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ABSTRACT

Fifty-two accessions of nine commercial types of beans (Phaseolus vulgaris L.) belonging
to the Chilean strain were evaluated. The objectives of this study were to characterize and
genetically identify the principal commercial classes, local selections and better varieties of
Chilean beans by means of isozymes and RAPDs, and to compare these results with the
morphological and agricultural characterization of the selected genotypes. The morphological
analysis included 22 characteristics, the biochemical analysis 11 isozyme systems, and the
molecular analysis 38 primers. The results indicated that the color of the bean is the only
characteristic able to distinguish between commercial classes. On the other hand, the
isozyme and RAPDs were not able to group the genotypes in accordance with the commercial
classes. The genetic diversity within each commercial class was fairly tight for the traits
analyzed with the degree of similarity reaching 100% in some cases. Among the commercial
classes, the Tértola showed the greatest similarity (98%), while the most disparate commercial
classes were the Coscorron, Sapito and Cuyano, with 95% similarity. It was determined that
some of the enzyme systems and specific primers could complement the morphological and

agricultural identification to be used in discriminating between varieties.
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INTRODUCCION

La integracion de estudios morfolégicos, agro-
ndémicos, bioquimicos y moleculares ha sido im-
portante en los estudios de evoluciény de carac-
terizacion del frejol comiin Phaseolus vulgaris
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L. Desde el punto de vista bioquimico y mole-
cular, el frejol comtin ha sido investigado a nivel
de faseolina (Gepts y Bliss, 1986), isoenzimas
(Singh ez al., 1991), fragmentos de restriccion
polimérficos (RFLPs) (Becerray Gepts, 1994),
amplificacion ADN al azar (RAPDs) (Johns ef
al., 1997) y recientemente mediante amplifi-
cacioén de fragmentos polimérficos (AFLPs)
(Tohme et al., 1996). Todos estos trabajos han
confirmado la existencia de dos centros princi-
pales de origen y domesticacion de esta especie,
uno ubicado en laregién Meso Americanay otro
en la zona Andina.
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Dentro del pool genético Mesoamericano es
posible distinguir tres razas de frejol cultivado:
Jalisco, Mesoamerica y Durango. En la region
Andina se distinguen tres razas cultivadas: Nue-
va Granada, Pert y Chile (Singh ez al., 1991).
También se postula la existencia de un centro
secundario ubicado entre el sur de Ecuadory el
norte de Perti (Debouck et al., 1993 ; Debouck,
1996), o la presencia de nuevos centros, uno
ubicado en Colombia y otro en la zona sur de
Ecuador y norte de Per (Tohme et al., 1996).

Dentro de cada pool de genes del frejol cultivado
la variabilidad genética es alta para caracteristi-
cas agronomicas. Sin embargo, debido a la fuer-
te presion de seleccion ejercida durante el proceso
de domesticacidony al sistema reproductivode la
especie, ladiversidad genética anivel bioquimico
y molecular hadisminuido si se compara con es-
pecies silvestres (Sonnante et al., 1994; Becerra
y Gepts, 1994; Gepts et al., 1993).

Diversos estudios (Gepts y Bliss, 1986; Singh ez
al., 1991; Becerra y Gepts, 1994; Paredes y
Gepts, 1995; Johns et al., 1997) indican que los
frejoles pertenecientes a laraza Chile tienen las
siguientes caracteristicas bioquimicas, molecu-
lares y morfologicas. Poseen faseolinatipo ‘C’,
‘T’ y ‘H’ caracteristicas del pool de genes An-
dino. Sin embargo, estudios recientes han detec-
tado también presencia de introgresion de faseo-
lina tipo ‘S’ y algunas aloenzimas caracteristicas
del pool Mesoamericano. El frejol chileno se
caracteriza también por la presencia de una alta
frecuencia de la aloenzima Mdh'", y escasa
diversidad genética anivel de marcadores mole-
culares como RFLP y RAPDs. Desde el punto
de vistamorfolégico, los genotipos tradicionales
poseen hojas pequeiias, elongadas o romboides;
bractéolas triangulares y estrechas; flores de
color rosado palido o blanco; vainas medianas,
con poca fibra; semillas redondas u ovales con
tres a cinco semillas por vaina; habito de creci-
miento postrado; susceptible al mosaico comun,
mosaico amarillo, mosaico de la alfalfay mosaico
del pepino; precocidad intermedia a tardia y un
potencial de rendimiento menor a2.000 kg ha'.
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En nuestro pais, la produccion de frejol se rea-
liza en base a selecciones locales y variedades
mejoradas. Este material genético es clasificado
en clases comerciales que se destinan al consumo
interno (Tértolas, Coscorron, Mantecas y Sua-
ves) y al mercado externo (Bayos, Frutillas Ne-
gros y Blancos).

