el agua, es decir, mantener todas sus funcionalidades fisiolégicas y
de crecimiento, en presencia de agua, sin embargo en algunas condiciones el
estrés hidrico aumenta de tal manera que puede disminuir el potencial hidrico de
la planta, por tal razén la planta de frijol también puede usar otros mecanismos
que le permitan continuar con sus procesos fisiolégicos y metabdlicos.

Mantenimiento de la turgencia: El mantenimiento de la turgencia en las células se
da por el ajuste osmotico que corresponde al incremento de solutos dentro de las
células, ya que por la presencia de solutos disueltos, disminuye la energia libre del
agua llegando a ser cero o tomar valores negativos. A medida que la
concentracion de soluto (es decir, el numero de particulas de soluto por unidad de
volumen de la disolucidén) aumenta, el potencial osmaético se hace mas negativo.
Sin la presencia de otros factores que alteren el potencial hidrico, las moléculas de
agua de las disoluciones se moveran desde lugares con poca concentracion de
solutos a lugares con mayor concentracion de soluto, lo que permite que la planta
absorba agua sin el gasto de energia (White and Singh 1991).
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2.7. Marcadores Moleculares

Para estimar la diversidad entre organismos, normalmente se han usado
marcadores morfoldgicos, sin embargo estos son influenciados en la mayoria de
los casos, por cambios ambientales. Los marcadores moleculares evitan muchas
de las complicaciones de efectos ambientales que actuan sobre los caracteres
morfologicos, puesto que, se centran directamente en la variacion a nivel de
secuencia o producto de genes simples, por esta razén en la actualidad son
ampliamente utilizados. Basicamente la importancia de estos se debe a que su
herencia es de tipo mendeliano y permite diferenciar individuos para suministrar
informacion acerca de la variabilidad genética, la estructura de las poblaciones,
pedigri, etc. (Konrad 1994).Sin embargo dependiendo de las caracteristicas
especificas de cada marcador molecular, pueden tener diferentes niveles de
calidad de informacion y costos, por tal motivo es necesario conocerlos muy bien
para discriminar si son los indicados en las investigaciones a realizar (Ferreira and
Grattapaglia 1998).

2.7.1. Microsatélites

Los marcadores moleculares tipo microsatélites son repeticiones en tandem 2 a 4
nucledtidos, se caracterizan por ser loci polimérficos presentes en el ADN nuclear
y comunes en organismos multicelulares (Ramel 1997). Se encuentran tanto en
zonas no codificantes como codificantes del ADN, pueden ser o no neutros,
codominantes y poseen una alta tasa de mutacién(Li, Korol et al. 2004), lo que los
hace muy polimorficos, dandole una importancia relevante en los analisis de
pedigri y QTLs (Ellegren 2004). Los microsatélites se clasifican de acuerdo al
numero de nucledtidos que posea el motivo (mono, di, tri, tetra, penta o
hexanucleétido) y segun su organizacion (Tabla 1) (Hoelzel 1998).
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Tabla 1. Clasificacion de los marcadores moleculares microsatélites, segun su
clasificacion (Hoelzel 1998).

CLASIFICACION EJEMPLO
Puro o perfecto Un solo motivo repetido n veces en serie. ej: (AC)gy
Puro interrumpido Un solo motivo repetido n veces, donde se intercalan nucleétidos
entre las distintas repeticiones. ej: (CA),AA(CA),,
Compuestos Dos o mas motivos repetidos en serie. ej: (GT),(TG);o

Compuestos interrumpidos Al menos uno de sus motivos presenta nucledétidos intercalados. ej:
(CT)4(GT),CTAT(GT)5

Complejos Combinaciones entre cualquiera de las clases anteriores, sin ningun

patron de orden definido. ej: (ACC)g+TG+(GA),+(TTA)s+GC+(TTA),

Complejos Interrumpidos Combinaciones de complejos con interrupciones dentro de una o
varias unidades repetitivas.

2.7.2. Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

El codigo genético es especificado por 4 nucledtidos representados por letras: A
(adenina), C (Citocina), T (Timina), G (Guanina), la variacion de un solo
nucledtido ocurre cuando uno de estos nucledtidos es reemplazado por otro.
Ejemplo: AAGGTTA — ATGGTTA. Esta es una secuencia de ADN Ila cual
cambia en el segundo nucledtido y pasa de una adenina a una timina, a este
fenomeno se le llama SNP (polimorfismo de un solo nucleétido) (Kwok 2003).

En los ultimos afios, los marcadores SNP han ganado un gran interés en el campo
cientifico y la comunidad de mejoradores genéticos, ya que brindan practicamente
un numero ilimitado de diferencias individuales, haciéndolo un marcador
potencialmente util (Ganal, Altmann et al. 2009). Actualmente los polimorfismos de
un unico nucledtido, estan siendo usados en diversos estudios como: mapas de
ligamiento, anadlisis de estructura poblacional, genética asociativa, aislamiento de
genes basado en mapas, y fitomejoramiento (Ganal, Altmann et al. 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar lineas de frijol provenientes de cruzas inter/intra acervo, en condiciones de
riego suplementario y secano con el fin de seleccionar lineas tolerantes a estrés
hidrico.

3.2. Objetivos especificos

e Desarrollar lineas avanzadas que sirvan como fuente de genes para
tolerancia a sequia en estudios posteriores.

e Genotipificar los padres que estuvieron involucrados en los cruces iniciales,
como informacion preliminar para estudios de pedigri y mapeo asociativo.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Metodologia de Campo

4.1.1. Genotipos experimentales

La semilla utilizada proviene del programa de mejoramiento de frijol andino en el
CIAT. Constituida a partir de lineas de importancia agronémica en Zimbabwe
(Red Canadian Wonder, CAL143, SUG131, PAN147, Natal Sugar), vy lineas
tolerantes a sequia incluyendo 5 de origen andino (RAA21, SEQ1003, SAB259,
ICA Quimbaya, ICA Palmar) y 5 de origen mesoamericano (SER8, SER16,
SER22, SEC16, SEQ11) (Makunde, Beebe et al. 2007) (Tabla 2 y 3).

Tabla 2.Caracteristicas de los padres utilizados en las cruzas.

LINEA ORIGEN Color de semilla Habito Respuesta a la Sequia
C1 Cc2

CAL 143 ANDINO 6 2 | Susceptible
NATAL SUGAR ANDINO 2 6 | Susceptible
PAN 127 ANDINO 2 6 Il Susceptible
R.C. WONDER ANDINO 6 Il Susceptible
SUG 131 ANDINO 2 6 Il Susceptible
AFR 298 ANDINO 6 | Tolerante
RAA 21 ANDINO 6 Il Tolerante
G 4523 ANDINO 6 2 | Tolerante
SEQ 1003 ANDINO 5 6 Il Tolerante
SAB 259 ANDINO 2 | Tolerante
SEC 16 MESOAMERICANO 6 1] Tolerante
SEQ 11 MESOAMERICANO 7 2 I Tolerante
SER 8 MESOAMERICANO 6 Il Tolerante
SER 16 MESOAMERICANO 6 I Tolerante
SER 22 MESOAMERICANO 6 1] Tolerante
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Figura 3. AFR298, CAL143, G4523, PAN127, RAA21 (Primera Fila) — RED
CANADIAN WONDER, SAB259, SEQ1003, NATAL SUGAR, SUG131 (Segunda
Fila) — SER8, SER16, SER 22, SEC16, SEQ 11 (Tercera Fila).

Con las lineas mencionadas anteriormente se constituyeron dos poblaciones:
Andino x Andino (AxA) y Andino x Mesoamericano (AxM). Las cuales fueron
formadas por cruzas simples entre lineas tolerantes a sequia (madres) y las lineas
de importancia agrondmica en Zimbabwe (Padres), donde cada una de las madres
fue cruzada con los 5 padres para un total de 50 cruzas, utilizando un disefio
estadistico Norte Carolina Il (Tabla 3). Algunas de las cruzas resultaron ser letales
por lo tanto no fueron consideradas (Tabla 3).

Tabla 3. Esquema de cruzas realizadas. Con la "X* se representa las cruzas
viables y analizadas.

g RED CANADIAN
% WONDER CAL 143 SUG 131 PAN 127 NATAL SUGAR
RAA 21 X X X X X
SEQ 1003 Letal X X X X
SAB 259 X X X X X
AFR 298 X X X X X
G 4523 X X Letal X X
SER 8 X X X X X
SER 16 X X X X X
SER 22 Letal X X X X
SEC 16 X X X X X
SEQ 11 X X X X X
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Las poblaciones fueron sembradas, en épocas de sequia (Ene — Abr y Jul — Oct)
en los afos 2005, 2006 y 2007, donde se realizaron tanto compuestos masales
(F41, F2, F3, F4) como selecciones individuales (Fs), con el fin de alcanzar lineas en
generaciones avanzadas Fsy Fs.7 y obtener el mayor porcentaje de homocigosis
en los genes, este proceso en plantas autogamas como el frijol comun se da en
campo por autopolinizacion. Cabe anotar que las selecciones individuales que se
realizaron en Fs no estuvieron dirigidas hacia tolerancia a sequia, sino a rasgos
morfoagronémicos de alta heredabilidad como: el color de grano, habito, etc.
Utilizando el método de mejoramiento genealdgico o pedigri. En este trabajo solo
se realizo la evaluacion de las lineas Fs y Fs7 en dos ciclos de evaluacion
realizados durante los anos 2008 y 2009.

Las poblacién en Fsg desarrollada a partir de cruzas entre genotipos andinos
(AxA) (1260 lineas), se sembré en Darién en un suelo Franco-arenoso clasificado
como Andic Dystrudept, con un pH de 5.5 (Inceptisol) y la desarrollada entre
genotipos mesoamericanos y andinos (MxA) (492 lineas), se sembré en Palmira
en un suelo Arcillo-Limoso y es clasificado como Aquic Haplustoll con un pH de
7.0 (Mollisol).

Por medio de la inspeccion en campo de caracteristicas fenotipicas (Dias a
Floracion, Dias a madurez, Habito), se seleccionaron lineas en campo para
después ser llevadas al laboratorio, y asi medir: Rendimiento, produccion por
planta, peso de 100 semillas, humedad de semilla y calidad comercial del grano.

A partir de la evaluacion se seleccionaron las lineas con mayor rendimiento y
caracteristicas morfo agronémicas de importancia, con el fin de codificarlas como
lineas DAB (Drought Andean Beans). Este grupo de lineas DAB se encuentra
constituido por 54 lineas provenientes de cruces inter acervo (MxA) y 162 lineas
DAB provenientes de cruces intra acervo (AxA).

En total 216 lineas DAB (el 12% de la poblacién Fsg), entraron a ensayos de
rendimiento en Palmira durante la estacion seca de Julio — Octubre 2009.

4.1.2. Localizacion del experimento y condiciones climéticas

La evaluacion y caracterizacion de las lineas en campo, se llevaron a cabo en dos
localidades del Valle del Cauca: En la finca la Lorena ubicada en Darién (03° 56'
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N, 76° 29' O: 1485 msnm) y en los lotes del CIAT ubicados en Palmira (03°31’ N,
76°18" O: 1001 msnm). En la ciudad de Palmira se evaluaron las lineas Fs.s que
provenian de cruces inter acervo (Mesoamericano x Andino) y en la localidad de
Darién las lineas provenientes de cruces intra acervo (Andino x Andino) durante la
estacion seca: Junio — Octubre del 2008. Posteriormente se seleccionaron las
mejores lineas (54 MxA; 162 AxA) con las cuales se realizaron ensayos de
rendimiento en la ciudad de Palmira, dentro de las instalaciones del Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) durante la estacidon seca: Enero — Abril
del 2009. El analisis de suelos de las localidades en las cuales se realizé el
estudio se encuentra registrado en la Tabla 4.

Tabla 4. Analisis de suelos de Palmira y Darién (Julio 2008)

Localidad pH MO P-Brayll K Ca Mg Al Na CiC S B Fe Mn Cu Zn TEXTURA
(Un) (g/kg) (mg/kg) (cmol/kg) (mg/kg)

Palmira 7.7 13.2 70.5 0.7 11.5 7.2 0 21 284 | 22 17 12 275 03 1.2 Arcillo limoso
Darién 5.7 4.1 4.1 0.4 9.8 7.2 0 0.5 227 | 37 05 17 148.7 3.9 5.3 | Franco arenoso

Determinaciones Método

pH pH agua 1:1

MO Material organica Walkey-black espectrom

P-Brayll Fosforo Bray Il espectrometria

K, Ca, Mg, Na Potasio, calcio, magnesio y sodio intercambiable Ab. At

Al Aluminio cambiable (KCI 1M) Vol

CIC Capacidad de intercambio cationico (amonio acetato)

S Azufre extractable (fosfato de Ca) Turbidimetro

B Boro en agua caliente (Espectrometria, Azom)

Fe Hierro, manganeso, cobre, zinc extractable doble acido de Ab. At

TEXTURA Bouyoucos

FUENTE: LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS CIAT.

Se realiz6 un registro de los parametros climaticos con una estacion climatologica
Davis advantage Pro2 Weather station Series 6162C (David Instrument) en la
localidad de Palmira. Mientras que en la localidad de Darién se registraron con
una estacion climatolégica compuesta HOBO Event 1996 (ONSET Computer
Corp) y HOBO Microstation logger modelo H21-002.

La figura 4 corresponde a las condiciones climaticas en la localidad de Palmira
durante la estacion seca Julio — Octubre 2008 donde se sembré la poblacién MxA
(Fs:6), con una temperatura maxima que oscilaba entre los 24.5 y 35 °C, con un
promedio de 30°C. Una temperatura minima que oscilaba entre 16.6 — 21 °C con
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un promedio de 19 °C. La precipitacion total fue de 163.5 mm, distribuidos
irregularmente. La evaporacion total fue de 416.8 mm, se determino como sequia
intermitente. En el cultivo se realizaron dos riegos, uno de ellos fue realizado en
el dia 1 después de la siembra, llamado riego de germinacién y posteriormente se
realizo otro riego a los 15 dias después de la siembra.

= Precipitacion Total Evaporacion Total

30 - r 35

Temperatura Maxima Temperatura Minima

25 -

20 -

Temperatura 2C

10 4

MY L M

0 \‘\\II'\I\I\I\\\\\\\\I\I\I\I\\\\\\\\I\II\'I\\\\\\\\I\II\II'\I\\\\\\\\I\I\I'\I\\\\\\\l\l\l\ll\\\\‘ 0

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86

Precipitacion y evapotranspiracion (mm)

Dias Despues de la Siembra

Figura 4. Condiciones climaticas en la localidad de Palmira durante la estacion
seca Julio — Octubre de 2008 (Selecciones Fs.s de lineas MxA).

La figura 5 Corresponde a las condiciones climaticas en la localidad de Darién
durante la estaciéon seca Julio — Octubre 2008, con una temperatura diaria maxima
que oscilaba entre los 20.2 y 26 °C, y una temperatura diaria minima que oscilaba
entre los 13.3 y 19.9 °C. La precipitacion total fue de 280 mm, distribuidos
regularmente.
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Figura 5. Condiciones climaticas en la localidad de Darién durante la
seca Julio — Octubre de 2008 (Selecciones Fs.¢ de lineas AxA).
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En la figura 6 se puede observar las condiciones climaticas en la localidad de
Palmira durante la estacion seca: Enero — Abril del 2009, con una temperatura
maxima que oscilaba entre los 23.8 y 33°C con un promedio de 30.5°C y una
temperatura minima que oscilaba entre 17.4 y 21.3°C con un promedio de 19.4
°C. La precipitacion total fue de 270.2 mm distribuidos irregularmente. La
evaporacion total fue de 408.6 mm, correspondiente a un sequia intermitente.
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Figura 6. Condiciones climaticas en la localidad de Palmira durante la estacion de
seca Enero — Abril de 2009 (Ensayo de rendimiento de lineas DAB Fs.7).

4.1.3. Humedad del suelo

Con el fin de tener certeza de que los tratamientos fueron expuestos a condiciones
diferenciales de estrés hidrico, se midié la tension matricial del suelo, que se
define como la fuerza que las raices deben emplear para extraer agua del suelo,
reflejando la humedad del mismo (C.C. Shock, R. Flock et al. 2006). Por lo general
un sensor matricial granular (GMS) instalado en un suelo de textura media, indica
un suelo completamente seco con tensiones mayores a 80 centibares (C.C.
Shock, R. Flock et al. 2006), por lo tanto este valor fue nuestro punto de referencia
para determinar estrés hidrico en los ensayos de rendimiento.

Los sensores matriciales fueron instalados a 5 profundidades diferentes en cada
uno de los tratamientos: 0-5 cm, 5-10 cm, 10-20 cm, 20-40 cm y 40-60 cm con el
fin de cubrir la mayor area posible en la cual la planta de frijol puede absorber
agua con sus raices, teniendo en cuenta que la especie Phaseolus vulgaris tiene
un crecimiento maximo promedio de raices que va entre 50-70 cm de profundidad
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(Cortez 2003) y utiliza generalmente el agua disponible en la parte superior del
suelo (50 cm) (Mufioz-Perea, Allen et al. 2006).

4.1.3.1. Riego suplementario (Lote K3 - CIAT).

El tratamiento de riego suplementario, por errores de logistica, estuvo sin riego
aproximadamente 20 dias, (desde el dia 33 al dia 51 después de la siembra)
(Figura 8), unicamente recibié agua a causa de las precipitaciones, por lo cual los
niveles de sequia del suelo llegaron hasta los 170 centibares en los sensores que
se encontraban hacia la superficie y 50 centibares en los sensores mas profundos.
Este suceso estreso las plantas de frijol exactamente en época reproductiva (R6 -
R8), que es la época que presenta mayor sensibilidad a condiciones de sequia en
frijol comun (Acosta-Diaz, Trejo-Lopez et al. 2004) por lo cual, los tratamientos
fueron determinados como SlI que corresponde a estrés hidrico intermitente
durante todo el ciclo fenolégico (Figura 9) y SR que corresponde a sequia
solamente en época reproductiva (Figura 8), es decir que no se pudo tener un
control de riego, por el contrario se contrastaron dos ambientes de sequia.

