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RESUMEN 
 

Las poblaciones naturales no están completamente aisladas, sino que exhiben algún 
grado de flujo de genes. El flujo de genes es la dispersión activa o pasiva de genes vía 
semillas, polen o partes clónales de la planta dentro del medio ambiente. En éste estudio 
se pretende evaluar el flujo de genes dentro del complejo silvestre-intermedio-cultivado de 
fríjol lima, (Phaseolus lunatus L.) como resultado de polinización cruzada. Se analizaron 6 
poblaciones naturales distribuidas simpátricamente en el estado de Campeche (México), 
península de Yucatán. Mediante la evaluación de marcadores morfoagronómicos (peso, 
forma y color de la semilla; hábito; color del hipocotilo), bioquímicos (electroforesis de 
proteínas y concentración de cianuro en semillas) y moleculares (microsatélites y 
polimorfismos de longitud en fragmentos de restricción “RFLP-PCR” en ADN de 
cloroplasto). Los datos obtenidos permitieron determinar que la población seleccionada 
como intermedia, correspondiente a posibles formas hibridas, realmente es el producto de 
eventos de flujo de genes entre poblaciones silvestres y cultivadas, en un 100% de los 
individuos evaluados. La principal dirección de flujo de genes encontrada, fué del polen de 
las poblaciones silvestres hacia las formas cultivadas, con un aporte de material genético 
1,4 (58%) veces mayor que en el sentido contrario. Estos resultados indican que la 
dirección del flujo de genes también se presenta desde cultivados hacia sus relativos 
silvestres (41%), indicando la necesidad de implementar programas de conservación y 
bioseguridad alimentaria.  
 
Palabras Clave: Flujo de genes, Fríjol Lima, Phaseolus lunatus L, Acervo 

mesoamericano, Microsatélites, RFLPs, Proteínas de reserva, Cianuro. 
 
 

ABSTRACT 
 

Natural populations are not completely isolated, they tend to show some degree of gene 
flow. Genetic flow is the active or passive dispersion of genes using seeds, pollen or clonal 
parts of the plant, inside of the environment. This research, it is focus on genes flow inside 
the wild-weedy-crop complex of lima bean (Phaseolus lunatus L.) as a result of cross 
pollinization.  This study was analyzed six natural and sympatric populations distributed in 
Campeche (Mexico) peninsula of Yucatán. Through evaluation morphoagronomic markers 
(weight, form and seed color; habit and hypocotyl color), biochemistry (proteins 
electrophoresis and cyanide concentration seeds) and molecular (microsatellites and 
restriction fragment length polymorphism “RFLP-PCR” in chloroplast DNA). The results 
allowed to determinate the selected weedy population, it is a possible hybrid form that 
consist on the product of gene flow events between wild and crop populations in 100% the 
evaluated individuals. The principal gene flow direction found correspond the pollen of wild 
population toward crop form, provide genetic material 1,4 (58%) mayor times that in the 
other way. These results show the gene flow direction also presents crop form towards 
wild forms relatives (41%), it allows to see the necessity to improve programs of 
conservation and nutritional biosafety 
 
Keywords: Gene flow, Lima bean, Phaseolus lunatus L., Mesoamerican gene pool, 

microsatellites, RFLPs, Seed storage protein, Cyanide. 
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INTRODUCCIÓN 

 
 

Generalmente las poblaciones naturales no están completamente aisladas, sino que 

exhiben algún grado de flujo de genes (Futuyma, 1998). El flujo de genes es la dispersión 

activa o pasiva de genes, vía semillas, polen o partes clonales de la planta dentro del 

medio ambiente (Bartsch et al, 2002). Razón por la cual el flujo de genes se puede 

entender como el movimiento natural de material genético de una población o 

subdivisiones de una población a otra (Hamrick et al, 1995). 

 

Este flujo de genes dentro y entre poblaciones, es uno de los principales factores que 

determinan los patrones de variación genética en las poblaciones (Hardy et al, 1997). 

Además, ésta transferencia de material genético está asociada con algunos riesgos 

ecológicos para las poblaciones silvestres, criollas y cultivadas como: la tendencia a 

homogenizar la estructura de las poblaciones (Ellstrand et al, 1999) y la introgresión de 

transgenes desde cultivos genéticamente modificados a sus relativos silvestres (Stewart. 

Jr, et al, 2003), en relación con la siembra simpátrica de cultivos transgénicos (Gepts y 

Papa, 2003) 

 
El género Phaseolus comprende alrededor de 50 especies (Debouck, 1988), siendo las 

especies Phaseolus vulgaris L. (fríjol común), Phaseolus coccineus L., Phaseolus 

acutifolius A. Gray, y Phaseolus lunatus L. (fríjol lima), las más representativas del genero. 

 

El fríjol lima (Phaseolus lunatus L.) es una de las mayores especies cultivadas del género 

Phaseolus, y es una significativa fuente de proteínas para las poblaciones rurales de 

América y África (Lioi y Galasso, 1998), pero no es tan difundido como el fríjol común, 

Phaseolus vulgaris L. (Arango, 1997), principalmente por el alto contenido de glucósidos 

cianogénicos que pueden llegar a desarrollar algunas variedades de ésta especie 

(Baudoin et al, 1991). 
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La especie Phaseolus lunatus es un modelo de estudio bastante interesante debido a 

diferentes aspectos fenológicos, fisiológicos y bioquímicos, así como por la gran 

diversidad génica que exhibe y sus altos niveles nutricionales, a lo que se suma su amplio 

rango de distribución geográfica. El fríjol lima posee caracteristicas de interés agronómico, 

como la resistencia a diferentes plagas, permanente producción de semillas y su alta 

tolerancia a la sequia. Phaseolus lunatus es una especie anual o de corta vida perenne, 

con un sistema de reproducción mixto que es predominantemente autógamo, pero con 

casos estudiados de alogamia que indican una variación de entre menos de 1% y el 10%, 

debido principalmente a la fenología floral que posibilita eventos de polinización cruzada 

(Webster et al, 1979). En otros estudios se han reportado niveles de alogamia hasta del 

48% (Baudoin et al, 1998) permitiendo la formación de complejos que incluyen los tipos 

silvestres, intermedios y cultivados (Debouck et al, 1987)  

 

Un aspecto importante y que va de la mano con el fenómeno de flujo de genes es la 

presencia en Phaseolus lunatus de glucósidos cianogénicos, que pueden llegar a ser 

tóxicos y que han sido reportados principalmente en poblaciones silvestres por Baudoin et 

al, (1991). La asociación de esta característica con posibles eventos de flujo génico, 

puede ser de gran utilidad para evaluar y monitorear los cambios en las concentraciones 

de estos compuestos y sus efectos desfavorables para los consumidores, asi, como el 

impacto que dicha variación podria tener en los agroecosistemas tradicionales de 

diferentes grupos indígenas de la peninsula de Yucatán, como es el caso de los Mayas. 