De las variedades chilenas las clases comerciales
Tértola, Coscorrén, Manteca y Suaves, son
consideradas Uinicas en el mundo. De estas cla-
ses comerciales, los Tortolay Coscorrén son los
tipos de frejol mas demandados en el mercado
interno, como grano secoy granado, respectiva-
mente (Paredes, 1994; 1995).

En los ultimos afios se han realizado estudios
tendientes a determinar la diversidad genética
del frejol, donde se han incluido algunas acce-
siones de frejol chileno (Gepts y Bliss, 1986;
Singh et al., 1991; Becerra y Gepts, 1994).
Recientemente, se ha publicado un par de estu-
dios mésespecificos sobre laraza Chile (Paredes
y Gepts, 1995; Johns et al., 1997). Sin embargo,
no existen estudios tendientes a caracterizar ge-
néticamente las diferentes clases y variedades
comerciales que constituyen la raza Chile. La
caracterizacion genética de selecciones locales
y variedades es muy importante en lamantencion
de lapureza genética, identificacidn, propiedad
del germoplasmaevaluado y en laestimacidn de
algunasrelaciones genéticas.

Tradicionalmente, la descripcion de la variabi-
lidad genética e identificacion varietal en frejol
consistia en la descripcion morfolégica del ger-
moplasma y del cultivar en particular. Actual-
mente, a estos estudios se han incorporado otras
caracteristicas como las bioquimicas y molecu-
lares (Stephen et al., 1995) que pueden com-
plementar la descripcidn fenotipica tradicional
del germoplasma. De los tres tipos de analisis
mencionados anteriormente, la caracterizacidon
morfoldgica entrega informacién fenotipica del
cultivar, lo cual integra la expresion genética
mas la influencia ambiental, mientras que la
caracterizacion bioquimicay molecular (faseo-
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lina, isoenzimas, RFLP, RAPD, AFLP y micro-
satélites) caracterizan el genotipo, por lo cual
son mucho ms exactos y estables que los mar-
cadores morfologicos (Gepts et al., 1993).

Diferentes sistemas isoenzimaticos han sido usa-
dos para determinar variabilidad genética entre
y dentro de poblaciones, tales como frejol (Pare-
desy Gepts, 1995), lenteja (Rodriguez, 1996),y
en laidentificacion de cultivares de frejol (Bassiri
y Adams, 1978). Esta técnica presenta diversas
ventajas tales como larapidezen laobtencién de
los resultados (Andersen y Fairbanks, 1990); el
uso de poco material vegetal; unaalta versatilidad
en el tipo de tejido utilizado: semillas, hojas,
tallos, frutos; su relativo bajo costoy su herencia
codominante (Paredes y Gepts, 1995). Una de
las principales desventajas que presenta la técnica
es el nimero limitado de Joci o alelos que pueden
ser detectados, por lo que la discriminacion ge-
notipica es muy baja.

Losavances en estudios moleculares hanido in-
carporando con mayor frecuencia estas técnicas
en estudios evolutivos, de variabilidad genética
y construccion de mapas genéticos (Gepts, 1990),
determinacion del tamafio del genoma e identifi-
cacion de genotipos (Beyermann et al., 1992).

Dentro de las técnicas moleculares, los RAPDs
basados en la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR), han sido los més utilizados. Una de
las razones que explican la alta aceptacion de
esta tecnologia es su adecuada sensibilidad al
determinar variabilidad genotipica dentro de
ciertas especies (Beyermann et al., 1992;
Caetano-Anollés et al., 1992) yunbajo costo de
operacion en comparacién con otras técnicas
moleculares (Anderseny Fairbanks, 1990). Esta
técnica es relativamente simple y consiste en la
amplificacién de ADN al azar (Williams et al.,
1990), mediante el uso de partidores aleatorios
(Welshy McClelland, 1990; Caetano-Anollés et
al., 1992). Sin embargo, los RAPDs no han sido
utilizados ampliamente en estudios de diversidad
en frejol (Johns et al., 1997).