Las condiciones climaticas durante la época de siembra, también nos indican que
hubo estrés hidrico en las plantas ya que la precipitacion total fue de 270.2 mm
distribuidos irregularmente y la evapotranspiracion total fue de 408.6 mm, es decir
que la evapotranspiracion fue 138 mm mayor que la precipitacion, conllevando al
continuo desecamiento del suelo. Por lo tanto la estacién seca de Enero — Abril del
2009 fue adecuada para la evaluacién de las lineas DABs. El hecho de tener
certeza de que las plantas fueron expuestas a estrés hidrico, permite aseverar que
los resultados obtenidos a partir de este ensayo tienen una alta validez y
reproducibilidad.
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Figura 7.Humedad del suelo (centibares) en cinco profundidades (cm), durante el
tiempo de desarrollo del frijol (Palmira 2009A), Lote K3 — tratamiento SR.

4.1.3.2. Sequia Intermitente (Lote O, - CIAT)

La Figura 9 muestra como aproximadamente el 50% del tiempo, en el cual
estuvieron las lineas DAB sembradas, los sensores marcaban 80 o mas
centibares en todas las profundidades. Los sensores que fueron instalados a
menor profundidad (0-5, 5-10, 10-20 cm), fueron aquellos que mas fluctuaron en
las mediciones, debido a que posiblemente, el agua de lluvia al chocar con el
suelo facilité la compactacion de su superficie disminuyendo la capacidad de
infiltracion, y el agua que caia mediante lluvia 0 que se regaba, se evaporaba
rapidamente. También la textura arcillo-limosa del suelo de Palmira dificultd la
infiltracién del agua ya que los espacios vacios entre particulas son muy pequefos
6 no los hay (Buol, Hole et al. 1983), impidiendo que el agua continuara hacia mas
de 20 cm de profundidad. Esto se pudo corroborar con los datos que se obtuvieron
de los sensores mas profundos (20-40 y 40-60 cm) que marcaron una desecacion
del suelo continua y gradual hasta llegar a un punto maximo de 160 centibares
(Figura 9).
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Es importante sefialar que el 70% de la humedad extraible del suelo por las raices
en general se realiza en la primera mitad (50%) de su profundidad efectiva. El frijol
comun al tener un crecimiento maximo promedio de las raices de 50 a 70 cm
(Cortez 2003), no pudo tener una eficiente obtencion de agua de los 30 — 70 dias
después de sembrado aproximadamente, ya que los sensores de humedad
mostraron desecamiento en el suelo aun a 60 cm de profundidad.

s Precipitacion —_—0-5 5-10 10-20 —20-40 —A40- 60

220 - RS — RS | | RE—R9 - 35

200 A
- 30
180

160 - 25

140

- 20
120

100
- 15

Humedad en Ce ntibares
Precipitacion (mm)

80
60 - 10
40 -

20 4

30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70

Dias despues de siembra

Figura 8. Humedad del suelo (centibares) en cinco profundidades (cm), durante el
tiempo de desarrollo del frijol (Palmira 2009A), lote O2 — tratamiento SlI.

4.1.4. Diseio Experimental

En total 216 lineas DAB se sembraran en subgrupos. Las 162 lineas intra-acervo
(AxA) fueron divididas por color de grano (rojo, rojo moteado y crema moteado)
para formar 3 grupos de 54 lineas cada uno. Cada grupo se sembré en un disefio
lattice simple 8x8 con tres repeticiones, teniendo como testigos los padres
involucrados en las cruzas y un testigo comercial: Diacol Calima de origen Andino.

En el caso de la poblacion de cruzas inter-acervo (MxA) constituida por 54 lineas,
fue sembrada en un lattice simple 8x8 con tres repeticiones, en dos ambientes:
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estrés por sequia y el control de riego suplementario. Como testigos fueron
incluidos los padres involucrados en las cruzas y dos variedades comerciales:
Tiocanela y Diacol Calima.

El tamafio de la parcela fue de 3.09 m x 0.6 m, con una distancia entre plantas de
7 cm lo cual da una densidad de siembra aproximada a 200.000 plantas por
hectarea.

4.1.5. Caracteres Evaluados

4.15.1. Variables cuantitativas

e Rendimiento: Medicion en gramos, el cual corresponde al peso total de las
semillas recolectadas por genotipo.

e Produccion por planta: Medicibn en gramos, que corresponde al
produccion total dividido entre el numero de plantas cosechadas.

e Humedad de semilla: Medicion dada en porcentaje de humedad, por 240
gramos de semilla.

e Peso de cien semillas: Medicion dada en gramos, la cual corresponde al
peso de 100 semillas de cada uno de los materiales, brindando informacién
del tamafio de grano.

Peso de cien semillas: Hasta 25 gr = Tamano pequeno
25-40gr = Tamafno mediano
Mayor de 40 gr = Tamano grande

Humedad de Suelo: Medicién de la tension matricial del suelo (TMS),
reflejando el nivel de humedad del mismo, este se midid6 con un tensiémetro
marca lrrometer (Watermark), Por lo general, un tensiometro instalado en un
suelo de textura media indica lo siguiente:
e 0-10 cb indica que el suelo esta saturado.
e 10-20 cb indica que el suelo esta cerca de su capacidad maxima de
retencion de humedad.
e 2060 cb es la TMS tipica antes de regar, variando segun el cultivo, la
textura del suelo, la meteorologia y el método de riego.
e 80 cb indica suelo seco.
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e Dias a floracion: Corresponde al numero que dias que demora el genotipo a
partir del dia de siembra, en florecer al menos el 50% de las plantas
sembradas.

e Dias a madurez fisiolégica: Corresponde al numero que dias que demora el
genotipo a partir del dia de siembra, en llenar a totalidad al menos el 50% de
las plantas sembradas.

4.1.5.2. Variables cualitativas

e Color de semilla: Corresponde tanto al color primario como al secundario,
teniendo en cuenta la distribucion de los mismos en la semilla (moteado,
jaspeado o rayado)(Voysest 2000).

1. Blanco 2. Crema

3. Amairillo 4. Café — Marron
5. Rosado 6. Rojo

7. Morado 8. Negro

9. Otro

e Habito: Corresponde al tipo de crecimiento en las plantas de frijol el cual
puede ser determinado o indeterminado de acuerdo a las caracteristicas de
la parte terminal del tallo y de las ramas.

e Arquitectura: Corresponde a una medicion cualitativa que esta dada en
una escala de 1 a 5, siendo 1 el mejor y 5 el peor, solo fue tomada en la
generacion Fs.

4.1.6. Cosecha de Plantas

La cosecha de las plantas se realiz6 de manera manual, contando numero de
plantas cosechadas por genotipo, con el fin, de poder medir la producciéon por
planta. Se realizé6 un compuesto masal por cada uno de los materiales en las
generaciones FsgYy Fs.7.
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4.1.7. Andlisis de los Datos

Con los datos obtenidos a partir de las variables cuantitativas se realizé un analisis
de varianza por ensayo de rendimiento, con el fin de conocer las relaciones entre
genotipos. En el caso de las lineas MxA se realiz6 un andlisis de varianza
combinado entre los ambientes de estrés hidrico y riego. También se realizaron
correlaciones de Pearson entre las variables fenotipicas medidas, con el fin de ver
las relaciones existentes entre las mismas e identificar posibles estrategias de
tolerancia a sequia en las lineas DAB. Este analisis se realiz6 para cada de las
poblaciones por separado utilizando el programa SAS versién 9.1.

4.2. Metodologia de Laboratorio

4.2.1. Extraccion de ADN

Se envolvieron 10 semillas por cada linea en papel de germinacién, se
sumergieron durante 8-10 dias en agua bidestilada y autoclavada. Después de
germinacion, se tomaron 3 trifolios por linea en un tubo de 2 ml, y se maceraron
en nitrégeno liquido. A partir de este tejido vegetal macerado se extrajo ADN de
los 15 padres involucrados en las cruzas, por medio del método de extraccion
CTAB (Afanador, Hadley et al. 1993). La calidad del ADN se verifico en geles de
agarosa al 1% (electroforesis horizontal), y la cuantificacion del mismo se realiz6
mediante el programa Quantity One v 4.0.3.

4.2.2. Evaluacion de marcadores moleculares

Se evaluaron 50 marcadores moleculares tipo microsatélites fluorescentes (Tabla
5) (Gaitan-Solis, Duque et al. 2002; Blair, Pedraza et al. 2003) y 22 SNP (single
nucleotide polymorphism) (Ramirez, Graham et al. 2005; Galeano, Gémez et al.
2009)(Tabla 7) en los padres que estuvieron involucrados en los cruces, con el fin
de genotipificarlos y observar relaciones genéticas entre los mismos, como estudio
preliminar de futuras investigaciones sobre mapeo asociativo.
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Tabla 5. Marcadores moleculares tipo microsatélites fluorescentes evaluados en
padres.

No. Primer 1D Secuencias Primer Forward pbmin pbmax Panel Fluor Tipo Ht Motivo
1 BM170 AGC CAG GTG CAA GAC CTT AG 155 192 0B PET GENOMIC 0.877 (CT)sCCTT(CT)y2
2 CAC ATT GGT GCT AGT GTC GG 226 230 0B GENOMIC 0.683 (CT)sCA(CT),GTTT(CT),
3 BM185 AAG GAG GTT TCT ACCTAATTCC 105 117 0B VIC GENOMIC 0.833 (CTN)12
4 BMd36 CAT AAC ATC GAAGCC TCACAG T 164 180 0B FAM GENOMIC 0.762
5 BM212 AGG AAG GGA TCC AAAGTC ACT C 196 214 1A FAM GENOMIC 0.517 (CA)13
6 AAG GAG AAT CAG AGA AGC CAA AAG 290 320 1A GENOMIC 0.913 (GA)s5
7 BM157 ACT TAA CAA GGA ATA GCC ACACA 100 130 1A VviIC GENOMIC  0.51 (GA)s6
8 BMy02 CAATCC TCT CTC TCT CAT TTC CAATC 148 160 1A PET GENIC 0.577 (GA)11
9 BMd40 AAC CTT CTT GCG CTG ATC TC 190 213 1B FAM GENOMIC 0.801 (AT)s
10 CAG TAA ATA TTG GCG TGG ATG A 232 255 1B GENOMIC 0.716 (ATT)g
11 BM152 AAG AGG AGG TCG AAA CCT TAAATC G 92 138 1B VIC GENOMIC 0.897 (GA)z
12 BM161 TGC AAA GGG TTG AAA GTT GAG AG 148 190 1B PET GENOMIC 0.873 (GA)7(GA)s
13 GATS91 GAG TGC GGA AGC GAG TAG AG 210 275 5a 6-FAM  GENOMIC 0.914 (GA)11
14 TTC ATC CTC TCT CCC GAA CTT 176 190 5a GENIC 0.723 Ccn7
15 BMd20 GTT GCC ACC GGT GAT AAT CT 118 132 5a VIC GENIC 0.799 (TA)5
16 BM172 CTG TAG CTC AAA CAG GGC ACT 82 110 5a PET GENOMIC  0.58 (GA)23
17 TCG CCT TGAAACTTC TTGTATC 142 190 5b GENOMIC  0.88 (CA)18(TA)7
18 BM175 CAA CAG TTA AAG GTC GTC AAATT 160 195 5b VIC GENOMIC 0.749 (AT)5(GA)19
19 BM200 TGG TGG TTG TTA TGG GAG AAG 227 295 5b 6-FAM  GENOMIC 0.893 (AG)10
20 BM205 CTA GAC CAG GCA AAG CAA GC 135 153 5b PET GENOMIC 0.707 (GN11
21 BM139 TTA GCA ATA CCG CCA TGA GAG 84 118 6a PET GENOMIC 0.632 (CT)25
22 BM156 CTT GTT CCA CCT CCC ATC ATA GC 210 315 6a 6-FAM  GENOMIC 0.818 (CM32
23 BMyO01 GAG GGT GTT TCACTATTG TCACTG C 152 172 6a VviIC GENIC 0.941 (€T
24 CGT GCT TGG CGA ATA GCT TTG 183 265 6a GENOMIC  0.58 (GA)15(GAA)5
25 TCA CGT ACG AGT TGAATC TCAGGA T 161 168 6b GENIC 0.729 (AG)8
26 BMdO1 CAA ATC GCA ACA CCT CAC AA 165 199 6b 6-FAM GENIC 0.941 (AT)9
27 BMd02 AGC GAC AGC AAG AGA ACC TC 100 110 6b PET GENIC 0.631 (CGG)8
28 BMd16 ATG ACA CCA CTG GCC ATACA 135 150 6b VIC GENIC 0.527 (CATG)4
29 BM201 TGG TGC TAC AGA CTT GAT GG 94 114 7a PET GENOMIC  0.82 (GA)15
30 AGO1 CAT GCA GAG GAA GCA GAG TG 126 142 7a VIC GENOMIC 0.483 (GA)8GGTA(GA)5GGGGACG(AG)4
31 BM140 TGC ACA ACA CAC ATT TAG TGA C 160 210 7a 6-FAM  GENOMIC 0.459 (GA)30
32 GAA CCT GCA AAG CAA AGA GC 114 117 7a GENOMIC (GA)5AACAGAGT(GA)8
33 BM187 TTT CTCCAACTCACTCCTTTCC 150 226 7b VIC GENOMIC 0.854 (CT)10T(CT)14
34 BMd17 GTT AGA TCC CGC CCA ATA GTC 100 118 7b PET GENIC 0.676 (CGCCAC)6
35 CTC AAATCT ATT CAC TGG TCA GC 134 160 7b GENOMIC 0.839 (TO)14
36 BMy09 GGG AGG GTA GGG AAG CAG TG 170 330 7b 6-FAM GENIC 0.945 (TA)22
37 BM143 GGG AAA TGA ACA GAG GAA A 118 176 8a PET GENOMIC 0.892 (GA)35
38 BM149 CGA TGG ATG GAT GGT TGC AG 242 258 8a 6-FAM 0.32 (TGC)6(TAG)3
39 BM137 CGC TTA CTC ACT GTA CGC ACG 122 238 8a VIC GENOMIC 0.937 (CT)33
40 GGC TGA CAA CAACTC TGC AC 320 330 8a GENIC 0.379 (TCT)4
41 BMd47 ACC TGG TCC CTC AAA CCA AT 128 154 8b PET GENIC 0.573 (AT)5
42 BM141 TGA GGA GGA ACA ATG GTG GC 160 350 8b 6-FAM  GENOMIC 0.813 (GA)29
43 PVCCTO01 CCAACCACATTC TTC CCT ACG TC 137 158 8b VIC GENIC 0.684 (AT)12
44 TTG CCATCG TTG CTT AAT TG 163 202 8b GENIC 0.722 (AG)6
45 BMd51 CGC CAATTC TTC AAC CCT AA 107 118 9a PET GENIC 0.407 (CN5
46 BMd18 AAA GTT GGA CGC ACT GTG ATT 156 242 9a 6-FAM GENIC 0.774 (TGAA)3
47 BMy05 AAG GAT GGG TTC CGT GCT TG 156 166 9a VIC GENIC 0.481 (AT)4(T)2
48 AAT GCG TGA GCA TGA TTA AGG 186 192 9a GENOMIC 0.534 (AT)5
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La amplificacion de los microsatélites marcados con fluorocromos fue realizada en
el CIAT mediante la metodologia utilizada en el laboratorio de Caracterizacion de
Germoplasma de Frijol (Blair, Diaz et al. 2009). El analisis automatico fue
realizado en el centro de recursos biotecnolégicos (BRC) de la Universidad de
Cornell NY-USA utilizando el secuenciador de ADN Applied Biosystem 3730xI
(Applied Biosystem, Foster City, Calif) (Figura 7).

En la tabla 6 aparecen los diferentes fluorocromos disponibles para la deteccién y
determinacién de varios tamafnos de diversos fragmentos en una sola carrera
electroforética. El tipo de marcaje esta condicionado por el tipo de analizador, en
este caso se utilizo el set de tintes DS-33 (Joe et al., 2004).

Tabla 6. Set de tintes estandar Applied Biosystems para aplicaciones de
genotipaje.

Set de
Tintes DS-02 DS-20 DS-30 DS-31 DS-32 DS-33 DS-34 DS-40
Filtro E5 A D D F G5 C S

Tinte Azul dR110 5-FAM™  6-FAM™ 6-FAM 5-FAM 6-FAM 6-FAM 6-FAM
Tinte

Verde dR6G JOE™ HEX™ VIC® JOE VIC TET™ dR6G
Tinte dTAMRA

Amairillo ™ TAMRA™ NED™ NED NED NED HEX

Tinte Rojo dROX™ ROX™ ROX ROX ROX PET® TAMRA

Secuenciador
ABI3730

Software colector
de datos

iy ik oo
N - et
Software Auto-analizador "’ ‘}l i s
GeneMapper -

Figura 9. Diagrama del procedimiento que sigue la muestra a analizar (Joe,
Wheaton et al. 2004).
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La genotipificacion de los SNP evaluados fue realizada mediante la técnica
Kaspar, la cual es realizada con la tecnologia de PCR en tiempo real con
oligonucledétidos marcados fluorescentemente (Cuppen 2007).

Tabla 7. SNP evaluados en Padres.

Nombre SNP Caracteristica Interés Ref. Tipo SNP

ASR1_160 Abscisic stress ripening protein homolog ADOC Genomico  [T/C]
ASR1_232 Abscisic stress ripening protein homolog ADOC Genomico  [C/T]
DREB2A_246 AP2/ERF domain-containing transcription factor ADOC Genomico  [C/T]
DREB2A_332 AP2/ERF domain-containing transcription factor ADOC Genomico [A/G]
DREB2B_167 AP2/ERF domain-containing transcription factor ADOC Genomico  [C/T]
ER_50 ER (ERECTA); transmembrane receptor protein kinase ADOC Genomico  [C/T]
ER_536 ER (ERECTA); transmembrane receptor protein kinase ADOC Genomico  [T/C]
SS1_74 Sucrose syntase ADOC Genomico  [G/A]
BSNP_12_C2533 Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplast precursor [Nicotiana tabacum] Ramirez  Genico [T/G]
BSNP_14_C2541 40S ribosomal protein S3 [Arabidopsis thaliana] Ramirez  Genico [C/G]
BSNP_15_C2545 Ferritin, chloroplast precursor [Phaseolus vulgaris] Ramirez  Genico [T/C]
BSNP_16_C2551 Hypothetical protein At5g42050 [Arabidopsis thaliana] Ramirez  Genico [C/G]
BSNP_17_C2553BES Aminotransferase 2 [Cucumis melo] Ramirez  Genico [G/A]
BSNP_18_C2556 ATP synthase B’ chain, chloroplast precursor [Spinacia oleracea] Ramirez  Genico [T/A]
BSNP_19_C2561 Photosystem | subunit XI [Nicotiana attenuata] Ramirez  Genico [T/C]
BSNP_22_C2574 Molecular chaperone Hsp90-2 [Nicotiana benthamiana] Ramirez  Genico [G/A]
BSNP_23_C2580 Omega-6 fatty acid desaturase, endoplasmic reticulum isozyme 2 [Glycine max] Ramirez  Genico [T/C]
BSNP_28_C2620 S-adenosyl-L-methionine decarboxylase [Phaseolus lunatus] Ramirez  Genico [C/G]
BSNP_29_C2625 Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplast precursor [Pisum sativum] Ramirez  Genico [A/T]
BSNP_3_C2294 Steroid 5-alpha reductase [Cicer arietinum] Ramirez  Genico [T/C]
BSNP_4_C2348 S-adenosyl-L-methionine Mg-protoporphyrin IX methyltranserase [Nicotiana tabacum] Ramirez  Genico [A/C]
BSNP_5_C2391 ATP synthase delta chain, chloroplast precursor [Pisum sativum] Ramirez  Genico [G/A]
BSNP_6_C2402 Myo-inositol-1-phosphate synthase [Glycine max] Ramirez  Genico [C/T]
BSNP_8_C2493 Serine hydroxymethyltransferase [Arabidopsis thaliana] Ramirez  Genico [T/C]

Esta genotipificacion se realizé con el fin de obtener resultados preliminares, para
iniciar estudios enfocados en analisis de pedigri y mapeo asociativo para
tolerancia a sequia, usando como modelo investigaciones en otros campos.
(Malosetti, Linden et al. 2007).