 

El presente trabajo tiene como objetivo evidenciar, si la población evaluada como 

intermedia (posibles hibridos) es el resultado de eventos de flujo de genes, dentro del 

complejo silvestre-intermedio-cultivado de Phaseolus lunatus. L. Así, como determinar 

cuál es la dirección de dicho flujo génico y cuál es la variación respecto al contenido de 

cianuro dentro del complejo de P. lunatus L., para lo cual se utilizaron marcadores 

morfoagronómicos (peso, color, hábito, color del hipocotilo, forma y tamaño de la semilla), 

bioquímicos (análisis de lectinas y cuantificación de cianuro en semillas) y moleculares 

(microsatélites y polimorfismos de longitud en fragmentos de restricción “RFLP-PCR” en 

ADN de cloroplasto) 
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2. OBJETIVOS 
 
 
 
 
2.1. OBJETIVO GENERAL 

 
 
 

 Determinar la existencia de flujo de genes dentro del complejo silvestre-intermedio-

cultivado de Phaseolus lunatus L., perteneciente al acervo genético 

Mesoamericano, mediante marcadores morfoagronómicos, bioquímicos y 

moleculares. 

 

 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 

 

 Evidenciar que los individuos determinados como intermedios son el resultado de 

eventos de flujo de genes dentro del complejo silvestre-intermedio-cultivado de 

Phaseolus lunatus L., en poblaciones del acervo genético Mesoamericano.  

 

 Determinar la dirección del flujo de genes en el complejo evaluado de Phaseolus 

lunatus L. 

 

 Establecer los niveles de glucosidos cianogénicos a nivel poblacional, dentro del 

complejo silvestre-intermedio-cultivado de Phaseolus lunatus L., y su relación con 

el fenómeno de flujo de genes. 
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3. MARCO TEORICO 

 
 
3.1 PLANTA MODELO DE ESTUDIO: Phaseolus lunatus L.     
 
 
3.1.1 Taxonomía  
 

La especie Phaseolus lunatus L, presenta la siguiente ubicación taxonómica, según la red 

de información sobre recursos de germoplasma (GRIN del ingles “Germplasm Resources 

Information Network”) del departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA del 

ingles “United States Department of Agriculture”): 

 
Reino: Plantae 

 
División: Magnoliophyta 

 
Clase: Magnoliopsida 

 
Orden: Fabales 

 
Familia: Fabaceae 

 
Subfamilia: Faboideae 

 
Tribu: Phaseoleae 

 
Género: Phaseolus 

 
Especie: Phaseolus lunatus L. 
 

 
3.1.2 Descripción botánica  

 
El fríjol lima (Phaseolus lunatus) es una planta herbácea perenne o anual, con un tipo de 

germinación epigeal (Summerfield y Roberts, 1985) la cual muestra una considerable 

variación en la forma de sus vainas y semillas, como resultado de su hibridización en 

campo. Su hábito es de tipo enredadera, usualmente de 1.8 a 4 m de altura (Figura 1A). 

La inflorescencia es un racimo axilar, de aproximadamente 15 cm de longitud llevando 
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numerosas flores (hasta cuatro por nudo), de color blanco (Figura 1C). Las vainas son 

oblongas, generalmente curvadas con forma de pico, con una longitud aproximada de 5-

12 cm. y un ancho de 1.5-2.5 cm, algo pubescente de 2 a 6 semillas (Figura 1B), 

presentándose mucha variabilidad en tamaño, forma y color (Kay, 1979).  

 

 
 
Figura 1. Morfología de Phaseolus lunatus A: Habito Fuente;  
http://Home.tiscali.be//pauwels/Latham2.htm. B. Semillas. C. Inflorescencia (Fuente: 
http://www.hrt.msu.edu). 

 
 
3.1.3 Ecología 

 

El fríjol lima es cultivado preferiblemente en suelos bien aireados, suficientemente 

drenados y con un pH de entre 6 – 6.8 (Baudoin, 1991), encontrándose desde las tierras 

bajas húmedas de los trópicos hasta las estepas y en regiones de temperaturas 

calurosas. Estos son encontrados desde el nivel del mar a los 2000 metros de altitud y 

florece en regiones con una temperatura media mensual que oscila entre 16 y 27º 

centígrados, y su tolerancia respecto a la precipitación anual se encuentra como entre los 

500 y los 1500 mm (Summerfield y Roberts, 1985). 

http://home.tiscali.be/pauwels/Latham2.htm
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3.1.4 Usos e importancia  

 

El fríjol lima es un componente importante de la dieta en muchas regiones tropicales 

(Figura 2), debido a que su composición química es parecida a la de muchas otras 

leguminosas (Summerfield y Roberts, 1985).  

 

 

Figura 2. Principales zonas de cultivo y consumo de Phaseolus lunatus L., en la región 

tropical.  
 

Las propiedades nutricionales de P. lunatus son muy similares a las del fríjol común 

(Tabla 1). Sólo el porcentaje de proteína cruda es un poco más elevado en el caso de P. 

lunatus. Por otra parte, de los nueve aminoácidos esenciales que contiene ambas 

especies, el fríjol común (P. vulgaris) presenta valores ligeramente superiores en siete de 

ellos; en Triptofano y Cisteína es superior (Domínguez et al, 2002). 

 
Tabla 1.  Composición nutricional de la semilla del fríjol Lima (Phaseolus lunatus), en 

contraste con el fríjol común (Phaseolus vulgaris) (Fuente: Domínguez et al., 2002). 

 
Componente (%) Phaseolus lunatus L. Phaseolus vulgaris L. 