Enlaidentificacion de individuosy variedades,
los marcadores bioquimicos y moleculares pue-
den jugar un papel muy importante, ya que es
posible determinar patrones especificos, los que
corresponden a su identificaciéon genética o
‘fingerprinting’. Uno de los usos de la identi-
ficacion de variedades es la proteccion para su
uso comercial. El fingerprinting mediante
RAPD:s ha sido utilizado en varias especies le-
guminosas tales como lentejas (Lens culinaris)
(Abo-elwafa et al., 1995), garbanzos (Cicer
arietinum) (Weising et al., 1992; Kahl, 1997).

Los objetivos de este estudio fueron: caracterizar
e identificar genéticamente, si es posible, las
principales clases comerciales, selecciones loca-
les y variedades mejoradas de frejol pertene-
cientes a la raza Chile, por medio del uso de
isoenzimas y RAPDs y comparar estos resul-
tados con la caracterizacion morfoldgica exis-
tente de los genotipos seleccionados.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

En este estudio se evaluaron 52 genotipos de
frejol pertenecientes a la raza Chile, de los cua-
les se incluyeron 19 genotipos endémicos perte-
necientes a la clase comercial Tértola, Cosco-
rrén, Suaves y Manteca, y 26 materiales natura-
lizados incluidos en las clases comerciales Sa-
pito, Frutilla, Cuyano, Pajarito o Cranberry, y
Blanco. Ademas, se analizaron siete variedades
mejoradas (Tértola INIA, Torcaza INIA, Cos-
corrén Granado INIA, Cimarrdn, Cuyano INIA,
Araucano INIA, Rayo INIA). Este material ge-
nético fue proporcionado por el Banco de Ger-
moplasma del Instituto de Investigaciones Agro-
pecuarias (INIA), Centro Regional de Investi-
gacion (CRI) Quilamapu, Chillan.

Lagerminacion de las semillas se realizé en una
incubadoraa25 °C. Posteriormente, las semillas
germinadas fueron sembradas en bolsas plasticas
conteniendo una mezcla de suelo y arena en re-
laciéon 2:1. Para el analisis isoenzimatico se co-
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secho una porcion de las hojas primarias y para
el andlisis molecular se recolectaron las hojas
verdaderas, previo al periodo de floracion.

I. Caracterizacion morfologica

La informacion morfoldgica y agronémica de
los genotipos fue proporcionada por el Proyecto
de Recursos Genéticos del INIA y el Proyecto de
Mejoramiento Genético de Frejol, CRI Quila-
mapu. Esta evaluacion del germoplasma incluy6
caracteristicas tales como tamario, formay color
de labractéola, tamafio, tipo de apice, curvatura,
tipo de seccidony presencia o ausencia de fibraen
la vaina; dias a floracion y madurez fisiologica,
distancia al 5°-6° nudo; habito de crecimiento;
tamafio, forma, color y brillo del grano; color de
la vaina al estado granado y peso de las 100 se-
millas. Esta evaluacion se realiz6 en el Campo
Experimental Santa Rosa del INIA-CRI Quila-
mapu, ubicado en Chillan (L.34°31°34°°S; 71°
51'40 W; 220 m.s.n.m).

H. Caracterizacion bioquimica

Paraeste estudio se trabaj6 con geles de almidon
al 10% y dos tipos de buffers: Histidina (0,065
M; pH 6,5) y Tris-Citrato-Litio-Borato (0,05M
Tris pH 8,4; 0,03M hidréxido de litio; 0,19M
acido borico pH 8,1). Se utilizé el protocolo su-
gerido por Paredes y Gepts (1995).

Los sistemas isoenzimaticos evaluados en este
estudio fueron: Diaforasa (DIAP), Glucosa-6-
fosfato dehidrogenasa (6PGD), Malato dehi-
drogenasa (MDH), Shikimato dehidrogenasa
(SKDH), Aspartato amino transferasa (AAT),
Fosfatasa acida (AcPH), Fosfoglucomutasa
(PGM), Glucosa fosfato isomerasa (GPI), Leu-
cina amino peptidasa (LAP), Enzima maélica
(ME) y Peroxidasa (PER).