Con los datos obtenidos se realizé un analisis de genética descriptiva tanto para
los marcadores moleculares como para los individuos evaluados mediante el
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programa GENALEX version 6 (Brown and Weir 1983; Hartl and Clark 1997;
Hedrick 2000; Peakall and Smouse 2006). También un estudio poblacional con el
fin de ver las relaciones existentes entre los padres. El numero de poblaciones (K)
fue confirmado por medio de un analisis bayesiano de Monte Carlo con cadenas
Markov (MCMC), utilizado por el programa STRUCTURE (Falush, Stephens et al.
2003). Se realizaron 15 ejecuciones del programa, con un numero K que iba de 2
a 4. Para cada ejecucion se realizaron 50000 repeticiones tanto de entrenamiento
como para MCMC. El numero de poblaciones mas probable se decidio a partir del
indice de Evanno (2005).

Se realiz6 un dendograma a partir de la matriz de disimilaridad de DICE (método
Neiborth-joining), utilizando el programa DARWIN versién 5.0.148 (Perrier and
Jacquemoud-Collet 2006). Y un analisis tridimensional de coordenadas
principales mediante las distancias genéticas utilizando el programa GENALEX
version 6 y graficado a través del programa XLSTAT version 7.5.2
(http://www.xlIstat.com/indexes.html).

Tabla 8. Ecuaciones utilizadas en genética descriptiva.

Ne Numero efectivo de alelos 1/ (Z pi®) (Brown and Weir 1983)
| | Indice de informacion de Shannon | -1* X (pi * Ln (pi)) | (Brown and Weir 1983)
Ho Heterocigosidad observada No. of Hets / N (Hartl and Clark 1997)
He Heterocigosidad esperada 1-% pi® (Hartl and Clark 1997)
F Indice de fijacion (He - Ho) / He (Hartl and Clark 1997)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El método de mejoramiento que se uso para esta investigacion fue el genealdgico
o pedigri modificado, ya que ofrece diversas ventajas como el hecho de permitir
descartar genotipos indeseables y concentrar el esfuerzo en aquellos genotipos de
importancia, permite también cultivar un menor nimero de plantas dentro de cada
cruzamiento, y estudiar la herencia de los diferentes caracteres (Vallejo and
Salazar 2002). El hecho de poder seguir la herencia de caracteristicas fenotipicas
y moleculares es muy importante en esta investigacion ya que la poblacion en un
futuro sera usada para estudios genéticos de mapeo asociativo y pedigri.

Las poblaciones que se generaron a partir de los cruces inter e intra acervo fueron
sembradas en épocas de sequia (Ene — Abr y Jul — Oct), donde se realizaron tanto
compuestos masales (F4, F2, F3 F4) como selecciones individuales (Fs). El hecho
de avanzar las lineas en generaciones por autopolinizacion, condujo a la
homocigosis de las mismas en la Fs¢, es decir que la descendencia de una semilla
no presento normal segregacion genética, por lo tanto las variaciones observadas
dentro de una linea fueron en su mayoria determinadas por el componente
ambiental (Vallejo and Salazar 2002). Las selecciones individuales que se
realizaron en Fs no estuvieron dirigidas hacia tolerancia a sequia, sino a rasgos
morfoagronomicos de alta heredabilidad como: el color de grano, habito, etc. El
hecho de seleccionar lineas en generaciones tempranas para una caracteristica
cuantitativa como lo es la tolerancia a sequia, puede conllevar a desechar
genotipos tolerantes a estrés hidrico a causa de la heterocigosis aun presente en
las lineas (Allard 1980). En este trabajo solo se realiz6 la evaluacion de las lineas
en Fsgy Fs.7en dos ciclos de evaluacion realizados durante los afios 2008 y 2009,
por tal razén los resultados de este trabajo de tesis se mencionaran a
continuacion.

5.1. Primer Ciclo de Seleccién

En la generacion Fse se evaluaron en total 1729 lineas durante la época de
verano Julio — Octubre del 2008, de las cuales 1260 que provenian de cruzas
intra-acervo (AxA), se evaluaron en el municipio de Darién y 459 lineas
provenientes de cruzas inter-acervo (MxA), en el municipio de Palmira (CIAT). Con
el fin de seleccionar las mejores lineas, teniendo en cuenta caracteristicas
morfoagronomicas de interés como: dias a madurez, dias a floracién, habito,
arquitectura, tamano de semilla, color de semilla y rendimiento.
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Mediante la inspeccion en campo de las lineas AxA (Fss) en Darién (Valle), se
decidi6 cosechar aproximadamente el 80% de las lineas sembradas,
correspondiente a 933 lineas, ya que algunas lineas presentaban caracteristicas
indeseables en términos agrondmicos, como: una mala arquitectura, color de
grano no comercial o en el peor de los casos no produjeron semilla.
Posteriormente en laboratorio al revisar el rendimiento promedio por cruza, se
pudo observar que las cruzas de mayor rendimiento fueron G4523 (ICA PALMAR)
x NATAL SUGAR, G4523 x RED CANADIAN WONDER y RAA21 x PAN127 con
rendimientos mayores a 15 gramos por planta 6 3000 Kg/ha. En contraste, el
cruce con menor rendimiento fue AFR298 x NATAL SUGAR con 9.7 gramos por
planta es decir 1950 Kg/ha. Al analizar los rendimientos, se observa que el
genotipo con mayor habilidad combinatoria general utilizado como madre resulto
ser G4523 seguido por AFR 298, esto se puedo ver reflejado en que mas del 50%
de las lineas seleccionadas (98 lineas) provienen de cruzas donde las lineas
G4523 y AFR 298 fueron madres. El genotipo con menor habilidad combinatoria
utiizado como madre fue SEQ 1003, y por tal razén solo 6 lineas fueron
seleccionadas de los cruces provenientes de esta madre (Tabla 9). Se pudo
observar que las cruzas en las cuales estuvieron PAN127 y NATAL SUGAR como
padres, tuvieron el menor numero de lineas seleccionadas, 6 no se seleccionaron
lineas, un ejemplo de ello son las cruzas: SEQ1003 x PAN127 y SEQ1003 x
NATAL SUGAR (Tabla 9)

Tabla 9. Numero de lineas cosechadas (Fs¢) vs lineas que fueron seleccionadas
para siguiente generacion (AxA) (Darién 2008B).

PESO DE NUMERO DE
LINEAS 100 LINEAS
COSECHADAS  RENDIMIENTO CV  SEMILLAS CV  SELECCIONAS
CRUCES (Jul — Oct 08) (Kg/Ha) (%) ) (%) (DAB)
AFR 298 x CAL 143 111 2769 30 58 11 32
AFR 298 x SUG 131 56 2433 39 63 11 6
AFR 298 x NATAL SUGAR 28 1950 25 54 11 1
AFR 298 x PAN 127 33 2162 28 54 10 3
AFR 298 x RC WONDER 105 2257 35 57 15 8
Total 228 2314 57 50
G 4523 x CAL 143 107 2478 30 50 13 14
G_ 4523 x NATAL SUGAR 33 3125 27 50 10 13
G 4523 x PAN 127 11 2655 30 48 13 5
G_ 4523 x RC WONDER 37 3188 37 50 12 16
Total 188 2861 - 49 48
SAB 259 x CAL 143 38 2940 28 47 11 18
SAB 259 x SUG 131 31 2561 23 52 15 7
SAB 259 x NATAL SUGAR 41 2057 23 48 12 1
SAB 259 x PAN 127 36 2066 26 47 15 3
SAB 259 x RC WONDER 31 2047 20 47 16 3
Total 177 2334 - 48 32
SEQ 1003 x CAL 143 29 2233 33 49 10 4
SEQ 1003 x NATAL SUGAR 32 2071 35 49 10 0
SEQ 1003 x PAN 127 20 2407 28 45 8 0
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SEQ 1003 x RC WONDER 16 2041 32 51 15 2
Total 97 2188 - 49 6

RAA 21x CAL 143 69 2819 27 50 13 18
RAA 21 xSUG 131 26 2389 29 54 9 3
RAA 21 x NATAL SUGAR 17 2640 43 56 7 2
RAA 21 x PAN 127 2 3186 27 57 1 1
RAA 21 x RC WONDER 24 2627 27 51 9 2
Total 138 2732 - 53 28

Total de DAB lineas (AxA) 933 162

De las lineas MxA (Fs:) que fueron sembradas en Palmira, se cosecharon el 97%,
de las lineas sembradas que corresponde a 479 ya que en primera instancia se
tenian pocas lineas para realizar una seleccion efectiva, y por otro lado la mayoria
de las lineas presentaban buenas caracteristicas morfoagronémicas. Durante la
inspeccion en campo fue observado que las cruzas que involucraban como madre
a SER16 y SER22 fueron las que mejor estaban adaptadas, seguidas de las que
involucraban a SER8 y SEQ11, y finalmente las menos adaptadas fueron las que
involucraron a SEC16. Los padres que mejor se comportaron fueron SUG131 y
NATAL SUGAR, seguidos por PAN127 y RED CANADIAN WONDER. Contrario a
lo encontrado en cruces intra-acervo, donde NATAL SUGAR y PAN127 fueron los
peores padres en términos de rendimiento, posiblemente la introgresion de genes
del acervo mesoamericano mejoraron sus condiciones en campo. Finalmente las
cruzas que involucraban a CAL143 resultaron ser las menos adaptadas a las
condiciones de sequia, a excepcion de las cruzas de SER22 x CAL143 y SEQ 11
x CAL 143 en donde se presentaba buena adaptacion, y se selecciono una linea
por cruza (Tabla 10).

Luego de analizar el rendimiento de las lineas MxA en laboratorio, fueron
seleccionadas 26 lineas provenientes de cruzas con SER22, 13 lineas de cruzas
con SER16, 8 lineas de cruzas con SEQ11, 7 lineas de cruzas con SER8 y
finalmente no fueron incluidas lineas provenientes de cruzas con SEC16, ya que
presentaron rendimientos bajos con respecto a los padres y demas lineas. El
analisis de rendimiento confirmé en parte lo encontrado en campo, debido a que el
grupo de cruzas de mayor rendimiento fue derivado de SER 22 x CAL 143 con
2821 Kg/Ha, y el cruce con lineas de menor rendimiento fue SEC 16 x NATAL
SUGAR con un rendimiento promedio de 1168 Kg/Ha. Aunque el cruce entre SER
22 x CAL 143 tuvo lineas de mayor rendimiento estas resultaron con menor
tamano de grano (33 g/100 semillas) y caracteristicas no comerciales en términos
de grano, por tal razon solo se selecciond una linea de esta cruza. La cruza
SER22 x SUG131, aunque sus lineas presentaron un menor rendimiento, las
caracteristicas del grano fueron conformes a lo buscado en términos de tamano
(36g /100 semillas), color y forma; por lo que se seleccionaron 16 lineas de esta
cruza (Tabla 10).
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El hecho de utilizar un método de mejoramiento genealogico brindd la oportunidad
de tener una vision general de la posible habilidad combinatoria general y
especifica de cada genotipo (Vallejo and Salazar 2002), aun después de pasadas
varias generaciones como lo es en este caso, lo cual se destaca de esta
investigacion.

Tabla 10. Numero de lineas cosechadas vs lineas que fueron seleccionadas para
siguiente generacién (MxA) Palmira 2008B.

NUMERO DE
LINEAS LINEAS
COSECHADAS RENDIMIENTO PESO DE 100 SELECCIONAS
CRUCES (Jul — Oct 08) (Kg/Ha) CcV (%) SEMILLAS (g) CV (%) (DAB)
SER 8 x CAL 143 5 1402 22 35 8 0
SER 8 x SUG 131 26 1890 34 32 14 4
SER 8 x NATAL SUGAR 9 2062 28 32 11 0
SER 8 x PAN 127 33 1980 27 29 14 1
SER 8 x R C WONDER 7 2420 31 36 18 2
Total 80 1951 - 33 7
SER 16 x CAL 143 26 2095 43 31 6 0
SER 16 xSUG 131 24 1978 45 32 17 2
SER 16 x NATAL SUGAR 21 2402 37 27 32 4
SER 16 x PAN 127 18 2714 51 31 17 4
SER 16 x R C WONDER 12 2533 28 32 8 3
Total 101 2344 - 31 13
SER 22 x CAL 143 23 2822 29 33 17 1
SER 22 xSUG 131 51 2794 32 36 15 16
SER 22 x NATAL SUGAR 59 1950 35 31 16 6
SER 22 x PAN 127 36 2119 22 30 12 3
Total 169 2421 - 32 26
SEC 16 x CAL 143 2 1777 9 24 6 0
SEC 16xSUG 131 11 1863 20 29 14 0
SEC 16 x NATAL SUGAR 17 1168 32 30 12 0
SEC 16 x PAN 127 8 1744 55 28 11 0
SEC 16 x R C WONDER 14 1389 31 29 16 0
Total 52 1588 - 28 0
SEQ 11xCAL143 22 1692 52 30 15 1
SEQ 11xSUG 131 7 1853 43 35 27 1
SEQ 11 x NATAL SUGAR 19 1905 35 27 8 3
SEQ 11 x PAN 127 15 1852 47 27 22 1
SEQ 11 xR CWONDER 14 2114 29 42 29 2
Total 77 1883 - 32 8
Total de DAB lineas 479 54
(MxA)

Para resumir, se seleccionaron 216 lineas de las cuales 162 son provenientes de
cruces Andino x Andino equivalentes al 17% de las lineas cosechadas y 54
provenientes de cruces Mesoamericanos x Andino equivalente al 12% de las
lineas cosechadas. Estas a su vez fueron codificadas como lineas DAB (Drought
Andean Bean) del 1 al 216, formando parte de un grupo de lineas elites tolerantes
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a condiciones de sequia, y fueron evaluadas en ensayos de rendimiento para un
segundo ciclo de seleccion.

El rendimiento fue el mayor criterio de seleccion que se utilizo para determinar
tolerancia a sequia, ya que ha sido reportado como un caracter eficiente para
detectar genotipos tolerantes a estrés hidrico (Teran and Singh 2002). Aunque en
las actualidad se consideran también otras caracteristicas varietales para la
seleccién de materiales tolerantes (Beebe, Rao et al. 2008).

5.2. Ensayos de Rendimiento y Segundo Ciclo de Seleccién

Las 216 lineas seleccionadas, subdivididas en grupos AxA y MxA, fueron
sembradas en ensayos de rendimiento, en la estacion seca Julio — Octubre del
2009, dentro de las instalaciones del Centro de Agricultura Tropical, ubicado en la
ciudad de Palmira. Las lineas provenientes de cruces AxA se sembraron en
sequia, y las lineas provenientes de cruces MxA se sembraron tanto en sequia
como en riego complementario, por tal razén los analisis estadisticos de estos dos
grupos se mostraran en este escrito por separado, para mayor claridad.

5.2.1. Poblacion proveniente de cruces entre acervos Mesoamericano X
Andino (Lattice# 1y 2)

Las 54 lineas DAB provenientes de los cruces interacervo (MxA), fueron en un
inicio sembradas en dos tratamientos: riego complementario y sequia. Cada uno
de los tratamientos se planeo en un disefo lattice simple 8x8 con tres repeticiones
por tratamiento, de las lineas junto con controles.

5.2.1.1. Rendimiento y Caracteristicas Fenotipicas

Después de la evaluacion en campo y laboratorio de las lineas en los ensayos de
rendimiento se obtuvieron datos fundamentales para la proxima seleccion, y asi
continuar con el proceso de mejoramiento. En la tabla 12 se pueden observar las
54 lineas DAB provenientes de cruces MxA y diez testigos que incluyen lineas
susceptibles y tolerantes, con informaciéon de su pedigri, color de semilla, habito,
rendimiento, peso de 100 semilla, dias a floracién y dias a madurez en cada uno
de los tratamientos (SI y SR). También se encuentra la media aritmética para
rendimiento, peso de cien semillas, dias a floracion y dias a madurez fisiolégica.
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En este ensayo el rango de rendimiento en el tratamiento de Sl, fue de 758 a 2682
Kg ha con un promedio general de 1694.9 Kg ha™, los valores mas bajos de
rendimiento fueron de los testigos de susceptibilidad PAN 127, SUG 131 y NATAL
SUGAR con 831.4, 848.4 y 758 Kg ha™ respectivamente, indicando que los
testigos que se seleccionaron para este ensayo fueron ideales en el proceso de
seleccion de lineas tolerantes. Las lineas que tuvieron mayores rendimientos
fueron DAB 18, DAB 49, DAB 52 con 2506.2, 2655, 2682.3 Kg ha™
respectivamente, seguidos por uno de los testigos de tolerancia: SEQ 11 con 2649
Kg ha', las lineas DAB mencionadas fueron seleccionadas para la préxima
generacion. En el tratamiento de SR, el rango de rendimiento fue de 719.4 a
2521.9 Kg ha™, con un promedio general de 1608 Kg ha™, los valores mas bajos
de rendimiento fueron de los testigos de susceptibilidad PAN 127 y NATAL
SUGAR con 719 y 912 respectivamente, indicando nuevamente que los testigos
que se seleccionaron para este ensayo fueron ideales en el proceso de seleccion.
Las lineas que tuvieron mayores rendimientos fueron DAB 3 y DAB 52 con 2448 y
2278 Kg ha™' respectivamente, seguidos por los testigos SEQ 11 y TIOCANELA
con 2374 y 2521 Kg ha™' (Tabla 11 y 12). En el caso de DAB 52 tuvo rendimientos
altos en los dos tratamientos, y fue una de las lineas seleccionadas para la
préxima generacion.