Proteina cruda 

Triptófano 

Cisteína 

Grasa 

Carbohidratos 

Fibra cruda 

Ceniza 

Agua 

7.2 – 32.1 

1,2 

1,2 

0.5 – 3.2 

49.4 – 66.0 

3.0 – 6.0 

2.7 – 4.5 

6.0 – 13.2 

16.0 – 28.2 

0,8 

0,8 

0.8 – 2.3 

40.1 – 62.4 

2.0 – 5.6 

2.8 – 6.3 

7.7 – 14.6 
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Algunas características antinutricionales o tóxicas han sido encontradas en algunas 

variedades de ésta especie, incluyendo inhibidores de proteasas, fitohemoaglutininas o 

lectinas y cianogénicos (Summerfield y Roberts, 1985). Estos componentes 

antimetabólicos pueden disminuirse o eliminarse mediante un buen tratamiento de las 

semillas antes de su consumo.  

 

La producción de fríjol lima es considerablemente alta en Estados Unidos, alcanzando las 

39.520 toneladas en el año 2005 (USDA, 2006). En este pais se consume en diferentes 

presentaciones (semillas frescas y productos procesados), al igual que en Sur y Centro 

América, y en las tierras bajas húmedas de África. En Asia se utilizan como alimento (las 

plántulas o las hojas tiernas) y en medicina tradicional (Summerfield y Roberts, 1985). Las 

cosechas de ésta especie tienen un significativo valor cultural principalmente en Centro 

América, por su extendido uso en el sistema tradicional de cultivo mesoamericano “ la 

milpa”, que consiste en la siembra conjunta de maíz y fríjol (Phaseolus lunatus). Además 

de otros usos como la preparación de heno (en Madagascar) y su utilización como 

juguetes por muchas comunidades campesinas del Centro y Sur America, debido a su 

alto valor estético, que se relaciona con la gran diversidad de colores y tamaños que 

exhiben las semillas (Domínguez et al, 2002).   

 

3.1.5 Características antinutricionales 

 

Una de las características que tiene el fríjol lima, es la presencia de glucósidos 

cianogénicos (linamarinas o faseolunatinas) (Baudoin et al, 1991), lo que puede llegar a 

generar en sus consumidores, efectos nocivos, derivados de la inadecuada preparación 

de las semillas. Los contenidos más altos de éstos glucósidos se han encontrado en 

poblaciones silvestres (entre 853 y 4.385 ppm) (Baudoin et al, 1989). En poblaciones 

cultivadas se han obtenido valores de cianuro relativamente bajos (entre 5 y 1.058 ppm) 

(Baudoin et al, 1989), éstas cantidades reportadas en poblaciones cultivadas pueden 

llegar a ser altamente tóxicas para el ser humano, ya que los valores máximos permitidos 

para su consumo en alimentos son de 100 ppm (CLAYUCA, 2001). Para poblaciones 

intermedias, también se han reportado niveles de cianuro (con un promedio de 1.735 

ppm, para 4 poblaciones) (Baudoin et al, 1989), pero hasta ahora no se habia relacionado 

esta característica con fenómenos de flujo génico. 
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3.2. ACERVOS GÉNICOS DE Phaseolus lunatus L. 

 

Un acervo genético incluye una parte de la variabilidad genética total, a manera de 

genotipos que comparten ciertas caracteristicas comunes.  

Los acervos genéticos están organizados de tal manera, que un acervo primario incluiría a 

los individuos que pueden cruzarse de manera sencilla, dando como resultado otros 

individuos viables. Un acervo genético secundario está compuesto por individuos que 

pueden llegar a cruzarse con individuos del acervo primario, terminando en la obtención 

de individuos viables. Tanto los acervos génicos terciarios como los cuaternarios, 

presentan limitaciones a la hora de cruzarse con individuos de especies relacionadas de 

los acervos primarios o secundarios. 

 

La diversidad dentro de las especies del género Phaseolus en relación al fríjol común, 

Phaseolus vulgaris, está organizada dentro de acervos de genes primarios, secundarios, 

terciarios y cuaternarios (Debouck, 1999). El pool primario de genes compromete 

poblaciones cultivadas y silvestres, el pool secundario de genes de fríjol común incluye, P. 

coccineus, P. costaricensis, P. albescens y P. dumosus. El acervo de genes terciario 

estaría compuesto por P. acutifolius y P. parvifolius, mientras que, P. filiformis y P. 

Angustissimus con P. lunatus, podrían ser considerados un pool de genes cuaternario del 

fríjol común (Debouck, 1999).  

 

Para el caso de P. lunatus, el “pool” primario de genes estaría caracterizado por un alto 

nivel de diversidad genética, e incluiría formas cultivadas y domesticadas (Baudet, 1977). 

Los estudios de variación genética y relaciones entre cultivos y poblaciones silvestres 

(basados en marcadores morfológicos, bioquímicos y moleculares), han sugerido la 

existencia de dos acervos de genes mayores (Figura 3): acervo genético Mesoamericano 

y acervo genético Andino y un grupo de genotipos intermedios menores (Caicedo et al, 

1999; Debouck et al, 1987; Lioi et al, 1998: Lioi y Galasso, 2002). 
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 Figura 3. Acervo genético Mesoamericano (círculos verdes) y Andino (círculos azules) de 
Phaseolus lunatus L. 

 

 

La distribución del acervo Mesoamericano, va desde Sinaloa (México) hasta Salta 

(Argentina), encontrandose por debajo de los 1.600 msnm. Este acervo se caracteriza por 

presentar semillas de tamaños pequeños en comparación con las del acervo Andino, con 

semillas de menos de 14 g/100 semillas en silvestres y 24-70 g/100 semillas para las 

formas cultivadas (Tabla 2) (Debouck et al, 1989; Gutierrez-Salgado et al, 1995; Arango, 

1997). El acervo Andino se encuentra distribuido en Colombia, Ecuador y norte de Perú 

para las poblaciones silvestres.  Las formas cultivadas incluyen el sur de Colombia, 

Ecuador, centro y costa de Perú, Bolivia y Brasil. Incluyendo semillas con tamaños 

mayores a 14 g/100 semillas en las formas silvestres y entre 54-100 g/100 para las 

poblaciones cultivadas (Tabla 2) (Gutierrez-Salgado et al, 1995; Arango, 1997). 

. 