II1. Caracterizaciéon por amplificacion del
ADN al azar (RAPD)

El1 ADN gendmico de cada accesion fue aislado
a partir de hojas sanas y jovenes almacenadas a
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-75 °C, siguiendo el protocolo de Becerra y
Gepts (1994). La concentracion del ADN fue
determinada mediante fluorometria, después de
lo cual las muestras se diluyeron a 5 ng uL"!
(stock de RAPD).

Para este estudio se evaluaron 38 partidores de
10 mers (Operon Tech), pertenecientes a los
sets A, Dy E. Laamplificacion se realizo en un
termociclador, AmplitronII, Termolyne con capa
calefactora. La reaccién de amplificacion
utilizada en este estudio fue la siguiente: 2ul
dNTPs (200 uM); 1uL de partidor (5 uM); 2,5
pL buffer de amplificacion (10 X); 0,75 uL de
MgCL (10 mM); 1 uL de Tritén (X-100; 0,01%);
0,2 pL de Taq Polimerasa (5 UuL'); 5 uL de
ADN (5 ng pL") y 12,25 pl. de agua estéril.
Estareaccion de amplificacion fue seleccionada
por su consistencia y reproducibilidad.

La condicion de amplificacion fue la siguiente:
a) 3 ciclos de 95 °C por 1 min, 37 °C por 1 min
y 72 °C por 1,2 min y; b) 37 ciclos de 94 °C por
35seg,42°C por 40 seg, 72 °C por 1 min; termi-
nando con un periodo de extension de 72 °C por
10 min y mantenci6n a 4 °C.

Los productos de la reaccidon amplificada fueron
separados en geles de agarosa (1,5%; 1 X TAE)
aplicando 150 Volts y con un tiempo de corrida
de 3 h. Los geles fueron tefiidos con Bromuro de
etidio, lo que permitié la visualizacion de las
bandas bajo luz ultravioleta. Posteriormente los
geles fueron fotografiados para su evaluacion.

IV. Analisis de los datos obtenidos

Isoenzimas. Luego de latincion de los sistemas
isoenzimaticos, se midi6 la distancia de migra-
cion de las bandas de cada accesién, desde el
origen, lo cual generd diferentes zimogramas,
determinandose el grado de polimorfismo y nu-
mero de patrones de bandas para cada uno de los
sistemas estudiados.

RAPD. Las bandas obtenidas en el proceso de
amplificacién fueron analizadas en forma bina-
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ria por presencia (1) o ausencia (0). Esta infor-
macioén fue utilizada para obtener las distancias
genéticas de Nei entre los genotipos analizados.
Para este analisis se utiliz6 el Numerical Taxo-
nomy and Multivariate System (NTSYS) (Rohif,
1990).

Para identificar posibles patrones inicos que
permitieran distinguir selecciones locales y va-
riedades mejoradas dentro y entre las clases co-
merciales se analizaron los patrones obtenidos
con los 38 partidores.

RESULTADOS

I. Identificacion genotipica mediante iso-
enzimas

La evaluacion de las isoenzimas se basé en la
observaciones de los alelos presentes en los
genotipos analizados. En lineas generales, se
observé un bajo nivel de polimorfismo para la
mayoria de los sistemas analizados.

A. Identificacion de clases comerciales,
seleccioneslocales y variedades mejoradas

A pesar que cada clase comercial de frejol es
facilmente identificable por su color de semillas,
no fue posible identificar patrones isoenzima-
ticos especificos que caractericen las clases
comerciales.

Elanalisis de los patrones isoenzimaticos indico
que las clases comerciales de los frejoles endé-
micos presentaron un menor nivel de polimor-
fismo que los frejoles naturalizados. Por ejem-
plo, los frejoles endémicos Tértola y Suaves,
presentaron s6lo un sistema polimoérfico (DIAP)
y los tipo Coscorréon dos (DIAP, PER). En
cambio, los frejoles naturalizados Bayo presen-
taron tres sistemas polimérficos (DIAP, SKDH
yAAT)y enlos tipo Blanco y Cuyano se detec-
taron dos (SKDH y DIAP). Finalmente, la excep-
cién la presentaron los frejoles tipo Manteca
(endémico) y Sapito (naturalizado) los que fue-
ron monoméorficos en los sistemas analizados.
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B. Identificacion de las variedades comer-
ciales

Los diferentes sistemas utilizados discriminaron
parcialmente algunas de las variedades analiza-
das. Por ejemplo, el sistema PER (anodal) dife-
renci6 la variedad Araucano INIA de Rayo-
INIA, pertenecientes alamisma clase comercial.
En el caso de las variedades tipo Coscorron, los
sistemas DIAP y PER anodal distinguieron entre
las variedades Cimarrdn y Coscorrén Granado
INIA (Cuadro 1).