Dentro de los genotipos que se incorporaron en los ensayos de rendimiento como
testigos de susceptibilidad se encontraban CAL 143 (Andino), DIACOL CALIMA
(Andino) y TIOCANELA (Mesoamericano), sin embargo, en condiciones de sequia
presentaron rendimientos iguales o mayores a la media de la poblacién, lo cual
indica que estos genotipos se deben reevaluar en cuanto a su nivel de tolerancia a
sequia, ya que en este trabajo hemos identificado estos genotipos como
medianamente tolerantes a estrés hidrico.

El rango de peso de cien semillas en el tratamiento de Sl fue de 16.5 a 51 gramos,
con un promedio de 30.9 gramos. Los valores mas bajos de peso de cien semillas
fueron de los testigos RED CANADIAN WONDER, TIOCANELA y SER 16 con
16.1, 20.8 y 23.2 gramos respectivamente, en este caso es muy comun que las
lineas TIOCANELA y SER 16 presentaran tamafio de grano pequefio ya que son
de acervo mesoamericano, y esta es su principal caracteristica; en el caso de RED
CANADIAN WONDER que es una linea de acervo andino, el hecho de que
presento grano pequeio es posiblemente a causa de su susceptibilidad a el estrés
hidrico. Las lineas que tuvieron mayor peso de cien semillas, es decir mayor
tamano de grano, fueron: DAB 48, DAB 53 y DAB 54 con 49.6, 48.7 y 51.5
gramos, lo cual nos indica que se realizd6 una buena seleccion de lineas, en
términos de tamafo de grano, ya que fueron superiores a los testigos. Es
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importante el hecho de haber introgresado genes de tolerancia a sequia de las
lineas mesoamericanas a las lineas DAB, manteniendo el tamafio de grano
grande que presentan las lineas de acervo andino. En el tratamiento de SR el
rango de peso de cien semillas fue de 19 a 54 gramos, con un promedio general
de 30.2 gramos, es decir que dentro de las lineas seleccionadas se encontraron
granos pequefos, medianos y grandes. Los valores mas bajos de peso de cien
semillas fueron DAB 20 y TIOCANELA con 21.2 y 19.6 gramos respectivamente,
en el caso de TIOCANELA el tamafio de grano pequefio es caracteristico de la
linea, pero en el caso de DAB 20 es una caracteristica heredada de su madre
SER 16 (mesoamericano), la cual no es deseable ya que se prefieren lineas de
tamano grande dentro de los criterios de seleccion de esta investigacion; por lo
tanto posiblemente esta linea sea eliminada para la siguiente generacion. Las
lineas que tuvieron mayor peso de cien semillas fueron DAB 48, DAB 53, DAB 54
con 54.1, 48.7 y 49.3 gramos y rendimientos mayores a 1700 Kg ha™, lo cual
sugiere que estas lineas son promisorias para pasar a la siguiente generacién o
ser utilizada como fuente de genes de tolerancia a sequia, cabe anotar que las
mismas lineas presentaron tamanos de semilla grande en el tratamiento de Sl,
indicando que son tolerantes a estrés hidrico bajo diversos niveles de sequia
(Tabla 11y 12).

En el tratamiento de SI, el rango que se presento en dias a floracion fue de 29 a
37 dias, con un promedio general de 31 dias, los genotipos mas tardios fueron
DAB 50 y TIOCANELA con 37 dias a floracion, y el mas precoz fue RED
CANADIAN WONDER con 29 dias. En cuanto al tratamiento SR, el rango que se
presento en dias a floracién fue de 30 a 37 dias, con un promedio general de 34
dias, los genotipos mas tardios fueron PAN 127, TIOCANELA, DAB 17, DAB 25
con 37 dias a floracién, y los mas precoces fueron RED CANADIAN WONDER,
DIACOL CALIMA y DAB 53 con 30 dias. Se presento una disminucion en el
promedio general de 3 dias aproximadamente al comparar SR y S| (Tabla 11 y
12).

En cuanto a los dias a madurez fisiolégica el rango que se presento en el
tratamiento de Sl fue de 60 a 70 con un promedio de 65 dias a madurez
fisiologica. Los genotipos mas precoces fueron DAB 30, DAB 31, DAB 32 con 60
dias a madurez fisiolégica y con rendimientos mayores a 1700 Kg ha™, por lo
tanto, posiblemente estén llevando a cabo la estrategia de escape para tolerar el
estrés hidrico. Los genotipos mas tardios fueron PAN 127 y DAB 38 con 70 dias a
madurez fisiologica. En el tratamiento de Sl el rango fue de 60 a 71 dias con un
promedio de 64 dias. Los genotipos mas precoces fueron DAB 30, DAB 31, DAB
32 y DAB 2, que corresponden a las mismas lineas que fueron precoces en
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términos de dias a floracion, esto indica a priori una posible correlacion positiva
entre dias a floracion y dias a madurez. El genotipo mas tardio fue PAN 127. Se
presento un incremento de 1 dia aproximadamente en el promedio general al
comparar SR con S| (Tabla 11y 12).

Tabla 11. Estadistica descriptiva para las caracteristicas estudiadas por cada
tratamiento (Laticce # 1y 2).

pesviacion
Tratamiento Caracter  Frecuencia Media Varianza tipica  Minimo Maximo
Rendimiento
Sequia intermitente (Kg Ha™) 64 1694.90 210935.76  459.28  757.95 2682.32
durante todo el ciclo P100 64 30.92 40.83 6.39 16.14 51.54
fenoldgico (SI) DF 64 33.79 2.93 1.71 29.00  37.00
DM 64 65.09 3.89 1.97 60.00  70.00
Rendimiento
) . (Kg Ha™) 64 1608.05 141012.75 37552  719.36 2521.86
ri?)?g(lji str:veap(osCS) P100 64 30.24 39.64 6.30 19.62  54.08
DF 64 33.63 3.14 1.77 30.00 37.33
DM 64 64.46 6.00 2.45 60.33  70.67

P100: Peso de cien semillas (g), DF: Dias a floracién, DM: Dias a Madurez.

Tabla 12. Genotipos Provenientes de cruzas inter acervo (MxA) codificadas como

lineas DAB.

Linea Origen Color de semilla  Hab Rendimiento (kg/ha) P 100 (9) DF DM

Cl C2 Sl SR MA SI SR _MA SI SR MA SI SR MA
DAB 1 SER 8xSUG 131 6 Il 20447 1809 19269 345 323 334 36 35 35 65 63 64
DAB 2 SER 8xSUG 131 6 Il 18342 17945 18144 349 338 344 34 33 34 65 60 63
DAB 3 SER 8xSUG 131 6 I 2026.4 2448 22372 294 286 29 34 34 34 64 65 65
DAB 4 SER 8xSUG 131 5 6 I 1208.1 1404.8 1306.5 26.1 233 247 36 35 36 66 65 65
DAB 5 SER 8 xPAN 127 6 Il 15914 1244 14177 265 298 282 34 33 34 65 64 65
DAB 6 SER 8xR.C. WONDER 6 IIB 2050.8 1629.8 1840.3 27.5 254 265 34 33 33 64 63 64
DAB 7 SER 8 xR.C. WONDER 6 1B 2024.3 1730.3 1877.3 30.2 27.2 287 33 32 33 65 63 64
DAB 8 SER 16 x SUG 131 6 I 12051 1475 13401 33.6 334 335 35 35 35 65 64 65
DAB 9 SER 16 x SUG 131 6 Il 15257 1304.8 14152 314 30.1 308 34 33 34 64 62 63
DAB 10 SER 16 x NATAL SUGAR 6 2 | 1676.6 1497.3 1587 423 37.2 397 33 32 32 65 65 65
DAB 11 SER 16 x NATAL SUGAR 6 IIB 1824.8 15904 1707.6 28.1 291 286 35 35 35 67 64 66
DAB 12 SER 16 x NATAL SUGAR 6 I 2073.1 1794.2 1933.7 30.5 304 305 34 32 33 64 63 63
DAB 13 SER 16 x NATAL SUGAR 6 I 20942 1962 20281 315 312 313 34 33 33 65 64 65
DAB 14 SER 16 x PAN 127 6 I 1703.6 1482 1592.8 30.3 31.1 30.7 33 33 33 63 61 62
DAB 15 SER 16 x PAN 127 5 6 I 1788.9 14221 16055 286 30 293 34 32 33 63 61 62
DAB 16 SER 16 x PAN 127 5 6 IIB 15522 1460.9 1506.6 31.1 251 281 36 35 36 66 66 66
DAB 17 SER 16 x PAN 127 6 Il 14247 14342 14295 28 266 273 35 37 36 65 67 66
DAB 18 SER 16 x R.C. WONDER 6 | 2506.2 1997.8 2252 30.8 31.1 309 32 31 32 63 62 62
DAB 19 SER 22xSUG 131 6 IIB 1930 1705.2 1817.6 30.4 306 305 34 34 34 66 65 66
DAB 20 SER 16 x R.C. WONDER 6 IIB 1296 1680.3 1488.1 294 212 253 34 33 34 65 65 65
DAB 21 SER 16 x R.C. WONDER 6 Il 18985 17922 18454 29.8 283 291 31 31 31 66 65 65
DAB 22 SER 22xSUG 131 6 IIB 1610.3 1566 1588.2 299 282 29 35 36 36 67 69 68
DAB 23 SER 22 x CAL 143 6 2 | 1732.8 1546.4 1639.6 276 281 279 32 32 32 64 65 65
DAB 24 SER 22xSUG 131 5 6 | 1018.5 10515 1035 309 31 3 35 35 35 65 62 63
DAB 25 SER 22 x SUG 131 5 6 | 1046.5 1119.7 1083.1 30.6 30.2 304 36 37 36 66 64 65
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DAB 26
DAB 27
DAB 28
DAB 29
DAB 30
DAB 31
DAB 32
DAB 33
DAB 34
DAB 35
DAB 36
DAB 37
DAB 38
DAB 39
DAB 40
DAB 41
DAB 42
DAB 43
DAB 44
DAB 45
DAB 46
DAB 47
DAB 48
DAB 49
DAB 50
DAB 51
DAB 52
DAB 53
DAB 54
PROMEDIO
CAL 143
D.CALIMA
NATAL
SUGAR
PAN 127
R.C. WONDER
SUG 131
TIOCANELA
PROMEDIO
SEQ 11
SER 8
SER 16

PROMEDIO

SER 22xSUG 131
SER 22 xSUG 131
SER 22xSUG 131
SER 22 xSUG 131
SER 22xSUG 131
SER 22 xSUG 131
SER 22xSUG 131
SER 22 xSUG 131
SER 22xSUG 131
SER 22 xSUG 131
SER 22xSUG 131
SER 22 xSUG 131

SER
SER
SER
SER
SER
SER

22 x NATAL SUGAR
22 x NATAL SUGAR
22 x NATAL SUGAR
22 x NATAL SUGAR
22 x NATAL SUGAR
22 x NATAL SUGAR

SER 22 x PAN 127
SER 22 xPAN 127
SER 22 x PAN 127
SEQ 11 xCAL 143
SEQ 11xSUG 131

SEQ
SEQ
SEQ

11 x NATAL SUGAR
11 x NATAL SUGAR
11 x NATAL SUGAR

SEQ 11 xPAN 127
SEQ 11 x R.C. WONDER
SEQ 11 xR.C. WONDER

Control (Susceptible)
Control (Susceptible)

Control (Susceptible)
Control (Susceptible)
Control (Susceptible)
Control (Susceptible)
Control (Susceptible)

Control (Tolerante)
Control (Tolerante)
Control (Tolerante)
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Il
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6 Il
I
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1139.1
1712.5
1948.6
1545
2023
1721.9
1917.7
1457.7
1180.5
1075.4
1696.9
1406.4
1088.4
1710.6
1537.8
2203.8
1218.2
1177.3
1575
1620.1
1720.3
1198.7
1986.7
2665
2156.4
2062.4
2682.3
2366.2
1752.4
1708
1397.3
1555.3

758
831.4
1381.5
848.4
2100.7
1268
2649.9
2375.2
2341.8

2456

1514.8
1462.4
1786
1335.6
1550.7
1723
1511.4
1415
1308.2
1293.1
1608.2
1305.8
1231.4
1668.5
1474.5
2078.4
1597.2
1248.4
1944.6
1990.4
1460.5
1581.9
1655.1
2153.6
2246.3
2012.2
2278.4
1656.5
1042.5
1613
1201.2
1316.9

919.2
719.4
1251.6
12071
2521.9
1305
2374
2254.6
2072.2

2234

1326.9
1587.4
1867.3
1440.3
1786.9
1722.4
1714.5
1436.3
1244.3
1184.3
1652.5
1356.1
1159.9
1689.5
1506.2
21411
1407.7
1212.9
1759.8
1805.2
1590.4
1390.3
1820.9
2409.3
2201.4
2037.3
2480.4
2011.3
1397.5
1660
1299.3
1436.1

838.6
775.4
1316.6
1027.8
2311.3
1286
2512
2314.9
2207

2345

28.8
33.3
315
33.2
26.7
254
29.3
28.9
28.7
26.8
33.1
422
34.8
28.9
28.8
31
25.9
28.2
28.7
25
30.7
36.3
49.6
26.2
25.8
26.1
26.5
48.7
515
31
34
443

31.9
29.7
16.1
43.2
20.8
31
27.2
24
23.2

25

28
32.5
277
33.3
28.1
29.9

29
29.4
31.2
26.1
30.2

40
27.4

29
27.4
321
24.6
27.3
29.7
25.4
29.3
35.4
54.1
27.3
242
26.5
26.9
48.8
49.3

30
324
45.3

28
25.9
24.9
40.8
19.6

31
275
24.2
23.4

25

28.4
32.9
29.6
33.3
274
27.6
29.2
291
30
26.5
31.6
411
311
29
28.1
31.5
253
27.8
29.2
252
30
35.9
51.8
26.7
25
26.3
26.7
48.7
50.4
31
33.2
448

30
27.8
20.5

42
20.2

31
27.4
241
23.3

25

36
34
35
32
32
31
31
33
34
34
32
32
36
32
32
33
35
35
33
34
34
34
33
35
37
36
36
31
33
34
33
31

35
36
29
35
37
34
34
33
33

33

36
33
35
34
32
31
31
32
34
35
32
32
35
32
32
33
35
34
34
35
34
33
34
34
36
36
36
30
33
34
33
30

35
37
30
35
37
34
34
33
33

34

36
34
35
33
32
31
31
33
34
35
32
32
35
32
32
33
35
35
33
35
34
34
34
35
37
36
36
31
33
34
33
31

35
37
30
35
37
34
34
33
33
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66
66
67
66
60
60
60
63
65
64
64
64
70
64
63
64
65
65
68
66
65
67
68
66
66
67
66
64
65
65
67
63

69
70
64
68
68
67
65
62
63

63

64

66
65
67
66
60
60
60
62
65
64
63
64
69
63
63
64
65
65
68
65
64
68
68
65
66
67
66
65
66
65
67
63

70
70
64
68
67
67
65
63
63

64

C1: Color primario; C2: Color secundario: 6.Rojo; 2.Crema; 5.Rosado 7.Morado, Hab = Habito, S = Sequia, RS = Riego suplementario, MA = Media

5.2.1.2.

aritmética, MG = Media geométrica.

Diferencias entre ambientes, genotipos y analisis de varianza

Como hubo algunas diferencias en los promedios entre tratamientos, se realizé
una prueba t-student para identificar si estas diferencias eran significativas. Los
resultados indicaron que no hay diferencias significativas entre las medias de SR y
S| para todas las caracteristicas analizadas (Tabla 13). Posiblemente porque las
lineas se desarrollan de una manera similar bajo diferentes niveles de estrés
hidrico, es decir que la linea resistente en sequia terminal, por lo general también
lo es, en sequia temprana o sequia intermitente y viceversa (Schneider, Rosales-
Serna et al. 1997). Este resultado fue encontrado en estudios anteriores donde la
seleccidén de genotipos tolerantes a sequia es igual de efectiva si se realiza bajo
diversos niveles de estrés hidrico (Schneider, Rosales-Serna et al. 1997).
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Tabla 13. Prueba de t-student entre las medias de los caracteres estudiados de
cada tratamiento (Sl y SR).

Caracter t (valor observado) t (valor critico) GDL Alpha
Rendimiento (Kg Ha™) 1.171 1.979 126 0.05
P100 0.601 1.979 126 0.05

DF 0.525 1.979 126 0.05

DM 1.603 1.979 126 0.05

P100: Peso de cien semillas (g), DF: Dias a floracion, DM : Dias a Madurez

Se realizd un analisis de varianza para cada uno de los tratamientos con el fin de
conocer la relacién existente entre genotipos dentro del mismo. En el tratamiento
de SR, se encontraron diferencias significativas entre bloques y genotipos para la
variable peso de cien semillas, sin embargo, para la variable rendimiento no se
presentaron diferencias significativas entre bloques posiblemente porque el
experimento no fue bien bloqueado para esta caracteristica, sin embargo para
peso de cien semillas si hubo diferencias significativas entre bloques, lo cual
podria indicar que esta caracteristica posiblemente por su mayor heredabilidad se
notan diferencias menores comparada con rendimiento. El coeficiente de variacion
para rendimiento fue de 17.40% y un 6.82% en el caso de peso de cien semillas
(Tabla 14).

El hecho de que el coeficiente de variacidon para rendimiento sea alto se debe a
que las caracteristicas de tipo cuantitativo, son controladas por muchos genes y
entre mayor sea el numero de genes que actuen sobre una caracteristica, mayor
sera la variabilidad (Vallejo and Salazar 2002). El peso de cien semillas aunque es
una caracteristica cuantitativa presenta un coeficiente de variacion bajo,
posiblemente por el tamafio de muestra, la cual no es representativa para esta
caracteristica, por lo tanto, solo se puede ver una parte de la variacion real dentro
de la especie, otra razon podria ser también su alta heredabilidad y la seleccion se
llevo a cabo para grano de tamafno grande. En cuanto al coeficiente de variacion
sucedié de igual manera para los analisis de varianza que se realizaron
posteriormente, presentandose alto para rendimiento y bajo para peso de cien
semillas, posiblemente por las mismas causas ya discutidas.
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Tabla 14. Analisis de varianza para lineas DAB en tratamiento SR.