El acervo mesoamericano y en especial las poblaciones presentes en la península de 

Yucatán, han sido estudiadas con accesiones incluídas en bancos de germoplasma sobre 

la base de caracteres morfológicos y enfocándose esencialmente en el pool de genes 

domesticado (Martínez-Castillo et al, 2006), indicando una alta diversidad genética para 

éste pool (Debouck, 1979), además, la península de Yucatán, hace parte del área de 

domesticación del pool de genes mesoamericano de P. lunatus (Gutierrez-Salgado et al, 

1995). 
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Tabla 2. Pesos caracteristicos del frijol lima, para sus acervos genéticos y sus respectivas 

formas silvestres y cultivadas. 

 

 
ACERVO GENETICO 

 
SILVESTRE 

 
CULTIVADO 

 
Andino 

 
≥ 14 g/100 semillas 

 
Gran Lima:54-280 g/100 semillas 

 
Mesoamericano 

 
≤ 14 g/100 semillas 

 
Sieva: 24-70 g/100 semillas 

Potato: 24-53 g/100 semillas 

 
 
3.3. FLUJO DE GENES  

 

Se puede entender el flujo de genes como la incorporación de genes (Figura 5) dentro del 

“pool” de genes de una población desde una o más poblaciones (Futuyma, 1998). 

Para que el flujo de genes tenga lugar entre las poblaciones cultivadas y sus parientes 

silvestres (Figura 4), se deben cumplir varias condiciones, incluyendo: i) la presencia de 

formas cultivadas y silvestres dentro de los rangos de dispersión de pólen o semillas, ii) la 

habilidad de producir híbridos viables y iii) al menos un solapamiento parcial en el tiempo 

de floración (Gepts y Papa, 2003).  

 
 

 
 

Figura 4. Flujo de genes intra-específico en un sistema silvestre-intermedio-cultivado. 

(Adaptado de Bartsch y Schmitz, 2002).  
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Figura 5. Representación grafica de un proceso de flujo de genes: a. Flujo de genes 

inicial, b. Homogenización de las poblaciones, debido al cambio de las frecuencias 
génicas. (Fuente: González-Torres, 2004) 
 
 

El flujo de genes entre poblaciones y subpoblaciones puede tener efectos significativos 

sobre la distribución espacial de la variación genética (Hamrick et al, 1995). Otros factores 

implicados dentro del fenómeno de flujo de genes, son las consecuencias ecológicas y 

genéticas, las cuales dependen de la cantidad y la dirección del flujo de genes, también 

como el fitness de los híbridos (Bartsch et al, 2002). Los efectos del flujo de genes 

principalmente incluyen cambios en el fitness de los relativos silvestres, el riesgo 

concomitante de incrementar los individuos intermedios, los problemas sobre la identidad 

genética y la diversidad de parientes sexualmente compatibles (Gepts y Papa, 2003; 

Ellstrand et al, 1999). 

 

Población A Población B 

Viento 

Polinización 

Flujo de genes 

Otras fuerzas evolutivas 

Homogenización 

Cambios en 
Frecuencias 

génicas 
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Existen muchos casos bien estudiados de hibridación natural e introgresión incluyendo 

plantas silvestres que sugieren que muchas plantas domesticadas podrían hibridizarse 

naturalmente con sus relativos silvestres cuando éstos entran en contacto (Ellstrand, et al, 

1999).  

Algunos estudios de hibridación han sido llevados a cabo en especies como Phaseolus 

vulgaris (fríjol común) (Hoc et al, 2003; González-Torres et al, 2003; González-Torres, 

2004; González-Torres et al, 2004), Rhapanus sativus (rábano) (Klinger et al, 1991), 

Helianthus annuus (girasol) (Arias y Rieseberg, 1994), Oryza sativa L. (arroz) (Langevin et 

al., 1990; Chen et al., 2004), Medicago sativa (alfalfa) (Jenczewski et al, 1999), Pinus 

oocarpa y Pinus pringlei (Upton et al, 2001), entre otras.  

 

3.3.1 Flujo de genes en Phaseolus lunatus L. 

 

Para el caso del fríjol lima P. lunatus, se han encontrado porcentajes de alogamia 

relativamente bajos entre 4 y 21%; éstas estimaciones han sido hechas a partir de 

electroforesis de isoenzimas (Maquet et al, 1996), pero con niveles de alogamia 

reportados hasta de un 48% (Baudoin et al, 1998), por lo cual el sistema reproductivo de 

P. lunatus, puede ser calificado como de autogamia facultativa.  

 

El flujo génico en Phaseolus lunatus, puede verse favorecido principalmente por el 

comportamiento de alternancia en su sistema reproductor, que puede ser autógamo o 

alógamo. La estimación de flujo de genes entre poblaciones silvestres de fríjol lima se han 

realizado mediante marcadores isoenzimáticos (Maquet et al, 2001) obteniendo como 

resultado un flujo de genes restringido y una diferenciación genética relativamente alta. 

 

La presencia de agentes polinizadores dentro de las poblaciones naturales es otro 

requisito para la ocurrencia del flujo de genes. En P.Lunatus se ha determinado la acción 

de la abeja común (Apis mellifera L.) (Figura 6), como la principal dispersadora del polen 

de P. lunatus contribuyendo al intercambio de material genético con otros individuos 

(Hardy et al 1997) 
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Figura 6. Abeja común (Apis mellifera), polinizando una flor de Phaseolus lunatus L. 

 

Debido a los valores de alogamia observados y a las repercusiones que puede tener el 

flujo de genes dentro de las poblaciones en estado natural, adoptar un modelo de estudio 

como el fríjol lima, puede ser de interés no solo para abordar temáticas relacionadas con 

la conservación o mejoramiento de las diferentes variedades comerciales o 

potencialmente comerciales, si no que también pueden orientarse los resultados obtenido 

a temas relacionados con los procesos evolutivos. Ya que el flujo de genes es una 

potente fuerza evolutiva (Ellstrand et al, 1999), y una pequeña cantidad de flujo de genes 

es capaz de contrarrestar otras fuerzas evolutivas como la mutación, la deriva génica y la 

selección (Slatkin, 1987).     