I1. Identificacién genotipica mediante RAPDs

Para el andlisis molecular de las accesiones de
frejol se utiliz6 un total de 38 partidores de 10
mers, pertenecientes a los grupos OPERON A,
D, y E. Con estos partidores se obtuvo un total
de 286 bandas, de las cuales 238 bandas (83,2%)
fueron polimérficas y 48 (16,8%) monomorfi-
cas. Los partidores que presentaron un mayor
numero de bandas fueron, OPD-5, OPE-3 y
OPE-4, los que presentaron 13 bandas, mientras
que los partidores con menor numero de bandas
fueron el OPD-2, OPE-5 y OPE-8 con s6lo 2
bandas. De los partidores analizados, el que
presenté un mayor nimero de patrones fue el
OPE-4 con un total de 11, y los partidores con
menor nimero observados fueron los OPD-2,
OPD-14, OPE-2, OPE-5 y OPE-8, con sélo 2
patrones. Dentro de los 38 partidores utilizados
en el estudio, no se encontraron patrones espe-
cificos para las clases comerciales. Sin embargo,
los partidores fueron capaces de detectar entre
un 66% y 92% de polimorfismo entre las clases
comerciales (Foto 1).

A. Identificacion de las selecciones locales y
clases comerciales

Elanilisis de las distancias genéticas (porcentaje
de similitud) determiné la presencia de dos
grandes grupos de accesiones (Figura 1) sin ha-
cer una separacion de las clases comerciales. El
primero de ellos incluyé a las selecciones que
presentaron sobre un 92% de similitud. El se-
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Cuadro 1. Patrones isoenzimiticos presentes en las diferentes variedades comerciales de frejol
pertenecientes a la Raza Chile

Table 1. Isozyme patterns for commercial varieties of common beans belonging to the Chilean strain

Histidina/patrén

Litio/patrén

Variedades

mejoradas SKDH 6PGD MDH DIAP ME

AAT LAP ACPH GPI PGM PERcat' PERan'

Araucano INIA 1
Rayo INIA 1
Cimarroén H
Coscorréon G INIA 1
Cuyano INIA 1
Torcaza INIA H
Tértola INTA 1
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'cat: catodal; an: anodal.

Foto 1. Amplificacién de productos de ADN para diferentes genotipos de frejol
pertenecientes a la raza Chile y generados por RAPD usando el “primer” Operon
OPA-1. Linea 15 marcador estindar ADN Lamda digerido con Hind III.

Photo 1. Enlargement of DNA products for different bean genotypes belonging to the
Chilean strain and generated by RAPD using the “primer” Operon OPA-1. Line
15 standard marker DNA Lamda assimilated with Hind III.

gundo ubicé una sola accesion (Cuyano 442), la
cual present6 una similitud del 88%. Dentro del
primer grupo fue posible distinguir 2 subgrupos,
el primero de ellos agrupo6 los genotipos que pre-
sentaron una similitud superior al 96%, y el
segundo incluyé genotipos con similitudes que
variaron entre 96 y 92% (Cuadro 2, Figura 1).

Al analizar dentro de cada clase comercial se
aprecio un alto grado de similitud entre las se-
lecciones locales, llegando en algunos casos a
un 100% de similitud anivel de RAPDs (Cuadros

3y4).
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Figura 1. Dendrograma de diversidad genética de 52 genotipos de frejol raza Chile.
Figure 1. Dendrogram of genetic diversity of 52 genotypes of Chilean bean strains.
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B. Identificacion de las variedades comer-
ciales

Los partidores utilizados permitieron realizar
un “fingerprinting” de las variedades mejoradas
pertenecientes a una misma clase comercial. Es
asi como las variedades tipo Frutilla (Rayo
INIA y Araucano INIA) fueron discriminadas
utilizando 20 partidores, las variedades tipo
Coscorron (Cimarrén y Coscorrén Granado
INIA) por medio de 16 partidores, y las varie-
dades Tipo Toértola (Torcaza INIA y Tértola
INIA) con 17 partidores (Cuadro 5).