Cuadrados medios

Fuente de variacion G.L Rendimiento P100
Bloques 2 236146,52 16*
Genotipo 63 423041,35*** 114,89***
Error 126 78296,61 4.3
CV% 17,4 6,82

P100: Peso de 100 semillas

* Significancia a P < 0.05; ** Significancia a P < 0.01; ***Significancia a P < 0.001

En el tratamiento de Sl, se encontraron diferencias altamente significativas entre
bloques y genotipos para las variables rendimiento y peso de cien semillas,
indicando un buen bloqueo para el experimento y diferencias de alguna de las
lineas con respecto a las demas. Una de las posibles causas de la diferencia
significativa entre bloques fueron los riegos que corrieron de forma perpendicular
con respecto a los bloques, creando asi un gradiente entre los mismos. Se
presento un coeficiente de variacion de 17.19% y 4.79% para rendimiento y peso
de cien semillas respectivamente (Tabla 15).

Tabla 15. Analisis de varianza para lineas DAB en tratamiento SI.

Cuadrados medios

Fuente de variacion G.L Rendimiento P100
Bloques 2 313053,91* 21,58***
Genotipo 63 632703,6*** 110,73***
Error 126 84903,49 2,22
CV% 17,19 4,79

P100: Peso de 100 semillas

* Significancia a P < 0.05; ** Significancia a P < 0.01; ***Significancia a P < 0.001

Se realizé un andlisis de varianza combinado con el fin de observar la relacién
existente entre los tratamientos y la interaccion genotipo x ambiente. No se
encontraron diferencias significativas entre ambientes para las variables
analizadas (rendimiento y peso de cien semillas), lo cual indicaria que los
genotipos se comportaron de manera similar tanto en el tratamiento SR como el
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de Sl (Tabla 16). Segun (Schneider, Rosales-Serna et al. 1997) la seleccion de
genotipos tolerantes a estrés hidrico es igualmente efectiva bajo diferentes niveles
de sequia, es decir que las lineas que fueron en sequia terminal, también pueden
ser tolerantes en otros niveles de sequia como: sequia intermitente y sequia
temprana. Cabe mencionar que aunque el tratamiento de SR en comparacién al
tratamiento SI, sufri6 menor tiempo en dias de estrés hidrico; la época que
presenta mayor sensibilidad a condiciones de sequia en frijol comun es la época
reproductiva, por tal razén posiblemente los tratamientos a pesar de sus
diferencias en niveles de estrés, produjeron el mismo efecto sobre las lineas
evaluadas (Acosta-Diaz, Trejo-Lopez et al. 2004).

Por otro lado se presentaron diferencias significativas entre genotipos tanto para
rendimiento como para p100. El analisis de varianza combinado muestra una
interaccion significativa genotipo x ambiente es decir que los ambientes afectaron
los genotipos de manera diferencial, por otro lado podemos concluir que los
genotipos fueron sensibles a los cambios ambientales (Tabla 16). La interaccion
genotipo x ambiente fue de tipo cualitativo ya que los mejores genotipos en Sl no
fueron los mejores en SR en términos de rendimiento y peso de cien semillas. El
hecho de tener materiales sensibles a las condiciones ambientales es de gran
interes agronomico, ya que la agricultura de mercado busca que los genotipos
respondan positivamente a condiciones favorables para un cultivo (Vallejo and
Salazar 2002).

Tabla 16. Analisis de varianza para lineas DAB tipo MxA combinado.

Cuadrados Medios

Fuente de variacion G.L Rendimiento P100
Ambiente 1 724190,04 55,51
Bloque (A) 4 274701,25 19,67
Genotipo 63 941852,36*** 219,18***
Genotipo x Ambiente 63 113797,17* 6,90***
Error 252 81600,72 3,32
CV % 17,55 5,88

P100: Peso de 100 semillas

* Significancia a P < 0.05; ** Significancia a P < 0.01; ***Significancia a P < 0.001

Se realizd una comparacion de medias DUNCAN, para la caracteristica
rendimiento, Con el fin de identificar los mejores genotipos en términos de
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rendimiento, ya que esta caracteristica es el mayor criterio actualmente usado
para seleccionar lineas tolerantes a sequia (Acosta-Gallegos and Adams 1991;
Teran and Singh 2002). Se seleccionaron 6 lineas DAB (MxA) con rendimientos
que van desde 2156.45 a 2682.32 kg ha™' en condiciones de sequia. Estas lineas
van a ser incorporadas en programas de mejoramiento, como fuente de genes
para tolerancia a estrés hidrico y seran evaluadas en proximos ensayos de
rendimiento (Tabla 17). Hubo 19 categorias de divisién bajo el test de Duncan.

Tabla 17. Lineas DAB seleccionadas a partir de resultados de la Prueba de
Medias Duncan para rendimiento (kg/ha-1) (MxA)

Linea DF DM Rendimiento pl00 CP CS
DAB 52 36 66 2682,32 26,5 7 2
DAB 49 35 66 2665,04 26,19 7 2
DAB 18 32 63 2506,24 30,77 6
DAB 53 31 64 2366,15 48,66 6
DAB 41 33 64 2203,82 30,96 6
DAB 50 37 66 2156,45 25,76 7 2

34 65 2430 31.5

P100 = Peso de cien semillas, DF = Dias a floraciéon, DM = Dias a Madurez

DMS =470,8
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Figura 10. Grafica bidimensional rendimiento vs P100 para el ambiente SI (MxA).

Las lineas seleccionadas provienen de una comparacion de medias que fue
realizada en uno de los tratamientos (Sl), ya que estadisticamente no hay
diferencias significativas entre ambientes, ademas la seleccion de genotipos
tolerantes a sequia puede ser igual de efectiva si se realiza bajo diversos niveles
de estrés hidrico (Schneider, Rosales-Serna et al. 1997). También se realizo una
grafica bidimensional en la cual se puede observar que el cuadrante superior
derecho corresponde al area de seleccion ya que las lineas que se encuentran en
estas coordenadas poseen rendimientos altos con tamarfos de semilla entre
medianos y grandes (figura 10).

5.2.1.3. Correlaciones

En primera instancia se realizé un analisis para cada uno de los ambientes (Sl y
SR) y posteriormente se realizé un andlisis con los datos de los dos ambientes en
conjunto. Los resultados obtenidos de los dos tratamientos fueron similares, por tal
razon se discutiran los datos provenientes del analisis en conjunto. (Tabla 18).
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Se encontré una correlacion negativa altamente significativa entre rendimiento y
dias a floracién junto con dias a madurez (Tabla 18). Este resultado fue reportado
en estudios anteriores por Rosales Serna et al. (2000) donde el ajuste en el
numero de dias al inicio de la floracion y a la madurez, favorece el incremento en
el rendimiento. También Ramirez-Vallejo y Kelly (1998) reportan una correlacion
negativa de DF con rendimiento y DM con rendimiento, mientras que en riego fue
positiva. Indicando que las lineas evaluadas pueden estar utilizando estrategias de
tolerancia a sequia disminuyendo el tiempo de su ciclo fenoldgico (escape) o
aumentandolo (recuperacion), para disminuir el efecto de la sequia en su
rendimiento (White and Singh 1991).

El peso de cien semillas es una caracteristica importante en la seleccion de
genotipos, ya que es un indicativo directo del tamafo del grano, y este a su vez es
fundamental para la comercializacién y venta del frijol comun. En Centro América
por ejemplo hay cierta preferencia por tamafios de frijol pequefios (Voysest 2000).
También el peso de cien semillas puede ser un indicador de llenado de vainas y
grano durante el periodo reproductivo, brindando una idea de tolerancia a estrés
hidrico en términos de traslocacion de fotosintatos a semilla. En los ensayos de
rendimientos, se encontré una correlacion negativa altamente significativa entre
rendimiento y peso de 100 semillas, posiblemente por la combinacién de genes
mesoamericanos en la poblacion (Tabla 18), ya que este tipo de correlacion es
una caracteristica de genotipos mesoamericanos. Estos resultados también fueron
reportados por Teran y Singh (2002) donde encontraron una correlacién negativa
entre el rendimiento y peso de cien semillas tanto en estrés hidrico como en riego
(-0.38 y -0.25 respectivamente).

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo son de gran importancia ya que
se obtuvieron genotipos de tamano de frijol mediano y grande con un alto
rendimiento en condiciones de sequia, Se encontré6 también una correlacion
positiva entre la duracién del periodo e indice reproductivo con peso de cien
semillas, esto puede ocurrir posiblemente, a que la planta al tener mayor cantidad
de tiempo para llenado de vainas, puede translocar mayor cantidad de fotosintatos
a semillas indicando cierta tolerancia a sequia.
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Tabla 18. Correlaciones entre variables medidas en poblacion de MxA, de los dos
ambientes en conjunto.

Rendimiento

DF DM (kg/ha-1) P 100 (g) DPR
DM 0,50 ***
Rendimiento -0,10 * -0,20 ***
pl100 -0,28 *** 0,12 ** -0,13 ***
DPR -0,27 *** 070 *** -0,15 ** 0,36 ***
IR -0,73 *** 0,22 *** -0,04 0,40 *** 0,85 ***

P100: Peso de cien semillas, DF: Dias a floracion, DM: Dias a Madurez, DPR: Dias del periodo
reproductivo, IR: indice reproductivo

5.2.2. Poblacién proveniente de cruces dentro del mismo acervo (Andino
x Andino)

Las 162 lineas intracervo (AxA) fueron divididas por color de grano (rojo, rojo
moteado y crema moteado) para formar 3 grupos de 54 lineas. Cada grupo se
sembrd en un disefo lattice simple 8x8 con tres repeticiones. Teniendo como
testigos, los padres involucrados en las cruzas y un testigo comercial: Diacol
Calima de origen andino, después de la evaluaciéon en campo y laboratorio de las
lineas evaluadas en los ensayos de rendimiento, se obtuvieron datos
fundamentales para la proxima seleccion como: la informacién de su pedigri, color
de semilla, habito, rendimiento, peso de 100 semillas, dias a floracion y dias a
madurez.

Los tres ensayos de rendimiento (rojos, rojos moteados y crema moteados) fueron
planeados bajo disefios experimentales de Laticces simples 8x8, teniendo en
cuenta la heterogeneidad del suelo existente en los lotes del Centro Internacional
de Agricultura Tropical (Escobar 1982), sin embargo, al momento de analizar los
datos, la eficiencia del disefio con respecto al disefio experimental bloques
completos al azar fue menor al 105% para rendimiento y peso de cien semillas,
por lo tanto, los tres ensayos de rendimiento que se realizaron para las lineas
AxA, fueron analizados como bloques completos al azar con el paquete
estadistico SAS (v 9.1.3) (SAS Institute. 2004).

Con el fin de tener certeza de que los tratamientos fueron expuestos a condiciones
de estrés hidrico, se midio la tensiéon matricial del suelo reflejando la humedad del
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mismo, las condiciones de humedad del suelo son las mismas que se tuvieron
para el tratamiento de Sl en el caso de la poblacion MxA (Figura 8) ya que se
sembraron en el mismo lote.

En cuanto a las condiciones climatolégicas para este ensayo de rendimiento son
las mismas que ya se discutieron anteriormente para la poblacién de MxA entre
Enero — Abril del 2009 (Figura 6). El hecho de tener datos, los cuales nos indiquen
que las plantas si estuvieron estresadas por sequia, permite dar conclusiones en
términos del rendimiento, para tolerancia a estrés hidrico y por ende, poder
realizar una seleccion apropiada de lineas tolerantes.

5.2.2.1. Lattice # 3: Lineas de Color Rojo (Lineas DAB 55 — 109)

Mediante un analisis de varianza se encontraron diferencias significativas entre
bloques y genotipos de color de semilla roja, para la variable peso de cien
semillas, indicando que el bloqueo que se realizé fue adecuado para esta
caracteristica y que alguno de los genotipos difirieron de los demas
respectivamente. Para la variable rendimiento no se presentaron diferencias
significativas entre bloques, posiblemente por causa de la sensibilidad de la
caracteristica a la heterogeneidad del suelo. Entre genotipos hubo diferencias
significativas para rendimiento indicando que alguno de los genotipos difiere de los
demas. El coeficiente de variacion para rendimiento fue de 19% y un 4.81% en el
caso de peso de cien semillas (Tabla 19).

Tabla 19. Analisis de varianza para lineas DAB (55 — 109) con color de semilla
Rojo.

Cuadrados medios

Fuente de variacion G.L Rendimiento P100
Bloques 2 99400,42 28,57*
Genotipos 63 328206,14*** 48,51***
Error 126 77528,03 3,25
CV% 19 4,81

P100: Peso de 100 semillas

* Significancia a P < 0.05; ** Significancia a P < 0.01; ***Significancia a P < 0.001
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Tabla 20. Estadistica descriptiva para el lattice # 3 (8x8), correspondiente a lineas
DAB de color de grano rojo.

Muestra Frecuencia Media Varianza ‘sviacidn tipi Minimo Maximo
Rendimiento (kg/ha) 64 1845.4 146006.5 382.1 616.4 2530.1
P 100 (g) 64 39.34  36.293 6.024 29 54
DF 64 32 3.083 1.756 29 40
DM 64 66 3.417 1.849 61 70

En este ensayo el rango de rendimiento fue de 616.45 a 2530.12 Kg ha™ con un
promedio general de 1845.49 Kg ha™, el valor de rendimiento mas bajo fue el del
testigo de susceptibilidad NATAL SUGAR con 616.45 Kg ha' seguidos por
algunas lineas como, DAB 70 con 686.21 Kg ha™. las lineas que presentaron
cierto nivel de susceptibilidad a sequia pueden haber sido algunos escapes, donde
posiblemente en la generacion pasada presentaron buenos rendimientos debidos
a razones ajenas a la tolerancia a sequia, como condiciones microambientales.
Las lineas que tuvieron mayores rendimientos fueron DAB 74 y DAB 98 con 2530
y 2515 Kg ha™ respectivamente, seguidos del los controles RAA 21 y SEQ 1003
con 2506 y 2417 Kg ha™' (Tabla 20 y 21).

El rango de peso de cien semillas fue de 29.2 a 54.3 gramos con un promedio
general de 39.34 gramos, indicando que todas las lineas tienen tamafos de grano
mediano o grande que es una caracteristica buscada por el comercio
principalmente en México, Ecuador, Colombia, Peru y Chile (Voysest 2000). Los
valores mas bajos fueron de las lineas DAB 82, DAB 87, NATAL SUGAR (testigo
susceptible) y RED CANADIAN WONDER (testigo susceptible), con valores de
29.75, 29.21, 30.80 y 30.39 respectivamente. Las lineas DAB mencionadas
anteriormente pertenecen a la familia G4523 x RED CANADIAN WONDER, en la
cual hay 12 lineas DAB, por tal razén en proximas generaciones se eliminarian las
lineas con tamano de semilla pequena, sin eliminar la familia totalmente ya que
hay buenos genotipos dentro de la misma (Tabla 20 y 21).

El rango de dias a floracion fue de 29 a 40 dias con un promedio general de 32
dias, las lineas mas precoces fueron DAB 61 y 63 con 29 dias a floracién, estas
dos lineas pertenecen a una familia de 17 lineas (AFR 298 x CAL 143), y tienen un
rendimiento alto, con respecto a la media (2139.24 y 1948.70 respectivamente), lo
cual podria indicar que estas lineas estan llevando a cabo la estrategia de escape,
para tolerar el estrés hidrico (White and Singh 1991) también se ha comprobado
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que las lineas precoces requieren menor cantidad de agua en su ciclo fenoldgico
que las lineas tardias (Mufioz-Perea, Allen et al. 2007), indicando una reduccion
en el dafio causado por estrés hidrico. DAB 61 y 63 fueron seleccionadas para
pasar a la siguiente generacion (Tabla 22). La linea mas tardia en términos de
dias a floracién fue DAB 62 con 40 dias, sin embargo tiene un rendimiento de
2096 Kg ha™', lo cual podria indicar que estd empleando otra estrategia para
tolerar la sequia llamada madurez tardia o recuperacion (White and Singh 1991),
y también fue seleccionada para pasar a la siguiente generaciéon (Tabla 20 y 21).

El rango de dias a madurez fisiolégica fue 61 a 70 dias, con un promedio de 66
dias, Las lineas mas precoces en términos de dias a madurez fisioldgica fueron
DAB 59, DAB 61, DAB 103 con 62, 62, 61 dias, y un rendimiento 1935.48,
2139.24 y 1907.22 Kg ha™' respectivamente, lo cual podria indicar que estan
llevando a cabo la estrategia de escape, para tolerar el estrés hidrico (White and
Singh 1991). Las lineas ya mencionadas también fueron seleccionadas para la
préxima generacion, por presentar un alto nivel de tolerancia a sequia en términos
de rendimiento. La linea mas tardia fue DAB 77 con 70 dias a madurez fisiologica
(Tabla 20 y 21). Cabe anotar que por lo general hay una correlacion positiva entre
dias a floracion y dias a madurez fisiologica, por tal razén la estrategia que la
planta este llevando a cabo para tolerar estrés hidrico se vera reflejada tanto en
dias a floracion como en dias a madurez fisiologica (Tabla 20 y 21).

Tabla 21. Genotipos provenientes de cruzas intra acervo (AxA) codificadas como
lineas DAB de color de grano rojo (Palmira 2009).