  

3.4. MARCADORES UTILIZADOS PARA EVALUAR EL FLUJO DE GENES       

 
 
3.4.1. Marcadores Morfoagronómicos 
 

La diversidad de los caracteres morfológicos constituye la espina dorsal de los estudios 

sobre la diversidad genética en cualquiera de sus niveles (Chandran y Pandya, 2000). Los 

marcadores morfoagronómicos hacen referencia a diferentes características fenotípicas 

de cultivos con algún nivel de aplicación agronómica.  

En este trabajo se evaluó la efectividad de los marcadores morfoagronómicos en la 

determinación de eventos de flujo génico. Esta metodología fué propuesta en otros 
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estudios, donde se evaluó el flujo de genes en fríjol común (Papa y Gepts, 2003; 

González-Torres, 2004), obteniendo buenos resultados para evidenciar este fenómeno, 

asi, como para la caracterización de las poblaciones de acuerdo a su forma biológica. 

La evaluación de estas características permite que se pueda hacer una aproximación 

inicial, a la identificación de la variación de las características morfológicas en poblaciones 

silvestres y cultivadas de P. lunatus, y su comportanmiento en poblaciones intermedias, 

que pueden ser el producto de eventos de flujo génico. 

Para el caso del género Phaseolus, existen muchos caracteres, gobernados por genes 

nucleares, para realizar diferenciaciones entre las especies, e incluso entre las 

poblaciones silvestres, intermedias y cultivadas de una determinada especie, dentro de 

éstas caracteristicas están: el color de la testa (color primario, secundario y terciario), el 

tamaño (relacionado con el peso de las semillas), forma de la semilla, hábito de la planta, 

coloración de las inflorescencias y color del hilum entre otros.  

Para P. lunatus, las principales características morfoagronómicas son el color de la 

semilla, el peso de la semilla (peso en gramos de 100 semillas) y la forma de ésta 

(Maquet, 1991). Tales características nos permiten realizar comparaciones entre 

materiales silvestres y cultivados. Además, nos ayudan a separar materiales con 

características intermedias, los cuales pueden ser el producto de eventos de flujo génico. 

 
3.4.2. Marcadores Bioquímicos 
 

Los marcadores bioquímicos hacen referencia a diversos tipos de proteínas, isoenzimas o 

compuestos metabólicos, que pueden alcanzar un alto grado de variabilidad dentro de las 

poblaciones, ayudando a la caracterización y diferenciación de éstas. Para el caso de 

Phaseolus lunatus, la evaluación de fenómenos de flujo génico entre poblaciones 

silvestres, habia sido estudiada usando isoenzimas (Maquet et al., 2001). Pero aún no 

existen trabajos que relacionen características como la variación en los patrones 

electroforeticos de proteínas de reserva y la cantidad de cianuro en semillas, con eventos 

de flujo de genes entre poblaciones silvestres y cultivadas. 
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3.4.2.1 Electroforesis de Proteínas 

 

Las lectinas de las plantas son proteínas enlazadas a carbohidratos que están presentes 

en diferentes órganos y tejidos de muchas especies de plantas, y particularmente en 

órganos de almacenamiento y semillas (Lioi et al, 1999) 

 
Las semillas de fríjol Lima contienen fitohemaglutininas o lectinas, un grupo de sustancias 

termolábiles que pueden aglutinar las células rojas de la sangre, por virtud de sus sitios 

receptores para glicoproteínas sobre la superficie celular. Las lectinas principalmente se 

concentran en los cotiledones, disminuyendo su concentración durante la germinación (al 

igual que los hidratos de carbono), pero aumentan cuando la semilla está en desarrollo, 

en la vaina de la planta madre. Las lectinas del fríjol Lima muestran especificidad por la 

aglutinación de eritrocitos de tipo A y AB en análisis de hemoaglutinación realizados en 

sangre humana (Summerfield y Roberts, 1985). 

 
En la actualidad existen diversos métodos analíticos para el estudio de las proteínas de 

reserva tales como: centrifugación, cromatografía, análisis de aminoácidos y 

electroforesis. A su vez, la electroforesis ha sido desarrollada en geles de almidón de una 

dimensión, en geles de poliacrilamida con o sin docecil sulfato sodico (PAGE) y 

poliacrilamida de dos dimensiones. Entre éstas formas, la de mayor uso en estudios de 

diversidad ha sido la electroforesis en poliacrilamida vertical (PAGE- SDS) por presentar 

una buena resolución de las proteínas (Becerra y Paredes, 2000) y un alto grado de 

polimorfismo respecto a los patrones de bandas generados. 

 

En la electroforesis PAGE-SDS (SDS-polyacrilamide gel electroforesis), las proteínas son 

disueltas en solución con el detergente dodecil sulfato sódico (SDS), cargado 

negativamente. Cada proteína se une a muchas moléculas del detergente, que 

desnaturaliza y da a la proteína una carga resultante negativa, bajo éstas circunstancias, 

todas las proteínas migran hacia el electrodo positivo – estando sus tasas de migración 

únicamente determinadas (como en el caso de los ácidos nucleicos) por el tamaño 

(Cooper y Hausman, 2006). 
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3.4.2.2 Cuantificación de glucósidos cianogénicos 

 
Numerosas plantas contienen glucósidos capaces de liberar cianuro de hidrógeno (HCN) 

por hidrólisis. Las principales familias vegetales que poseen ésta propiedad son las 

Araceae, Asteraceae, Calycanthaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Passifloraceae, 

Proteaceae, Rosaceae, Saxifragaceae y Turneraceae, pero la cianogénesis es más 

pronunciada en las dicotiledóneas que en las monocotiledóneas (Kakes, 1990). Esos 

componentes usualmente co-ocurren con β – glucosidasas que clivan azúcares de los 

glucósidos e hidroxinitrilos, liasas que al descomponerse resultan en cianohidrinas 

(Seigler et al, 1989). Para el caso de Phaseolus lunatus se han realizado algunos estudios 

sobre el contenido de cianuro en materiales silvestres, intermedios y cultivados (Baudoin 

et al, 1989; Vanderborght, 1979). 

Algunas formas silvestres del fríjol lima son potencialmente tóxicas por su contenido de 

glucósidos (faseolunatinas o linamarinas) de cianuro, que pueden liberarse por hidrólisis a 

través de la acción de la enzima linamarasa o β – glucosidasas (Figura 7) (Summerfield y 

Roberts, 1985).  

 

 

Figura 7. Reacción de hidrólisis de la linamarina, para la liberación de cianuro. 