Cuadro 2. Similitud promedio (%) dentro de
cada clase comercial de frejol chileno

Table 2. Average of similarity (%) within
commercial classes of Chilean common beans

Clase comercial Similitud Rango
Bayo 96 92-100
Blanco 96 91-99
Coscorron 95 90-98
Cuyano 95 86-100
Frutilla 96 91-100
Manteca 97 93-100
Sapito 95 90-99
Suave 96 92-99
Tértola 98 95-100
Promedio 96
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I11. Identificacion fenotipica

El germoplasma analizado present6 polimorfis-
mo en todas las caracteristicas morfoldgicas y
agrondmicas evaluadas, dentroy entre las clases
comerciales. En este caso hay que considerar
que muchas de las caracteristicas evaluadas son
de caracter cuantitativo y de herencia compleja
por lo que presentan una fuerte interaccion ge-
notipo-ambiente. Alanalizar los datos morfolo-
gicos y agrondmicos se observé que la inica ca-
racteristicacomun que discrimind las clases co-
merciales fue el color de la semilla.

DISCUSION

Para especies con un alto porcentaje de auto-
polinizacion y/o especies con una estrecha base
genética, como el frejol chileno, es dificil encon-
trar marcadores, partidores o sondas que puedan
ser utilizados eficientemente en la determinacion
de ladiversidad genética e identificacién de ge-
notipos. En estos casos, es necesario contar con
una gran cantidad de informacidon que pueda
describir el germoplasma, tanto a nivel feno-
tipico como genotipico. De esta manera se ge-
nera una mayor cobertura del genoma.

En este estudio se utilizd un total de 320 caracte-
risticas, de las cuales 34 fueron bioquimicas y
286 moleculares. Esta informacién se comple-
mentd con 22 caracteristicas morfoldgicas y

Cuadro 3. Similitud (%) dentro de la clase comercial Tértola en base a RAPDs

Table 3. Similarity (%) within the commercial class Tértola based on RAPDs

Genotipos 1 2 3 4 5 6 7 8
Tértola 20 100

Tértola 64 98 100

Tértola 327 99 100 100

Tértola 341 98 100 100 100

Tértola 562 96 99 98 98 100

Tértola 578 98 100 100 100 98 100

Torcaza INIA 96 97 97 97 95 97 100

Tortola INIA 98 100 100 100 98 100 97 100
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Cuadro 4. Similitud (%) dentro de la clase
comercial Coscorrén en base a RAPDs

Table 4. Similarity (%) within the commercial
class Coscorrén based on RAPDs

Genotipos 1 2 3 4
Coscorréon 31 100

Coscorrdn 470 95 100

Coscorron Granado INIA 98 90 100
Cimarron 97 95 95 100

agronomicas incluidas en el Proyecto de Recur-
sos Genéticos del INIA. Al comparar el aporte
cuantitativo de cada marcador podemos indicar
que los RAPDs proporcionaron un 83,9% de la
informacion analizada.

El estudio de las evaluaciones morfolégicas y
agronémicas de las accesiones indicaron dife-
rencias fenotipicas entre los genotipos de la ra-
zaChile, sin embargo, los valores de algunas de
estas caracteristicas son inestables ya que poseen
unabaja heredabilidad y son altamente influen-
ciadas por el medio ambiente.

El bajo nivel de polimorfismo isoenzimatico
observado en este estudio estuvo dentro de los
margenes esperados, lo que impidi6 una discri-
minacion clara y precisa de algunas de las cla-
sescomercialesy selecciones locales evaluadas.
Sin embargo, algunos sistemas podrian ser uti-
lizados para identificar en forma preliminar al-
gunas variedades comerciales. Estos resultados
confirman que esta técnica por si sola no es su-
ficiente para realizar una caracterizacion gené-
tica exhaustiva del germoplasma de frejol chi-
leno. A pesar de esta limitacion, esta tecnologia
hasido extensamente utilizada en la caracteriza-
cion e identificacion de germoplasmaen diversas
especies y variedades tales como lenteja (Ro-
driguez, 1996)y frejol (Bassiriy Adams, 1978).