Color de Rendimiento
LINEA ORIGEN semilla Habito (kg/ha) P100(g) DF DM
Cc1 C2
DAB 55 AFR 298 x CAL 143 6 | 1947.11 38.01 31 65
DAB 56 AFR 298 x CAL 143 6 | 1954.28 39.09 31 66
DAB 57 AFR 298 x CAL 143 6 | 1071.97 51.95 31 68
DAB 58 AFR 298 x CAL 143 6 | 1777.47 39.40 33 66
DAB 59 AFR 298 x CAL 143 6 | 1935.48 35.05 30 62
DAB 60 AFR 298 x CAL 143 6 | 1989.41 40.96 30 64
DAB 61 AFR 298 x CAL 143 6 | 2139.24 42.04 29 62
DAB 62 AFR 298 x CAL 143 6 | 2096.53 42.39 40 63
DAB 63 AFR 298 x CAL 143 6 | 1948.70 31.99 29 63
DAB 64 AFR 298 x CAL 143 6 | 2062.12 45.27 31 65
DAB 65 AFR 298 x CAL 143 6 | 2245.99 43.56 31 66
DAB 66 AFR 298 x CAL 143 6 | 2214.26 44.85 33 67
DAB 67 AFR 298 x CAL 143 6 | 1910.64 48.08 30 64
DAB 68 AFR 298 x CAL 143 6 | 2145.57 41.41 30 63
DAB 69 AFR 298 x CAL 143 6 | 2000.01 45.30 32 67
DAB 70 AFR 298 x CAL 143 6 I 686.21 43.42 33 69
DAB 71 AFR 298 x CAL 143 6 | 1809.02 46.78 31 65
DAB 72 AFR 298 x SUG 131 6 | 1601.91 52.94 30 66
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DAB 73 AFR 298 x SUG 131 6 1 1808.01 53.12 31 69
DAB 74 AFR 298 x RED CANADIAN WONDER 6 | 2515.73 54.35 31 66
DAB 75 AFR 298 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1711.20 41.59 32 67
DAB 76 AFR 298 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1297.71 48.27 31 67
DAB 77 AFR 298 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1599.36 44.07 30 70
DAB 78 AFR 298 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1742.38 37.83 31 68
DAB 79 AFR 298 x RED CANADIAN WONDER 6 | 2035.30 43.95 31 69
DAB 80 AFR 298 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1731.97 35.57 30 67
DAB 81 AFR 298 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1803.29 40.68 30 65
DAB 82 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1243.76 29.75 31 66
DAB 83 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1541.60 35.40 31 66
DAB 84 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1919.67 33.31 33 65
DAB 85 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1564.96 37.74 32 66
DAB 86 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1841.10 34.05 32 66
DAB 87 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1809.62 29.21 32 64
DAB 88 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1605.66 37.69 32 66
DAB 89 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1938.64 36.89 32 64
DAB 90 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1829.47 32.29 31 64
DAB 91 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 2053.07 35.09 30 63
DAB 92 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1896.11 36.89 32 67
DAB 93 G 4523 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1672.01 35.60 33 67
DAB 94 SEQ 1003 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1512.32 34.03 31 66
DAB 95 SEQ 1003 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1756.32 42.64 31 66
DAB 96 RAA 21 xCAL 143 6 1] 1738.39 39.06 35 66
DAB 97 RAA 21 xCAL 143 6 | 2213.40 37.40 34 67
DAB 98 RAA 21 x CAL 143 6 | 2530.12 36.87 32 65
DAB 99 RAA 21 xCAL 143 6 | 1873.82 33.90 32 65
DAB 100 RAA 21 xCAL 143 6 | 1747.96 33.55 31 65
DAB 101 RAA 21 xCAL 143 6 | 1917.08 33.24 33 65
DAB 102 RAA 21 xCAL 143 6 | 2189.95 36.59 31 65
DAB 103 RAA 21 xCAL 143 6 | 1907.22 35.25 32 61
DAB 104 RAA 21 xCAL 143 6 | 2153.31 33.52 33 64
DAB 105 RAA 21 xCAL 143 6 | 2281.35 32.55 33 64
DAB 106 RAA 21 xCAL 143 6 | 2302.95 35.58 32 64
DAB 107 RAA 21 x NATAL SUGAR 6 1} 1596.42 39.63 35 67
DAB 108 RAA 21 x RED CANADIAN WONDER 6 | 1863.07 46.21 31 63
DAB 109 RAA 21 x RED CANADIAN WONDER 6 | 2169.73 43.61 32 64
PROMEDIO 1862.73 39.63 32 66
G 4523 Testigo (Tolerante) 6 2 | 1940.88 34.19 32 65
RAA 21 Testigo (Tolerante) 6 1] 2506.72 38.57 33 65
SEQ 1003 Testigo (Tolerante) 5 6 1] 2417.99 36.96 34 66
AFR 298 Testigo (Tolerante) 6 | 2366.72 46.86 30 65
PROMEDIO 2308.08 39.14 32 65
NATAL SUGAR Testigo (Susceptible) 2 6 | 616.45 30.80 35 69
R.CANADIAN WOND Testigo (Susceptible) 6 I 1248.04 30.39 30 65
SUG 131 Testigo (Susceptible) 2 6 I 1295.24 40.70 36 69
CAL 143 Testigo (Susceptible) 6 2 | 1403.48 34.18 34 66
D.CALIMA Testigo (Comercial) 6 2 | 1865.71 45.50 30 65
PROMEDIO 1285.78 36.31 33 67

C1: Color primario; C2: Color secundario: 6.Rojo; 2.Crema; 5.Rosado 7.Morado, P100= Peso de cien semillas, DF = Dias a floracién, DM
= Dias a Madurez .

Se estimaron los promedios totales de las lineas DAB, los testigos tolerantes y los
testigos susceptibles en todos los ensayos realizados. Con estos resultados se
pudo confirmar que la mayoria de las selecciones fue acertada en todos los
ensayos de rendimiento realizados para las lineas DABs, ya que muchas de las
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mismas tienen rendimientos semejantes o superiores a sus padres tolerantes,
como por ejemplo: DAB 65, DAB 66, DAB 74, DAB 98, DAB 105, DAB 106 para el
caso de lineas de color de grano rojo. Algunas lineas DAB que fueron
seleccionadas en generaciones anteriores no tuvieron los rendimientos esperados
por ejemplo: DAB 57 y DAB 70 que tuvieron rendimientos aun inferiores a sus
padres susceptibles, por tal razéon se piensa que fueron escapes, estos casos
también se encontraron en todos los ensayos de rendimiento realizados. En el
caso de las lineas susceptibles, en todos los ensayos resultaron con menor
promedio en términos de rendimiento, confirmando una vez mas que hubo estrés
hidrico y que la seleccion realizada a partir de este experimento fue eficaz.

Dentro de los testigos susceptibles que se incorporaron en los ensayos de
rendimiento se encontraban CAL 143 y DIACOL CALIMA como testigos de
susceptibilidad, sin embargo, en condiciones de sequia presentaron rendimientos
iguales 0 mayores a la media de la poblacion, lo cual indica que estos genotipos
se deben reevaluar en cuanto a su nivel de tolerancia a sequia, ya que en este
trabajo hemos identificado estos genotipos como medianamente tolerantes a
sequia, especialmente DIACOL CALIMA, por su importancia en el comercio local.

Se realizdé una comparacion de medias Duncan para la caracteristica rendimiento,
ya que es el mayor criterio de seleccion para determinar tolerancia a sequia
(Acosta-Gallegos and Adams 1991; Teran and Singh 2002). Se seleccionaron 31
lineas DAB con rendimientos que van desde 1841 a 2530 kg ha™ en condiciones
de sequia. Estas van a ser incorporadas en programas de mejoramiento, como
fuente de genes para tolerancia a sequia y seran evaluadas en préximos ensayos
de rendimiento (Tabla 22). Hubo 17 categorias de division bajo el test de Duncan.

Tabla 22. Lineas DAB seleccionadas a partir de resultados de la prueba de
medias Duncan para rendimiento (kg/ha™) (Rojos).

Rendimiento

Linea DF DM (kg/ha™) P 100 (9)
DAB 98 32 65 2530,12 36,87
DAB 74 31 66 2515,73 54,35
DAB 106 32 64 2302,95 35,58
DAB 105 33 64 2281,35 32,55
DAB 65 31 66 2245,99 43,56
DAB 66 33 67 2214,26 44,85
DAB 97 34 67 22134 37,4
DAB 102 31 65 2189,95 36,59
DAB 109 32 64 2169,73 43,61
DAB 104 33 64 2153,31 33,52
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DAB 68 30 63 2145,57 41,41
DAB 61 29 62 2139,24 42,04
DAB 62 40 63 2096,53 42,39
DAB 64 31 65 2062,12 45,27
DAB 91 30 63 2053,07 35,09
DAB 79 31 69 2035,3 43,95
DAB 69 32 67 2000,01 45,3
DAB 60 30 64 1989,41 40,96
DAB 56 31 66 1954,28 39,09
DAB 63 29 63 1948,7 31,99
DAB 55 31 65 1947,11 38,01
DAB 89 32 64 1938,64 36,89
DAB 59 30 62 1935,48 35,05
DAB 84 33 65 1919,67 33,31
DAB 101 33 65 1917,08 33,24
DAB 67 30 64 1910,64 48,08
DAB 103 32 61 1907,22 35,25
DAB 92 32 67 1896,11 36,89
DAB 99 32 65 1873,82 33,9
DAB 108 31 63 1863,07 46,21
DAB 86 32 66 18411 34,05
PROMEDIO 32 65 2070.68 39.27

P100 = Peso de cien semillas, DF = Dias a floracion, DM = Dias a Madurez

DMS = 546.3
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También se realizo una grafica bidimensional en la cual se puede observar que el
cuadrante superior derecho corresponde al area de seleccién ya que las lineas
que se encuentran en estas coordenadas poseen rendimientos altos con tamanos
de semilla entre medianos y grandes (figura 11).

5.2.2.2. Lattice # 4. Lineas de Color Rojo Moteado (Lineas DAB 110 —
163)

En el analisis de varianza se encontraron diferencias altamente significativas entre
bloques y entre genotipos rojo moteados para las variables rendimiento y peso de
cien semillas, indicando que el bloqueo que se realizo fue efectivo, es decir que se
hubo homogeneidad dentro de bloque y heterogeneidad entre bloques y que
alguno de los tratamientos difiere de los demas. Hubo un coeficiente de variacion
para rendimiento de 18.32% y un 4.56% en el caso de peso de cien semillas
(Tabla 23).

Tabla 23. Analisis de varianza para lineas DAB (110 — 163) con color de semilla
Rojo Moteado.

Cuadrados medios

Fuente de variacion G.L Rendimiento P100
Bloques 2 885942,1*** 29,78**
Genotipos 63 438019,6™** 108,88***
Error 126 114316,06 3,22
C.V% 18,32 4,56

P100: Peso de 100 semillas

* Significancia a P < 0.05; ** Significancia a P < 0.01; ***Significancia a P < 0.001

Tabla 24. Estadistica descriptiva para el lattice # 4 (8x8), correspondiente a lineas
DAB de color de grano rojo moteado.

Muestra Frecuencia Media Varianza Desviacion tipica Minimo Maximo
Rendimiento (kg/ha) 64 1141.886 109402.045 330.76 473.619 2294.085
P 100 (g) 64 37,489 16,171 4,021 29,788 45,241
DF 64 32,531 2,020 1,421 30 36
DM 64 65,724 3,445 1,856 60 70
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El rango de rendimiento fue de 473.6 a 2294.1 Kg ha™' con un promedio general de
1461.9 Kg ha™ , los valores de rendimiento mas bajos fueron de los testigos que
se usaron como susceptibles: PAN 127, NATAL SUGAR y RED CANADIAN
WONDER con 473, 673 y 754 Kg ha’ respectivamente, indicando que
efectivamente fueron buenos testigos de susceptibilidad para este experimento,
Las lineas que tuvieron mayores rendimientos fueron DAB 147, DAB 150 y DAB
154 con 2294, 2063 y 2070 Kg ha™ respectivamente, aun por encima de los
testigos tolerantes a sequia, indicando que las seleccion en generaciones pasadas
fue acertada (Tabla 25).

El rango de peso de cien semillas fue de 29.79 a 45.24, con un promedio general
de 37.49 (Tabla 24), es decir que dentro de la poblacién se tienen granos de
tamafio mediano o grande, lo cual es una caracteristica buscada por el comercio
principalmente en México y Suramérica (Voysest 2000). Las lineas con menor
tamafio de semilla fueron DAB 145, DAB 148, RED CANADIAN WONDER vy
NATAL SUGAR, con peso de cien semillas de 30.2, 29.8, 31.3, 30.3 gramos
respectivamente, en el caso de los testigos de susceptibilidad era esperado, ya
que la sequia puede afectar tanto el rendimiento, como el tamafo de grano
(Rosales-Serna, Ramirez-Vallejo et al. 2000). Las lineas DAB que a pesar que
presentaron tamanos de grano medianos por debajo de la media poblacional
tuvieron rendimientos muy por encima de los testigos de susceptibilidad (Tabla
25), indicando que pueden ser una muy buena fuente para genes de tolerancia a
sequia a pesar de su tamafo de grano pequefio.

El rango de dias a floracion fue de 30 a 36 con un promedio general de 33 dias
(Tabla 24). La linea mas precoz fue RED CANADIAN WONDER con 30 dias a
floracién, que también fue uno de los que tuvo menor rendimiento y tamafo de
cien semillas, indicando que es un buen testigo de susceptibilidad para este
experimento. La linea mas tardia fue PAN 127 con 36 dias a floracién (Tabla 25).
Dos de los testigos de susceptibilidad presentaron los valores extremos en
términos de dias a floracion, lo cual nos indica que el hecho de tener plasticidad
fenotipica a causa de estrés hidrico, no asegura la tolerancia a sequia, ya que
también intervienen otros procesos metabdlicos dentro de la planta.

El rango para dias a madurez fisiolégica fue de 60 a 70 dias, con un promedio
general de 66 dias (Tabla 24). La linea mas precoz en términos de dias a madurez
fisiologia fue SAB 259 (Tolerante) con 60 dias. Se ha comprobado que las lineas
precoces requieren menor cantidad de agua en su ciclo fenolégico que las lineas
tardias (Mufioz-Perea, Allen et al. 2007), indicando una reduccion en el dafo
causado por estrés hidrico, cabe aclarar que no se da en todos los casos. La linea
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mas tardia fue DAB 116 con 70 dias, esta a su vez, tuvo un tamano de grano
grande (peso de cien semillas = 45.24) y un rendimiento de 1400 Kg ha™. En este
caso podemos ver reflejado los diversas estrategias que puede utilizar el frijol
comun para tolerar el estrés hidrico (White and Singh 1991) (Tabla 25).

Tabla 25. Genotipos provenientes de cruzas intra acervo (AxA) codificadas como
lineas DAB de color de grano rojo moteado (Palmira 2009).

Color de . P 100
LINEA ORIGEN semilla  ,p Rendimiento oy pe py
(kg/ha)
a

DAB 110 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1228.97 3578 33 66
DAB 111 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1395.34 4157 31 65
DAB 112 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 993.7 3881 33 66
DAB 113 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1652.5 3484 33 65
DAB 114 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1160.66 4315 33 68
DAB 115 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1128.58 3761 33 66
DAB 116 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1400.53 4524 32 70
DAB 117 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1155.71 4327 33 69
DAB 118 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1684.15 4051 33 66
DAB 119 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1471.33 4459 31 66
DAB 120 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1476.61 4293 31 66
DAB 121 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1651.47 4515 33 66
DAB 122 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1434.03 4383 31 64
DAB 123 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1837.6 4399 32 66
DAB 124 AFR 298 x CAL 143 6 2 | 1174.4 3609 32 66
DAB 125 G 4523xCAL 143 6 2 | 1598.65 371 33 68
DAB 126 G 4523xCAL 143 6 2 | 1395.15 3657 34 65
DAB 127 G 4523xCAL 143 6 2 | 1468.08 3422 33 69
DAB 128 G 4523xCAL 143 6 2 | 1946.4 363 32 66
DAB 129 G 4523xCAL 143 6 2 | 1691.19 3665 33 66
DAB 130 G 4523xCAL 143 6 2 | 1392.52 3681 33 67
DAB 131 G 4523xCAL 143 6 2 | 1407.59 4059 35 66
DAB 132 G 4523xCAL 143 6 2 | 1101.15 3689 35 68
DAB 133 G 4523xCAL 143 6 2 | 1069.31 3729 35 68
DAB 134 G 4523xCAL 143 6 2 | 1314.24 3412 35 69
DAB 135 G 4523xCAL 143 6 2 | 1158.3 3726 35 69
DAB 136 G 4523xCAL 143 6 2 | 1972.12 374 33 65
DAB 137 G 4523xCAL 143 6 2 | 1809.94 3686 33 65
DAB 138 G 4523xCAL 143 6 2 | 1330.2 3669 34 65
DAB 139 G 4523 x NATAL SUGAR 6 2 | 1652.34 3238 33 65
DAB 140 G 4523 x NATAL SUGAR 6 2 | 1259.3 3779 34 67
DAB 141 G 4523 x NATAL SUGAR 6 2 | 1233.35 4216 31 63
DAB 142 G 4523 xPAN 127 6 2 | 1097.63 3478 32 67
DAB 143 G 4523xRED CANADIAN WONDER 6 2 | 1596.13 3159 32 65
DAB 144 G 4523 xRED CANADIAN WONDER 6 2 | 1466.42 3242 31 65
DAB 145 G 4523 xRED CANADIAN WONDER 6 2 | 1431.94 3016 31 63
DAB 146 SAB 259 x CAL 143 6 2 | 1515.26 3865 33 64
DAB 147 SAB 259 x CAL 143 6 2 | 2294.09 3756 31 63
DAB 148 SAB 259 x CAL 143 6 2 | 1166.36 2979 31 64
DAB 149 SAB 259 x CAL 143 6 2 | 1380.4 31.83 33 64
DAB 150 SAB 259 x CAL 143 6 2 | 2063.48 3517 32 66
DAB 151 SAB 259 x CAL 143 6 2 | 1792.37 3212 32 65
DAB 152 SAB 259 x CAL 143 6 2 | 1747.41 3917 32 65
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DAB 153 SAB 259 x CAL 143 6 2 | 1646.76 38.57 33 68
DAB 154 SAB 259 x CAL 143 6 2 | 2070.17 4191 31 66
DAB 155 SAB 259 x CAL 143 6 2 | 1815.07 39.54 33 66
DAB 156 SEQ 1003 x CAL 143 6 2 1 1494.47 36.92 34 66
DAB 157 RAA 21 x CAL 143 6 2 | 1760.97 35.79 31 67
DAB 158 RAA 21 x CAL 143 6 2 1l 1488.21 35.85 33 66
DAB 159 RAA 21 xCAL 143 6 2 | 1514.73 41.37 31 65
DAB 160 RAA 21xCAL 143 6 2 | 1200.3 36.28 31 64
DAB 161 RAA 21xCAL 143 6 2 | 1376.03 4164 31 64
DAB 162 RAA 21 xCAL 143 6 2 | 1373.13 40.6 31 62
DAB 163 RAA 21 xCAL 143 6 2 | 1453.69 35.21 31 64
PROMEDIO 1488.71 378 33 66
RAA 21 Testigo (Tolerante) 6 I 1872.38 3777 34 66
SAB 259 Testigo (Tolerante) 6 2 | 1401.15 31.62 31 60
SEQ 1003 Testigo (Tolerante) 5 6 Il 1605.82 36.11 34 66
AFR 298 Testigo (Tolerante) 6 | 1863.92 4354 31 65
G 4523 Testigo (Tolerante) 6 2 | 1499.27 3451 33 66
PROMEDIO 1648.51 36.71 32 64
NATAL SUGAR Testigo (Susceptible) 2 6 I 673.97 3131 35 69
PAN 127 Testigo (Susceptible) 2 6 1] 473.62 34.08 36 69
R. C. WONDER Testigo (Susceptible) 6 I 754.91 3034 30 64
CAL 143 Testigo (Susceptible) 6 2 | 1332.35 35.6 33 67
D.CALIMA Testigo (Comercial) 6 2 | 1692.87 43.04 31 65
PROMEDIO 985.54 34.87 33 67

C1: Color primario; C2: Color secundario: 6.Rojo; 2.Crema; 5.Rosado, Hab = Habito, S = Sequia, RS = Riego
suplementario, MA = Media aritmética, MG = Media geométrica.