 
 
 
3.4.3. Marcadores Moleculares 

  

Los marcadores moleculares pueden determinar de forma clara aspectos relacionados 

con la diversidad y la organización de la estructura genética de las poblaciones (Tabla 3). 

Con los marcadores basados en ADN también se pueden determinar niveles de flujo 
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génico y establecer el movimiento de genes nucleares y citoplasmáticos (Neal et al, 

2003). 

Según Ferreira y Grattapaglia (1998), los marcadores moleculares presentan ventajas 

sobre los marcadores morfológicos como: 

 

a. El nivel de polimorfismo de éstos marcadores es generalmente alto para cada 

locus estudiado, mientras que los marcadores morfológicos poseen un bajo nivel 

de polimorfismo. 

 

b. Los marcadores moleculares en general, son neutros con relación a los efectos 

fenotípicos, con efecto epistático o pleiotrópico mínimo o nulo. Los marcadores 

morfológicos muchas veces cohíben o restringen el desarrollo normal de la planta: 

(albinos, mutantes, clorofíticos) y su control genético puede afectar, o ser afectado, 

por genes que controlan otros caracteres, dificultando la caracterización de los 

genotipos de interés.  

  

c. Algunos marcadores moleculares son co-dominantes y contienen mayor cantidad 

de información genética por locus que los marcadores morfológicos, los cuales en 

su mayoría, son dominantes o recesivos. 

 

3.4.3.1 Microsatélites o SSR (del ingles “Simple Sequence Repeats”) 

 

Los microsatélites son secuencias cortas repetidas aleatoriamente, consistentes de 

unidades de 1 a 6 pares de bases de longitud (Figura 8), éstos son bastante abundantes 

en los genomas eucariotas, pero ocurren en menores frecuencias en procariotas (Hoelzel, 

1998).  

Ellos se encuentran repetidos en tandem y dispersas a través del genoma representando 

muchos loci. Cada locus tiene distinto número de repeticiones variable, asociándose de 

ésta manera a alelos específicos de alta variabilidad.  

 

Las regiones que contienen secuencias microsatélites son amplificadas individualmente a 

través de la PCR utilizando “cebadores” específicos (de 20 a 30 bases) complementarios 

a las secuencias únicas que flanquean el microsatélite. Los segmentos que se amplifican 
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a partir de éstos sitios presentan inextenso polimorfismo resultante de la presencia de 

diferentes números de elementos simples repetidos. Cada microsatélite 

independientemente del elemento repetido constituye un locus genético altamente 

variable, multialélico con gran cantidad de información (Ferreira y Grattapaglia, 1998).  

 

Yañez-Amayo, (2002) describe algunos atributos que poseen los microsatélites: 

 

 Son altamente informativos: Presentan herencia codominante y muchos alelos 

son encontrados entre individuos estrechamente relacionados. 

 Ser técnicamente simples: La tecnología del PCR puede fácil y rápidamente ser 

utilizada para la automatización en el uso de estos marcadores. 

 Ser una técnica sensible: Sólo pequeñas cantidades de DNA son requeridas. 

 Son muy abundantes: están uniformemente dispersos a través del genoma, 

aproximadamente cada 10 Kbp. 

 Ser analíticamente simples: Los datos son producidos de forma confiable y 

altamente reproducibles. 

 Ser ampliamente aplicables: los loci son frecuentemente conservados entre 

especies relacionadas y algunas veces entre géneros, y 

 Ser de fácil intercambio de datos entre laboratorios: la información puede ser 

comunicada por la simple secuencia de los iniciadores, sin la necesidad de la 

transferencia física de los iniciadores.  

 

Los marcadores microsatélites se ubican dentro de los cromosomas con una distribución 

principalmente uniforme a través de áreas ínter génicas a excepción de los telómeros y de 

algunas unidades repetitivas de trinucleótidos que pueden hallarse algunas veces en 

regiones codificadoras.  

 

Sus aplicaciones como marcadores genéticos van desde su uso para estimar las 

relaciones espaciales entre segmentos cromosómicos hasta la identificación de individuos 

y el rastreo de la historia de las poblaciones. La clave de esta versatilidad se basa en el 

alto nivel de variabilidad que poseen y en la rapidéz y confiabilidad de la información que 

puede obtenerse en el laboratorio (Chambers y McAvoy, 2000). 
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Figura 8. Diagrama que muestra el polimorfismo de los microsatélites debido a las 

diferencias en su longitud. En un individuo diploide, el cromosoma A contiene el alelo 
(ACC)8, mientras que el cromosoma A’ en el locus homólogo presenta el alelo (ACC)6. 
Mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando iniciadores diseñados 
en las regiones flanqueantes, los alelos son amplificados, para luego ser separados 
mediante la corrida electroforética. El diagrama muestra el patrón de bandas que deben 
determinar tanto los homocigotos como el heterocigoto para alelos mencionados (Yañez-
Amayo, 2002). 
 

 

Los microsatélites han sido usados en el género Phaseolus para desarrollar trabajos en 

mapeo genético e identificación genotípica (Yu et al, 2000), aislamiento y caracterización 

de microsatélites (Gaitán et al, 2002), así como, para estudios sobre la abundancia y 

variación de éstas secuencias (Yu et al, 1999) y flujo de genes en Phaseolus vulgaris y 

entre especies (González-Torres, 2004; González-Torres et al, 2003; González-Torres et 

al, 2004). 
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3.4.3.2 Polimorfismos de ADN de Cloroplasto  

 
Al igual que las mitocondrias, los cloroplastos contienen su propio sistema genético, 

constituído de ADN circular presentes en múltiples copias en cada organelo, dicho 

genoma oscila entre 120 y 160 kb y tiene un contenido aproximado de 150 genes (Cooper 

y Hausman, 2006); La herencia de los genes nucleares es biparental, los genes de los 

organelos como los cloroplastos en contraste, son heredados generalmente por un sólo 

parental (herencia uniparental) (Birky, 2001). En el caso de P. lunatus es materno, lo que 

ofrece una gran ventaja para la determinación de la dirección en la cual se está llevando a 

cabo un posible evento de flujo de genes.  