Los resultados observados al usar los RAPDs
mostraron un mayor grado de polimorfismo

comparado con las isoenzimas, lo que confirma
que esta técnica es mas adecuada para estimar la
variacién intraespecificaen frejol. Esta situacion
se ha observado en otras especies con autopoli-
nizacion, como en varias especies de lentejas
(Lens spp.) (Abo-elwafa et al., 1995).

Laidentificacion de genotipos mediante RAPDs
ha sido posible en varias especies debido a que
cada seleccion o cultivar produce un patrén re-
producible de bandas de ADN amplificado. La
identificacion de las clases comerciales y/o ge-
notipos de frejol mediante este tipo de marcador
fue posible comparando dos genotipos y consi-
derando varios partidores. Esta tecnologia tam-
bién podria ayudar ala discriminacion entre va-
riedades mejoradas pertenecientes a la misma
clase comercial de frejol. Por ejemplo, la sepa-
racion entre las variedades tipo Coscorréon (Cos-
corrén Granado INIA y Cimarrdn), tipo Frutilla
(Rayo INIA y Araucano INIA)y Tértola(Tértola
INIA y Torcaza INIA). Estos resultados con-
cuerdan con trabajos anteriores en lentejas (Abo-
elwafa et al., 1995).

Los RAPDs poseen algunas desventajas, siendo
laprincipal la influencia de algunos componen-
tes y condiciones de reaccion que afectan, en
ciertos casos, la reproducibilidad de los resul-
tados entre laboratorios (Weising et al., 1992).
Esta situacion podria afectar el uso de este mar-
cador en el proceso de proteccion de variedades.

Elanalisis de RAPDs permitié construir un den-
drograma que muestra las relaciones intraespeci-
ficas de los genotipos endémicos de Chile, como
son Coscorron, Tortola, Suaves y Mantecas, y
larelacion con otras clases comerciales naturali-
zadas en Chile, como son Sapitos, Blancos, y
Bayos.

El andlisis del dendrograma no agrup6 a los ge-
notipos de acuerdo a su clase comercial, lo que
podria indicar que cada clase comercial no po-
see suficientes alelos especificos que puedan
determinar una constitucion genética diferente.
Al parecer, el color de la semilla es la Gnica ca-
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Cuadro S. Partidores utilizados en el fingerprinting de variedades comerciales de frejol chileno

Table 5. Primers used for fingerprinting commercial varieties of Chilean beans

Accesién

Partidor/ Araucano Rayo Coscorrén  Cuyano Torcaza Tértola
Patrén INIA INIA Cimarrén G INIA INIA INIA INIA
Al 1 4 1 1 1 1 1
A2 2 1 2 2 2 1 2
A4 3 1 2 0 2 2 2
AS 2 2 4 2 2 2 2
A6 2 2 4 2 2 2 2
A7 2 4 2 2 3 2 3
Al0 2 2 2 2 2 2 2
Al3 2 2 2 2 2 1 2
D1 2 2 1 1 2 2 2
D2 1 1 1 1 1 1 1
D3 3 2 3 1 3 5 5
D4 2 2 2 2 3 2 2
D5 7 2 3 2 5 5 2
D6 0 1 1 1 3 1 1
D7 3 4 7 4 6 3 3
D8 3 5 3 2 2 2 2
D11 5 1 1 I 1 4 4
D12 2 5 1 4 1 0 1
D13 5 1 3 2 1 3 5
D14 0 2 0 2 2 0 2
D15 0 2 2 3 2 2 3
D16 0 1 2 1 1 3 1
D18 2 2 2 2 4 2 2
D20 2 3 3 2 8 3 2
El 1 1 1 2 1 1 1
E2 2 2 2 2 2 2 2
E3 6 4 3 3 4 1 4
E4 2 6 7 2 10 2 4
ES i 1 2 1 0 2 1
E8 1 1 1 1 1 1 1
El1l 6 4 5 3 2 1 2
E14 3 3 1 1 2 3 2
E15 2 1 1 1 1 1 1
E16 7 5 1 4 1 1 4
E17 1 3 1 1 1 1 1
E18 3 1 0 1 1 4 1
E19 0 2 2 2 2 2 3
E20 4 2 1 1 1 4 1
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racteristica morfolégica que permite la diferen-
ciacion entre ellas. Esta situacién es apoyada
por el hecho que el promedio de similitud entre
y dentro de las clases comerciales es alta. Por
gjemplo, la clase comercial Tortola posee el
-mayor promedio de similitud (98%) comparado
con el Tipo Cuyano, Coscorrén y Sapito, que
.s6lo poseen un 95%.