También se realiz6 una comparacion de medias DUNCAN, para la caracteristica
rendimiento, con el fin de identificar los mejores genotipos en términos de
rendimiento. Se seleccionaron 10 lineas DAB con rendimientos que van desde
1760 a 2294 kg ha' en condiciones de sequia. Estas lineas van a ser
incorporadas en programas de mejoramiento, como fuente de genes para
tolerancia a sequia y seran evaluadas en proximos ensayos de rendimiento (Tabla
26).

Tabla 26.Lineas DAB seleccionadas a partir de resultados de la Prueba de Medias
Duncan para rendimiento (kg/ha-1) (Rojo Moteados)
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Linea DF DM Rendimiento (kg/ha™) P 100 (g)
DAB 147 31 63 2294,09 37,56
DAB 154 31 66 2070,17 41,91
DAB 150 32 66 2063,48 35,17
DAB 136 33 65 1972,12 37,40
DAB 128 32 66 1946,40 36,30
DAB 123 32 66 1837,60 43,99
DAB 155 33 66 1815,07 39,54
DAB 137 33 65 1809,94 36,86
DAB 151 32 65 1792,37 32,12
DAB 157 31 67 1760,97 35,79
P100 = Peso de cien semillas, DF = Dias a floracion, DM = Dias a Madurez
DMS =449.9
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seleccionadas (Rojo Moteado).
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5.2.2.3. Lattice # 5: Lineas de color Crema Moteado (Lineas DAB 164 —
216)

Mediante un analisis de varianza se calcul6 la variabilidad de los genotipos crema
moteados para rendimiento y peso de cien semillas. Después de analizar la
informacion se encontraron diferencias altamente significativas entre bloques para
las variables rendimiento y peso de cien semillas, indicando que el bloqueo que se
realizd fue efectivo, es decir que se hubo homogeneidad dentro de bloque vy
heterogeneidad entre bloques. También se encontraron diferencias significativas
entre genotipos para las variables rendimiento y peso de cien semillas, es decir
que alguno de los tratamientos difiere de los demas. Se encontré un coeficiente
de variacion para rendimiento de 20.63% y un 8% en el caso de peso de cien
semillas (Tabla 27).

Tabla 27. Analisis de varianza para lineas DAB (164 — 216) con color de semilla
Crema Moteado.

Cuadrados medios

Fuente de variacion G.L Rendimiento P100
Bloques 2 4236471,2*** 44 55**
Genotipos 63 485224,4** 107,66***
Error 126 77062,75 9
CV% 20,63 8

P100: Peso de 100 semillas

* Significancia a P < 0.05; ** Significancia a P < 0.01; ***Significancia a P < 0.001

Tabla 28. Estadistica descriptiva para el lattice # 5, correspondiente a lineas DAB
de color de grano Crema Moteado (Palmira 2009).

Muestra Frecuencia Media Varianza Desviacion tipica Minimo Maximo
Rendimiento (kg/ha) 64 1345.494 161741.459 402.171 472.876 2228.609
P 100 (g) 64 34.834 35.888 5.991 23.175 51.771
DF 64 32.177 3.781 1.945 29 36
DM 64 64.609 10.947 3.309 58 69.333
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En este ensayo el rango de rendimiento fue de 472.88 a 2228.61 Kg ha™ con un
promedio general de 1345.49 Kg ha™, los valores mas bajos los presentaron los
testigos de susceptibilidad PAN 127 con 472.88 Kg ha y NATAL SUGAR con
745.69 Kg ha” seguidos por algunas lineas como, DAB 202 con 600.01 Kg ha™ y
DAB 168 con 759.36 Kg ha™'. Estas lineas DAB que presentaron cierto nivel de
susceptibilidad, pueden haber sido algunos escapes, donde posiblemente en la
generacion pasada presentaron buenos rendimientos debidos a razones ajenas a
la tolerancia a sequia, como condiciones del suelo, microflora, etc., al igual que en
el lattice # 3, por otro lado, el haber sido seleccionadas en el municipio de Darién
en el primer ciclo de seleccion puede ser una variante no favorable para estas
lineas en el ensayo de rendimiento realizado en Palmira por el cambio de
ambiente, indicando poca estabilidad en términos de rendimiento (Tabla 28 y 29).
El hecho de que los testigos de susceptibilidad hayan presentado bajos
rendimientos, indica que realmente hubo estrés hidrico. Las lineas que tuvieron
mayores rendimientos fueron DAB 197, DAB 214, DAB 187 con 1972.06, 2120.57,
2228.61 Kg ha™ respectivamente, aun por encima de los testigos que son
tolerantes a sequia.

El rango del peso de cien semillas fue de 23.18 a 51.77 gramos, con un promedio
general de 34.83 gramos, indicando que hay lineas con tamafos de grano
pequefos, medianos y grandes. Posiblemente las lineas que tienen grano
pequefio seran eliminadas para la siguiente generacion. Los valores mas altos
fueron de las lineas DAB 164, DAB 165, DAB 171 con 51.8, 47.5, 42.6
respectivamente, sin embargo DAB 171 presento un rendimiento bajo (816.62 Kg
ha‘1) con respecto a la media. Estos resultados también fueron reportados por Rao
(2001) donde se menciona que el tamafo de semilla grande en andinos dentro de
cultivares arbustivos de frijol comun, usualmente representa menor rendimiento
comparado con cultivares de semilla pequefia (mesoamericanos), sin embargo el
bajo rendimiento no es deseable en las lineas que se seleccionaron por lo tanto
posiblemente DAB 171 sea eliminada. Los valores mas bajos de pesos de cien
semillas fueron de las lineas DAB 177, DAB 206, DAB 207, DAB 208 con 23.60,
23.18, 23.35, 23.82 gramos respectivamente, las lineas DAB 206, 207 y 208
pertenecen a una misma familia (SAB256 x RED CANADIAN WONDER) que
aunque varian en términos de rendimiento, su tamano de semilla es pequefo,
posiblemente en préximas selecciones esta familia también sera eliminada (Tabla
28y 29).

El rango de dias a floracion fue de 29 a 36 dias con un promedio general de 32
dias, las lineas mas tardias fueron DAB 172, DAB 175, DAB 215 y PAN 127
(testigo) con 36 dias a floracién, las lineas DAB ya mencionadas comparten el
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mismo padre que es NATAL SUGAR el cual tuvo 35 dias a floracién, posiblemente
esta caracteristica fue aportada por el padre. Las lineas con mayor precocidad
fueron DAB 194, DAB 197, DAB 198, DAB 200, DAB 201 y DAB 206 con 29 dias a
floracidén, las cuales comparten la misma madre que es SAB259 (medias
hermanas), que también es precoz con 31 dias a floracion, indicando que
posiblemente su madre aporté mayor porcentaje de esta caracteristica a sus hijos.
Los rendimientos de estas lineas se encuentran por encima de la media general,
por lo cual, es posible que estén utilizando la estrategia de escape para tolerar el
estrés hidrico (White and Singh 1991) (Tabla 28 y 29).

El rango de dias a madurez fisioloégica fue de 58 a 69 dias, con un promedio
general de 64 dias, las lineas mas tardias fueron DAB 165, DAB 166, DAB 172,
DAB 176, DAB 212 y DAB 215, junto con los testigos NATAL SUGAR, PAN 127 y
SUG 131 que presentaron 69 dias a floracion, las lineas DAB que resultaron ser
tardias tienen como padre a NATAL SUGAR 6 SUG 131, es decir que
posiblemente sus padres aportaron en mayor porcentaje a esta caracteristica
(Tabla 28y 29).

Tabla 29. Genotipos Provenientes de cruzas intra acervo (AxA) codificadas como
lineas DAB de color de grano Crema Moteado (Palmira 2009).

Color de

LINEA ORIGEN semilla Hab Rendimiento  P100 . .
(kg/ha) (8)
a o

DAB 164 AFR 298 x SUG 131 2 6 | 1710.05 51.77 30 65
DAB 165 AFR 298 x SUG 131 2 6 | 1334.47 4747 35 69
DAB 166 AFR 298 xSUG 131 2 6 Il 1286.38 4262 35 69
DAB 167 AFR 298 x SUG 131 2 6 1 1707.91 4654 31 66
DAB 168 AFR 298 x NATAL SUGAR 2 6 | 759.36 4103 32 67
DAB 169 AFR 298 x PAN 127 2 6 | 977.16 3073 31 67
DAB 170 AFR 298 x PAN 127 2 6 | 1079.55 3499 30 63
DAB 171 AFR 298 x PAN 127 2 6 | 816.62 4762 32 67
DAB 172 G 4523 x NATAL SUGAR 2 6 Il 1168.83 4068 36 69
DAB 173 G 4523 x NATAL SUGAR 2 6 | 1162.02 3596 30 61
DAB 174 G 4523 x NATAL SUGAR 5 6 | 827.25 4041 32 62
DAB 175 G 4523 x NATAL SUGAR 2 6 B 117413 3551 36 67
DAB 176 G 4523 x NATAL SUGAR 5 6 | 788.02 2927 34 69
DAB 177 G 4523 x NATAL SUGAR 2 6 | 1146.24 236 35 67
DAB 178 G 4523 x NATAL SUGAR 5 6 | 928.7 3524 33 68
DAB 179 G 4523 x NATAL SUGAR 2 6 | 1193.39 2755 34 66
DAB 180 G 4523 x NATAL SUGAR 5 6 | 1137.03 3349 33 68
DAB 181 G 4523 x NATAL SUGAR 2 6 | 1144.21 3491 33 67
DAB 182 G 4523 xPAN 127 5 6 914.7 31.02 35 68
DAB 183 G 4523 xPAN 127 2 6 | 949.03 3085 31 68
DAB 184 G 4523 xPAN 127 2 6 | 1438.57 3864 32 65
DAB 185 G 4523x PAN 127 2 6 | 1674.39 3205 33 65
DAB 186 G 4523 xRED CANADIAN WONDER 2 6 | 1011.51 31.65 33 68
DAB 187 SAB 259 x CAL 143 2 6 1 2228.61 2839 31 63
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DAB 188 SAB 259 x CAL 143 2 6 | 1871.83 32.87 31 62
DAB 189 SAB 259 x CAL 143 2 6 | 1299.54 32.78 32 65
DAB 190 SAB 259 x CAL 143 5 6 | 1236.12 31.41 33 63
DAB 191 SAB 259 x CAL 143 5 6 | 1147.87 33.28 31 64
DAB 192 SAB 259 x CAL 143 2 6 | 1654.66 34.29 31 64
DAB 193 SAB 259 x CAL 143 2 6 | 1354.64 34.05 32 63
DAB 194 SAB 259 x CAL 143 2 6 | 1830.89 33.29 29 60
DAB 195 SAB 259 x SUG 131 2 6 | 1289.69 37.58 31 62
DAB 196 SAB 259 x SUG 131 2 6 | 1438.69 3533 31 62
DAB 197 SAB 259 x SUG 131 2 6 | 1972.06 36.33 29 59
DAB 198 SAB 259 x SUG 131 2 6 | 1497.65 32.03 29 58
DAB 199 SAB 259 x SUG 131 2 6 | 1766.9 33.17 31 59
DAB 200 SAB 259 x SUG 131 2 6 | 1506.52 30.23 29 59
DAB 201 SAB 259 x SUG 131 2 6 | 1717.11 29.3 29 58
DAB 202 SAB 259 x NATAL SUGAR 2 6 | 600.01 30.27 30 62
DAB 203 SAB 259 x PAN 127 2 6 | 1423.26 31.43 31 63
DAB 204 SAB 259 x PAN 127 2 6 | 1460.44 35.49 31 66
DAB 205 SAB 259 x PAN 127 2 6 | 1262.93 28.7 31 60
DAB 206 SAB 259 x RED CANADIAN WONDER 2 6 | 1800.83 23.18 29 58
DAB 207 SAB 259 x RED CANADIAN WONDER 2 6 | 1005.23 23.35 31 63
DAB 208 SAB 259 x RED CANADIAN WONDER 2 6 | 1431.92 23.82 30 58
DAB 209 SEQ 1003 x CAL 143 2 6 | 1051.82 32.84 32 66
DAB 210 SEQ 1003 x CAL 143 2 6 | 1366.5 32.95 32 64
DAB 211 SEQ 1003 x CAL 143 2 6 | 1383.31 36.65 32 64
DAB 212 RAA 21xSUG 131 2 6 Il 1551.11 4497 35 69
DAB 213 RAA 21 xSUG 131 2 6 11B 1914.99 35.71 33 67
DAB 214 RAA 21 xSUG 131 2 6 | 2120.57 36.85 33 65
DAB 215 RAA 21 x NATAL SUGAR 2 6 1B 776.77 3836 36 69
DAB 216 RAA 21 x PAN 127 2 6 | 1853 41.11 32 64
PROMEDIO 1342.36 346 32 64
AFR 298 Testigo (Tolerante) 6 | 1860.32 4658 32 66
G 4523 Testigo (Tolerante) 6 2 | 1715.03 33.58 33 64
RAA 21 Testigo (Tolerante) 6 I 1956.87 36.47 34 66
SAB 259 Testigo (Tolerante) 6 2 | 1645.21 3264 31 61
SEQ 1003 Testigo (Tolerante) 5 6 I 1931.58 34.9 34 65
PROMEDIO 1822 37 33 65
CAL 143 Testigo (Susceptible) 6 2 | 1316.47 3466 33 66
D.CALIMA Testigo (Comercial) 6 2 I 1526.46 4372 31 65
NATAL SUGAR Testigo (Susceptible) 2 6 | 472.88 31.7 35 69
PAN 127 Testigo (Susceptible) 2 6 Il 745.69 3287 36 69
R.C. WONDER Testigo (Susceptible) 6 Il 855.29 29.5 30 64
SUG 131 Testigo (Susceptible) 2 6 I 940.83 39.16 35 69
PROMEDIO 976 35 33 67

C1: Color primario; C2: Color secundario: 6.Rojo; 2.Crema; 5.Rosado, Hab = Habito, S = Sequia, RS = Riego
suplementario, MA = Media aritmética, MG = Media geométrica.

Después de haber confirmado que habia diferencias significativas entre los
genotipos, se realizé6 una comparaciéon de medias DUNCAN, para la caracteristica
rendimiento, ya que es el mayor criterio de seleccidén para determinar tolerancia a
sequia (Acosta-Gallegos and Adams 1991; Teran and Singh 2002). Después de
realizada esta prueba se pudieron identificar los mejores genotipos en términos de
rendimiento para tolerancia a estrés hidrico.
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Se seleccionaron 12 lineas DAB de color de grano crema moteado, con
rendimientos que van desde 1707 a 2228 kg ha™' en condiciones de sequia, las
cuales van a ser incorporadas en programas de mejoramiento, como fuente de
genes para tolerancia a sequia y seran evaluadas en préximos ensayos de
rendimiento (Tabla 30).

Tabla 30. Lineas DAB seleccionadas a partir de resultados de la prueba de
medias Duncan para rendimiento (kg/ha™") (Crema moteados)

Linea DF DM Rendimiento (kg/ha™) P 100 (g)
DAB 187 31 63 2228,61 28,39
DAB 214 33 65 2120,57 36,85
DAB 197 29 59 1972,06 36,33
DAB 213 33 67 1914,99 35,71
DAB 188 31 62 1871,83 32,87
DAB 216 32 64 1853,00 41,11
DAB 194 29 60 1830,89 33,29
DAB 206 29 58 1800,83 23,18
DAB 199 31 59 1766,90 33,17
DAB 201 29 58 1717,11 29,30
DAB 164 30 65 1710,05 51,77
DAB 167 31 66 1707,91 46,54

PROMEDIO 31 62 1874.56 35.71
P100 = Peso de cien semillas, DF = Dias a floracién, DM = Dias a Madurez
DMS =449.9
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Figura 13. Grafica bidimensional rendimiento vs P100 mostrando las lineas
seleccionadas (Crema Moteado).

Las 216 lineas DAB se seleccionaron 53 lineas DAB (AxA) elites para tolerancia a
sequia, de las cuales 31 lineas fueron de color de grano rojo, 10 de color de grano
rojo moteado y 12 de color de grano Crema moteado. Con rendimientos que van
desde 1707 a 2530 kg ha™' en condiciones de estrés hidrico. Para asi continuar
con el proceso de mejoramiento. Se pudo ver que las lineas de color rojo tienen
mayor proporciéon de genotipos tolerantes a sequia, posiblemente alguno de los
genes que se puedan estar infiriendo a tolerancia a sequia se encuentre ligado a
este color, sin embargo esto necesitaria ser comprobado en posteriores
experimentos.

5.2.2.4. Correlaciones

Se realiz6é un analisis para cada uno de los lattices (Rojo, Rojo moteado y Crema
moteado) y posteriormente se realizd un analisis con los datos de los tres lattices
en conjunto. En todos los casos los resultados obtenidos fueron similares, por tal
razon se discutiran los datos provenientes del analisis en conjunto. (Tabla 31).

Se encontré una correlacion negativa altamente significativa entre rendimiento y
dias a floracién junto con dias a madurez (Tabla 31). Este resultado también ha
sido encontrado en leguminosas donde el ajuste en el numero de dias al inicio de
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la floracién y a la madurez, ademas de permitir la sincronizacién con la
disponibilidad de humedad y la temperatura favorable, favorece el incremento en
el rendimiento (Rosales-Serna, Ramirez-Vallejo et al. 2000), ya sea por
estrategias de tolerancia a sequia disminuyendo el tiempo de su ciclo fenoldgico
(escape) o aumentandolo (recuperacion) (White and Singh 1991) . También
Ramirez-Vallejo y Kelly (1998) reportan una correlacion negativa de DF con
rendimiento y DM con rendimiento, mientras que en riego fue positiva. Los
genotipos que a través del uso de su plasticidad fenotipica disminuyeron su
numero de dias a floracion o dias a madurez fisiolégica en funcion de las
condiciones ambientales, pudieron disminuir el efecto de la sequia sobre el
rendimiento, utilizando el mecanismo de tolerancia a sequia llamado escape
(White and Singh 1991) (Tabla 31).