 

El uso de los RFLP (Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restricción) en 

plantas representa una buena alternativa para realizar diversos estudios relacionados con 

los tres genomas que existen en ellas; el nuclear (ADNn), mitocondrial (ADNmt) y el de 

cloroplasto (ADNcp). La aplicación de ésta técnica ha sido de gran utilidad en estudios 

filogenéticos y de diversidad genética en Phaseolus vulgaris (Becerra y Gepts, 1994). Los 

RFLPs permiten estudiar el genoma con una mayor cobertura al incluir secuencias 

codificadoras y no codificadoras del ADN (exones e intrones). Esto permite detectar con 

mayor eficiencia cambios genéticos puntuales, comparado con las proteínas (Wang et al., 

1992).  

 

La variación intraespecífica es detectada usando cebadores específicos para ciertas 

regiones del cloroplasto y realizando digestiones sucesivas con enzimas de restricción 

con el fin de observar el polimorfismo (PCR-RFLP`s) (González-Torres, 2004). Las 

principales ventajas de los RFLPs radican en la presencia de un número ilimitado de ellos, 

no son afectados por el medio ambiente, no presentan efectos pleiotrópicos y pueden ser 

evaluados en cualquier etapa del desarrollo de la planta (Becerra y Paredes, 2000). 

 Por medio de ésta técnica se pueden identificar polimorfismos por la ganancia o pérdida 

de sitios de restricción, y determinar la variación ínterespecifica en las poblaciones y sus 

correspondientes haplotipos, entendiendo un haplotipo de cloroplasto, como una 

combinación genética única de caracteres o polimorfismos; tal variación ha sido reportada 

por Chacón (2001, 2005) en P. vulgaris, encontrando 12 haplotipos diferentes mediante el 
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corte especifico de los sitios de restricción, encontrando una amplia distribución en 

América (Figura 9).  

 

Tabla 3. Principales características de los marcadores moleculares más importantes, con 

especial referencia a RFLPs y SSRs (Guimaraes, 2003).  

 

Esta distribución indica que existe una amplia variación intra-específica en poblaciones 

silvestres y cultivadas de frijol comun, lo que podría ser utilizado como un marcador 

geográfico. En el caso de Phaseolus lunatus, aún no se han determinado los haplotipos 

existentes. 

 
 

Figura 9. Distribución geográfica de los haplotipos de ADN de cloroplasto de formas 

silvestres de fríjol común (Adaptado de Chacón, 2001). 
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4.  MATERIALES Y METODOS 

 
 
4.1. AREA DE ESTUDIO Y MATERIAL VEGETAL 

 
Las poblaciones estudiadas corresponden a colectas realizadas en México (estados de 

Campeche y Jalisco, para el control silvestre) y en Guatemala (estado de Jalapa, para el 

control cultivado), pertenecientes al acervo genético Mesoamericano (Figura 10).  

Para el análisis se incluyeron un total de 130 individuos, distribuidos en 8 poblaciones. 

Cada población con un total de 15 individuos (semillas) (para la población intermedia se 

evaluaron 24 individuos). Tres poblaciones cultivadas, dos silvestres y una población 

intermedia), las otras dos poblaciones corresponden a controles cultivados y silvestres 

respectivamente.  

Estas muestras fueron conservadas en el Banco de germoplasma de la Unidad de 

Recursos Genéticos (Tabla 4), del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). 

 

 
 

Figura 10. Área de Estudio (Acervo Genético Mesoamericano). Población control silvestre 

(cuadro azul) Estado de Jalisco, provincia Zapotán, México; Población control Cultivado 
(cuadro rojo) Estado de Jalapa, provincia de San Luis Jilotepeque, Guatemala; Población 
de estudio, complejo silvestre-intermedio-cultivado (cuadro verde) Estado de Campeche, 
provincias de Hecelchakan y Hopelchen. 
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Los análisis moleculares y bioquímicos se desarrollaron en el laboratorio de genética 

molecular de la Unidad de Biotecnología (CIAT) y en el laboratorio de electroforesis de la 

Unidad de Recursos Genéticos (CIAT) respectivamente. 

 
Tabla 4. Información sobre las colectas del material vegetal (para el presente estudio se 

utilizaron 15 semillas de cada población). 

(Fuente: Base de datos del Banco de Germoplasma, Unidad de Recursos Genéticos del CIAT y 

Debouck, 1979 [http://isa.ciat.cgiar.org/urg/showbsearchacc.do]) 

 

4.2 CLASIFICACION DEL MATERIAL 

 

Las poblaciones seleccionadas para éste estudio hacen parte de un complejo silvestre-

intermedio-cultivado. Este complejo fue elegido porque durante las colectas en campo 

realizadas por Debouck (1979) se encontraron características interesantes respecto al 

color, tamaño y forma de algunas semillas que sugerían posibles individuos intermedios. 

Durante ese año se colectaron un total de 102 accesiones cultivadas, 11 poblaciones 

silvestres y 2 intermedias, la presencia de poblaciones aparentemente híbridas o 

intermedias condujo a la pregunta de si en realidad se está presentando flujo de genes en 

dichas poblaciones.  
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La selección de individuos dentro de cada población se realizó, mediante parámetros 

morfoagronómicos (tamaño y color), con el fin de obtener una caracterización inicial del 

material, respecto a su forma biológica. Las poblaciones control (silvestre y cultivado), 

fueron seleccionadas partiendo de la premisa de que son poblaciones altamente 

conservadas respecto al estatus biológico que representan, ya que fueron colectadas en 

lugares aislados, donde los posibles eventos de flujo de genes con otras poblaciones eran 

reducidos. 

 

Cada una de las semillas fue utilizada para los análisis morfoagronómicos, bioquímicos y 

moleculares (a partir de las plantas obtenidas de las semillas en invernadero). Para la 

determinación del contenido de cianuro se utilizó una muestra representativa de la 

población. Utilizando semillas maceradas (0.5, 1 y 2 gramos) de cada una de las 

poblaciones. 

 

El proceso de germinación y establecimiento de las plántulas de fríjol lima se llevó a cabo 

en los invernaderos de la Unidad de Recursos Genéticos. Desde el análisis 

morfoagronómico cada semilla era marcada con su respectivo número de identificación 

(IL), el cual conservaba durante todo su desarrollo en el invernadero (Figura 11). 