Alcomparar las caracteristicas moleculares con
las morfologicas y agronomicas se pudo apreciar
que Tortola 64 y Tortola 341, presentaron un
100% de similitud mediante RAPD (Cuadro 3),
sinembargo morfologicamente Tértola 64 posee
solo un mayor tamafio de hoja. En el caso de
Tortola64y Tértola327, estos genotipos presen-
taron un 100% de similitud a nivel molecular
(Cuadro 3), y la ultima seleccion posee un gra-
noopaco adiferencia de Tértola 64 que presenta
grano brillante. Desde el punto de vista mole-
cular, TortolaINIA es igual a Tértola 64, Tortola
341y Tortola 578 (Cuadro 3), pero agronémica-
mente Tdrtola INIA presenta una mayor preco-
cidad. Por otro lado, Coscorrén 31 y Coscorron
470 presentaron un 95% de similitud a nivel mo-
lecular (Cuadro 4), sin embargo, morfologica-
mente difieren en el grado de brillo de sus
granos. Agrondmicamente, Coscorrdn Granado
INIA presenta mayor precocidad que Coscorron
31, siendo su porcentaje de similitud a nivel de
RAPDs de 98% (Cuadro 4).

Estos promedios de similitud indican la presen-
cia de una reducida variabilidad molecular a
nivel de RAPDs. El hecho que el grado de varia-
bilidad sea bajo hace que esta especie sea sus-
ceptible a vulnerabilidad, ganancia genética li-
mitada, pérdida de variedades locales y pro-
blemas de conservacion de la especie.

Esta situacion se contrapone con la mayor di-
versidad en caracteristicas morfoldgicas y agro-
noémicas observadas entre estos materiales. Esto
se debe a la presion de seleccion artificial a que
han sido sometidos. Por otro lado los marcadores
bioquimicos y moleculares no tienen un efecto
directo sobre el fenotipo de la planta, por lo cual

no son afectados directamente por el proceso de
seleccion.

Aun cuando las técnicas moleculares han sido
extremadamente utiles en la caracterizacion e
identificacion del germoplasma, estatecnologia
debe usarse como complemento a las evaluacio-
nes morfolégicas y agrondmicas del material en
estudio.

Cabe sefialar que el bajo nivel de polimorfismo
detectado en el frejol chileno es debido prima-
riamente a su sistema reproductivo, es decir,ala
escasa posibilidad de cruzarse libremente en la
naturaleza, y en segundo lugar, al proceso de
domesticacion, donde se han producido “cuellos
de botella” y una fuerte presién de seleccion
paraalgunas caracteristicas morfologicas, tales
como habito de crecimiento, precocidad, tama-
fio, forma y color de semilla. Una manera de
cambiar esta situacion con fines de mejoramien-
to, podria ser mediante cruzamientos entre geno-
tipos de los dos pool de genes. Esta estrategia
podria en parte aumentar y mejorar ciertas carac-
teristicas productivas. Sin embargo, este proceso
de recombinacion genéticano es facil de realizar
ya que se han detectado diferentes grados de
incompatibilidad en el material segregante (Pa-
redes, 1995).

Recientemente se estd implementando unanueva
estrategia que consiste en la utilizacion de frejol
silvestre como padres mejorantes de las varie-
dades cultivadas. En este proceso el uso de los
mapas genéticos y marcadores moleculares po-
drian tener una amplia aplicacién en la elimina-
cidn de genes indeseables, de bajo interés agro-
némico, tales como habito de crecimiento, tama-
fio, colory forma de semillay precocidad (Gepts
etal., 1993). Otras aplicaciones de estos resul-
tados en los programas de mejoramiento y con-
servacién de recursos genéticos, esta en la or-
ganizacion del germoplasma, deteccion de mate-
rial duplicado, identificacién de grupos que pre-
senten una buena habilidad combinatoria general
y/oespecifica, y en laseleccion de padres mejo-
rantes.