El peso de cien semillas es una caracteristica importante en la seleccion de
genotipos, ya que es un indicativo directo del tamafo del grano, y este a su vez es
fundamental para la comercializacién y venta del frijol comun. En América latina
por ejemplo hay cierta preferencia por tamafos de frijol grandes (Voysest 2000).
En los ensayos de rendimientos, se encontré una correlacion positiva entre
rendimiento y peso de 100 semillas (Tabla 31). Rao (2001) afirma que el tamafo
de semilla grande en cultivos arbustivos de frijol comun usualmente representa
menor rendimiento comparado con genotipos de semilla pequefia (Rao 2001), sin
embargo los resultados que se obtuvieron en este trabajo son todo lo contrario en
el caso de cruces intra-acervo, ya que se obtuvieron lineas con altos rendimientos
y tamano de semilla grande en condiciones de sequia.

Se encontré también una correlacion positiva entre la duracion del periodo
reproductivo con peso de cien semillas, esto puede ocurrir posiblemente, a que la
planta al tener mayor cantidad de tiempo para llenado de vainas, puede translocar
mayor cantidad de fotosintatos a semillas (Tabla 31).

Tabla 31. Correlaciones entre variables medidas en poblacion de AxA, de los tres
lattices en conjunto.
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Rendimiento
DF DM (kg/ha™) P 100 (g) DPR
DM 0.45 ***
Rendimiento -0.21%%* -0.23 ***
P 100 -0.05 0.28 *** 0.21 ***
DPR -0.35 *** 0.67 *** -0.07 0.34 ***
IR -0.79 *** 0.19 *** 0.07 0.25 *** 0.85 ***

En total en el segundo ciclo se seleccionaron 59 lineas DAB elites para tolerancia
a sequia de las cuales 53 provienen de cruces AxA y 6 provienen de cruces MxA,
con rendimientos que van desde 1707 a 2682.32 kg ha™, con tamarios de semilla
mediano o grande. Estos resultados son bastantes promisorios no solo para
Latinoamérica sino para el sur de Africa ya que las medias de los rendimientos en
estos continentes estan en 989.5 kg ha™ y 1073 kg ha™' respectivamente en
condiciones normales. (http://faostat.fao.org).

5.3. Marcadores Moleculares

5.3.1. Microsatélites

Con el fin de realizar estudios futuros de pedigri y mapeo asociativo, se
genotipificaron los 15 padres que fueron utilizados para originar la poblacién de las
lineas DABs. Se corrieron 50 marcadores moleculares tipo microsatélites
fluorescentes que provenian tanto de regiones gendmicas como génicas (Tabla 5)
y 22 SNPs (single nucleotide polymorphism) de genes de frijol (Tabla 7). Con la
informacion obtenida a partir de la genotipificacion de los 15 padres, se realizdé un
estudio de genética descriptiva con el fin de conocer polimorfismos entre padres y
caracteristicas de los marcadores dentro de la poblacion. Posteriormente se
realizd un estudio poblacional, para conocer las relaciones genéticas entre los
padres.

El 86% de los marcadores moleculares tipo microsatélites que se corrieron
amplificaron en los 15 padres, el 10% tuvo un dato perdido (BM143, BM161,
BM185, BM200, y BMdO01) y por ultimo el 4% (BM137, GATs91) tuvo mas de dos
datos perdidos, debido posiblemente a alelos nulos o problemas de amplificacion.
El microsatélite que menor niumero de alelos presento fue BMd 51 con 1 alelo, y
los que presentaron mayor numero de alelos fueron BM 143 y PV-at001 con 12
alelos. El promedio general en los quince padres fue de 4 alelos (Tabla 32).
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Era de esperarse que el locus menos informativo segun el indice de Shannon
fuera BMd 51 con un valor de cero, por su bajo numero de alelos. Los
microsatélites mas informativos fueron BM 143 y PV-at001 con valores de 2.373 y
2.431 respectivamente; Estos a su vez, fueron los que tuvieron mayor numero de
alelos (Tabla 32). El indice de Shannon es una aplicacion de la teoria de la
informacion basado en la idea de que la mayor diversidad corresponde a la mayor
incertidumbre en escoger aleatoriamente un individuo o un alelo (Gliessman
1998), por lo tanto este indice es afectado directamente por el numero de
observaciones y la frecuencia de las mismas, es decir que hay una correlacion
positiva entre numero de alelos y el indice de Shannon.

El 80% de los marcadores moleculares tipo microsatélites tuvieron una
heterocigosidad observada de cero (0.000), ya que se evaluaron lineas o
variedades, que se encontraban como minimo en una F7, por tal razén el nivel de
homocigosis se espera que sea bastante alto (= 90%). Y solo el 20% (BM139,
BM143, BM161, BM185, BMdO1, BMd08, BMd15, BMd16, BMd41, PV-at003)
presentaron heterocigosidad observada mayor a cero, posiblemente debido a
eventos de polinizacién cruzada, mutacion o heterocigosidad residual en algunos
loci, después de los procesos de autogamia dados en las lineas evaluadas (Tabla
32).

Como el indice de endogamia se halla mediante la heterocigosidad, todos los
microsatélites que presentaron una heterocigosidad observada de cero,
presentaron un indice de endogamia de uno. Este resultado es muy esperado en
especies autogamas, ya que la autogamia es el nivel mas alto de endogamia
(Tabla 32).

El 98% de los microsatélites correspondiente a 49 marcadores, son utiles para
estudios de pedigri ya que son polimérficos para alguna de las familias en estudio
y como se menciono, solo un microsatélites fue monomorfico para los 15
individuos (Tabla 32).

Tabla 32. Genética descriptiva para los marcadores moleculares tipo
microsatélites.
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Locus N Na Ne | Ho He F
AGO1 15 3 2.228 0.928 0 0.551 1
BM137 6 5 4.5 1.561 0 0.778 1
BM139 15 5 2.25 1.112 0.333 0.556 0.4
BM140 15 5 3.169 1.338 0 0.684 1
BM141 15 7 5 1.767 0 0.8 1
BM143 14 12 9.8 2.373 0.286 0.898 0.68
BM149 15 2 1.8 0.637 0 0.444 1
BM152 15 6 5.233 1.714 0 0.809 1
BM156 15 7 5.769 1.841 0 0.827 1
BM157 15 5 3.358 1.362 0 0.702 1
BM160 15 6 4.412 1.617 0 0.773 1
BM161 14 4 2.19 0.968 0.071 0.543 0.87
BM170 15 5 2.419 117 0 0.587 1
BM172 15 3 1.718 0.73 0 0.418 1
BM175 15 3 2.711 1.044 0 0.631 1
BM183 15 5 2.473 1.205 0 0.596 1
BM185 14 5 2.347 1.129 0.214 0.574 0.63
BM187 15 10 7.759 2176 0 0.871 1
BM188A 15 2 1.8 0.637 0 0.444 1
BM188B 15 3 1.718 0.73 0 0.418 1
BM199 15 2 1.142 0.245 0 0.124 1
BM200 14 5 3.92 1.47 0 0.745 1
BM201 15 4 2.064 0.988 0 0.516 1
BM205 15 3 2.528 1.01 0 0.604 1
BM205A 15 3 2.528 1.01 0 0.604 1
BM212 15 4 2.586 1.083 0 0.613 1
BMdO1 14 8 4.356 1.74 0.357 0.77 0.54
BMd02 15 2 1.8 0.637 0 0.444 1
BMd08 15 2 1.642 0.58 0.267 0.391 0.32
BMd15 15 2 1.724 0.611 0.067 0.42 0.84
BMd16 15 2 1.724 0.611 0.067 0.42 0.84
BMd17 15 3 1.991 0.861 0 0.498 1
BMd18 15 2 1.991 0.691 0 0.498 1
BMd20 15 3 1.991 0.861 0 0.498 1
BMd36 15 4 2.064 0.988 0 0.516 1
BMd40 15 3 1.923 0.803 0 0.48 1
BMd41 15 2 1.867 0.657 0.067 0.464 0.86
BMd46 15 2 1.923 0.673 0 0.48 1
BMd47 15 2 1.8 0.637 0 0.444 1
BMd51 15 1 1 0 0 0 N.A
BMd56 15 2 1.471 0.5 0 0.32 1
GATS11 15 3 1.923 0.803 0 0.48 1
GATs54 15 2 1.642 0.58 0 0.391 1
GATs91 13 8 6.259 1.951 0 0.84 1
PV-ag001 15 3 2.419 0.97 0 0.587 1
PV-ag003 15 2 1.471 0.5 0 0.32 1
PV-at001 15 12 10.714 2.431 0 0.907 1
PV-at003 15 3 2.018 0.788 0.333 0.504 0.34
PV-CCT001 15 2 1.142 0.245 0 0.124 1
PV-cttOu1l 15 3 1.923 0.803 0 0.48 1
PROMEDIO E]
N = Lineas amplificadas, Na = Numero de alelos, Ne = numero efectivo de alelos, | = indice de informacién de Shannon Ho =

heterocigosidad observada, He = heterocigosidad esperada, F = indice de fijacién, o indice de endogamia

5.3.2. Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

El 82% de los SNP que se utilizaron, amplificaron en los 15 padres, y el 18% tuvo
datos perdidos. Debido posiblemente a alelos nulos o problemas de amplificacion.
Los polimorfismos que se encontraron fueron de un solo nucleétido, y el rango de
variacion de los alelos solo fue de dos, lo cual era de esperarse ya que son SNPs.
Por tal razén el 72% de los SPN tuvieron dos alelos que era lo esperado. El 28%
tienen un solo alelo, es decir que fueron monomaorficos para las lineas evaluadas e
inutiles en estudios de pedigri y mapeo asociativo en esta poblacion (Tabla 33).

El indice de informacién de Shannon fue de cero para aquellos SNP que solo
presentaron un alelo (ASR1_160, ASR1_232, DREB2B_167, ER_50, ER 536,
SS1_74) los demas SNP tuvieron aproximadamente el mismo valor ya que
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tuvieron el mismo numero de alelos, sin embargo la variacion que se presenta
entre SNP es debida a la frecuencia de cada uno de los alelos dentro de las lineas
evaluadas, ya que el indice de Shannon es afectado directamente por el numero
de observaciones y la frecuencia de las mismas (Gliessman 1998). Solo dos SNP
(BSNP_22 C2574, BSNP_18 C2556) de los 16 que fueron polimdérficos para
alguno de los padres tuvieron un valor de heterocigocidad observada mayor a
cero, posiblemente a eventos de polinizaciéon cruzada o que algunos de los genes
aun no se encuentran en estado homocigoto después de los procesos de
autogamia.

El indice de endogamia no se pudo evaluar en aquellos SNP que fueron
monomorficos para las lineas evaluadas ya que es indispensable tener un valor
mayor a cero en Ho 6 He. Como el indice de endogamia se halla mediante la
heterocigosidad (Tabla 8), todos los SNPs que presentaron una heterocigosidad
observada de cero, presentaron un indice de endogamia de uno, lo cual es muy
esperado en especies autogamas, ya que la autogamia es el nivel mas alto de la
endogamia (Tabla 33).

Tabla 33.SNPs Corridos en padres utilizados en las cruzas.

Locus N Na Ne | Ho He F
ASR1_160 15 1 1 0 0 0 N.A
ASR1_232 15 1 1 0 0 0 N.A

BSNP_12_C2533 14 2 1.849 0.652 0 0.459 1
BSNP_14_C2541 14 2 1.96 0.683 0 0.49 1
BSNP_15_C2545 15 2 1.8 0.637 0 0.444 1
BSNP_16_C2551 15 2 1.8 0.637 0 0.444 1
BSNP_18_C2556 14 2 1.324 0.41 0.143 0.245 0.417
BSNP_19_C2561 15 2 1.8 0.637 0 0.444 1
BSNP_22_C2574 15 2 1.965 0.684 0.733 0.491 -0.493
BSNP_23_C2580 15 2 1.8 0.637 0 0.444 1
BSNP_28_C2620 15 2 1.8 0.637 0 0.444 1
BSNP_29_C2625 15 2 1.991 0.691 0 0.498 1
BSNP_3_C2294 15 2 1.923 0.673 0 0.48 1
BSNP_4_C2348 15 2 1.991 0.691 0 0.498 1
BSNP_5_C2391 15 2 1.8 0.637 0 0.444 1
BSNP_8_C2493 15 2 1.8 0.637 0 0.444 1
DREB2A_246 15 2 1.991 0.691 0 0.498 1
DREB2A_332 15 2 1.991 0.691 0 0.498 1
DREB2B_167 15 1 1 0 0 0 N.A

ER_50 15 1 1 0 0 0 N.A

ER_536 15 1 1 0 0 0 N.A

SS1_74 14 1 1 0 0 0 N.A

N = Lineas amplificadas, Na = Numero de alelos, Ne = numero efectivo de alelos, | = indice de informacién de Shannon Ho =

heterocigosidad observada, He = heterocigosidad esperada, F = indice de fijacién, o indice de endogamia
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5.3.3. Estructura genética

Ademas del analisis de cada marcador molecular, se realiz6 un estudio
poblacional con el fin de analizar la relacién entre las lineas evaluadas, utilizando
el programa STRUCTURE (Pritchard, Stephens et al. 2000). Se realizé un analisis
por separado para microsatélites y SNPs y otro analisis en conjunto, con el fin de
observar que diferencias podria haber entre marcadores, para la identificacion de
lineas.

A partir de la metodologia propuesta por Evanno et al. (2005) se escogio el K
optimo de dos, que correspondidé a los dos acervos en Frijol comun (Andino y
Mesoamericano) para todos los analisis realizados. En el caso de los SNPs hubo
dos lineas del acervo Andino que comparten un porcentaje con el acervo
Mesoamericano: PAN 127 y NATAL SUGAR, posiblemente por introgresion
(Figura 10).
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Figura 14. Andlisis poblacional en el programa STRUCTURE para marcadores
moleculares tipo microsatelites y SNP con los 15 padres utilizados en las cruzas

Mediante el programa Darwin version 5.0.148 se realiz6 también un dendograma
a partir de la matriz de disimilaridad de DICE, utilizando el método de
agrupamiento Neighbor-joining. Los datos utilizados provienen de los marcadores
moleculares tipo microsatélites y SNPs. Con estos resultados se pudo confirmar lo
obtenido en el programa STRUCTURE (Pritchard, Stephens et al. 2000), Donde se
separaron las lineas de acervo andino de las lineas de acervo mesoamericano,
aunque NATAL SUGAR y PAN 127 siguen un poco alejadas del grupo andino
posiblemente por introgresion. Los genotipos G4523 y CAL143 en el dendograma
se encuentran muy emparentados y SAB 259 se encuentra muy cerca de los ya
mencionados, posiblemente a que estos genotipos comparten el mismo de color
grano (rojo moteado), por otro lado AFR 298 Y RAA 21 que son lineas andinas
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tolerantes a sequia, también se encuentran dentro de un mismo grupo y
comparten el mismo color de grano (rojo), esto indica que posiblemente algunos
de los microsatélites 0 SNPs evaluados se encuentran ligados a caracteristicas
fenotipicas como color de grano (Figura 11).

El agrupamiento tan cercano entre SER 8 y SER 16 pudo ser porque provienen
del mismo cruce ((RAB 651 x TIOCANELA 75) x (RAB 608 x SEA 15)), en el caso
de SEC 16 comparte con SER 8 y SER 16 uno de sus padres (TIOCANELA 75)
posiblemente por esta razén aunque separado se encuentra dentro del mismo
clado. Por otro lado SEQ 11 y SER 22 provienen de diferentes padres por lo cual
aunque se agrupan dentro un mismo acervo se encuentran separados (Figura
11).

ANDINOS

100

MESOAMERICANOS /| \ ==

C}—[BJ

Figura 15. Dendograma de los 15 padres utilizados en las cruzas con todos los
marcadores moleculares analizados (Microsatélites y SNP), mediante método de
Neighbor joining.
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5.3.4. Analisis de coordenadas principales

A partir de la distancia genética de Nei M. (1972) se realizé un analisis de
coordenadas principales con el fin de ilustrar los ejes principales de la variabilidad
entre las lineas, reflejandola en una ordenacion espacial, combinando los datos
provenientes tanto de los microsatélites como de los SNPs. (Figura 12). Las tres
primeras coordenadas principales resultantes de este analisis explicaron el
80.37% de la variabilidad genética. Los componentes uno, dos y tres tuvieron
porcentajes de 58.20%, 14.05%, 8.12% respectivamente. De acuerdo a los
resultados obtenidos del analisis de coordenadas principales se obtuvo una
separacion entre acervos, lo cual fue el mismo resultado obtenido mediante los
programas DARWIN y STRUCTURE (Figura 12).

ACERVO

MESOAMERICA

ANDINGS

H=AMS1
W= AXIS 2
I=AMS3
Cr = ACERVO

AXIS

Figura 16. Representacion grafica en tres dimensiones de la distribucién y
ubicacion espacial de las lineas utilizadas como padres, a partir del analisis de
coordenadas principales (PCoA). Los colores corresponden al agrupamiento
generado por STRUCTURE.
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1.

6. CONCLUSIONES

A partir de las 216 lineas DAB (Fs.7) se seleccionaron las mejores en
términos de produccién, que corresponden a 59 lineas DAB elites tolerantes
a sequia, con rendimientos que estuvieron entre 1707 a 2682.32 kg ha™,
con tamafnos de semilla mediano o grande. Estos resultados son
promisorios para Latinoamérica y el Sur de Africa donde la media de
rendimiento se encuentra en 989.5 y 1073 kg ha™' respectivamente.

El 98% de los microsatélites y el 72% de los SNP, para un total de 65
marcadores moleculares, fueron polimorficos para alguna de las familias
estudiadas, por tal motivo son apropiados para realizar estudios de pedigri
y mapeo asociativo.
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7. PERSPECTIVAS

1. Se espera seguir avanzando las 59 mejores lineas, con el fin de continuar
con el proceso de mejoramiento y poder dar como resultado final una
variedad tolerante a sequia.

2. Realizar estudios moleculares con la poblacion obtenida que permitan
dilucidar informacion referente a genes que confieran tolerancia a sequia.
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