 
 

Figura 11. Germinación de las semillas y establecimiento de las plántulas en el 

invernadero de la Unidad de Recursos Genéticos (CIAT). 
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4.3 EVALUACION CON MARCADORES  

 

Para el presente trabajo se evaluaron tres tipos de marcadores (morfoagronómicos, 

bioquímicos y moleculares), con el fin de proveer evidencias que ayuden abordar las 

preguntas de investigación de una manera más integral. 

 

4.3.1 Marcadores Morfoagronómicos 

 

Para la descripción morfoagronómica se utilizaron las características del género 

Phaseolus y adaptadas para P. lunatus, reportadas por Maquet (1991).  

Incluyendo para el análisis: 

 Color de la testa de las semillas (determinación del color primario, secundario y 

terciario) (Tabla 5). 

 Peso en gramos de 100 semillas  

 Forma característica de las semillas pertenecientes a cada población. 

 Color del Hipocótilo. 

 Tipo de hábito (Figura 12). 

 

El color de la testa, el peso en gramos de 100 semillas y la forma de la semilla, fueron 

determinados antes del proceso de germinación. Las otras dos características, color del 

hipocotilo y tipo de hábito, fueron evaluadas en invernadero. 

 

Tabla 5. El color de la testa de la semilla está descrito considerando primero el color más 

profundo como el color primario, y los otros colores (secundario y terciario) como los 
superpuestos sobre el primario (ver nota). 

 

Número 
utilizado  

para 
describir 
el color  

 
 
 
 
1 

 
 
 
 
2 

 
 
 
 
3 

 
 
 
 
4 

 
 
 
 
5 

 
 
 
 
6 

 
 
 
 
7 

 
 
 
 
8 

 
 
 
 
9 

Color Blanco Crema Amarillo Café Rosado Rojo Púrpura Negro Otro 

 

Nota: Un ejemplo puede ser una semilla con un patrón de coloración 2/9/8, lo que indicaría que el 
color primario de la semilla es crema, presenta manchas grises (color secundario) y está jaspeada 
de color negro (color terciario). 
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Figura 12. Principales hábitos de crecimiento de las plantas de fríjol. 

 
 
4.3.2 Marcadores bioquímicos 

 

Los marcadores bioquímicos fueron evaluados directamente en las semillas, tanto la 

determinación de los patrones de amplificación de las proteínas por medio de 

electroforesis, como la cuantificación de glucósidos cianogénicos. 

 

4.3.2.1 Electroforesis de proteínas (PAGE-SDS) 

 

El análisis de las proteínas de reserva en semillas (lectinas) se realizó mediante la técnica 

de electroforesis de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico, en una sola dimensión 

(SDS/PAGE). 

Para la extracción de las proteínas se hizo un corte en la parte posterior del rafe, la parte 

restante de la semilla será conservada para la germinación de la planta (Figura 13). 

 

 

 
 

Figura 13. Sitio de corte de la semilla de P. lunatus. Rafe (1), 

Micrópilo (2), Hilum (3), Parte de la semilla conservada para la 
germinación (A), parte de la semilla escindida para el análisis  de 
proteínas (B). 
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La determinación de los patrones de lectinas, así como los protocolos para la extracción 

de las proteínas, condiciones de electroforesis y tinción, se siguieron de acuerdo a 

Gutiérrez-Salgado et al. (1995) (Anexo A), y modificados según el laboratorio de 

electroforesis de la Unidad de Recursos Genéticos del Centro Internacional de Agricultura 

Tropical. 

 
 
4.3.2.2 Cuantificación de glucósidos cianogénicos por colorimetría 

 
Para la cuantificación de cianuro se analizó la concentración de linamarina, que para el 

presente estudio fue determinado para cada una de las formas biológicas (silvestres-

intermedias-cultivadas) de P. lunatus y para cada población de manera individual.  

 

Para la determinación de la concentración de ésta enzima se cuantificaron los niveles de 

cianuro total mediante colorimetría, a partir de la maceración de las semillas hasta obtener 

muestras de 0.5, 1 y 2 gramos respectivamente. Al producto de la maceración se le 

adicionó la enzima linamarasa, para conseguir que el cianuro fuera liberado.  

 

El cianuro obtenido fue cuantificado con ayuda de un espectrofotómetro a una 

absorbancia de 600 nm, y los datos obtenidos se evaluaron con una curva de calibración, 

desarrollada a partir de concentraciones estándar de HCN.  

Esta metodología fue inicialmente reportada por Haque y Bradbury (2002) y modificada 

por Sánchez (2006) para la determinación de glucósidos cianogénicos en yuca. 

 
 
4.3.3 Marcadores moleculares 

 

4.3.3.1 Extracción y cuantificación de ADN total 

 
Se colectaron trifolios foliares en el invernadero y las muestras fueron conservadas en 

tubos de eppendorf debidamente marcados y conservados en hielo hasta el traslado del 

material al laboratorio. 

 
Para la extracción del ADN total, inicialmente se maceró el tejido colectado con nitrógeno 

líquido y posteriormente se siguió el protocolo de extracción de ADN reportado por 

Mahuku (2004) (Anexo B). 
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La cuantificación de las muestras de ADN se realizó en geles de agarosa al 1% (Anexo 

C), teñidos con bromuro de etidio (Figura 14), cada muestra contenía 2 μL de ADN y 10 

μL de blue juice 1X. Las muestras se sirvieron en el gel y se compararon con ADN 

comercial del Bacteriógafo λ, el cual presenta concentraciones conocidas que oscilan 

entre 50 ng/ μL y 250 ng/ μL.  

 

Después de obtener las concentraciones de cada una de las muestras éstas fueron 

diluidas hasta una concentración de 4 ng/ μL y un volumen final de 400 μL. 

 
 
Figura 14. Cuantificación de ADN total, en geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro 

de etidio. 
 
 
 
4.3.3.2 Selección y evaluación de marcadores microsatélites 

 

Se evaluaron 68 loci de microsatélites descritos previamente por Gaitán-Solis et al. (2002) 

(Anexo D) para el género Phaseolus, para determinar cuales podían ser utilizados en P. 

lunatus, teniendo en cuenta los que presentaron un mayor polimorfismo para ésta 

especie. 

 

Las condiciones de amplificación fueron evaluadas y estandarizadas para cada 

microsatélite, así, como la determinación del posible tamaño de los alelos del 

microsatélites (Figura 15).  
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Figura 15. Estandarización de las condiciones de amplificación para cada uno de los 
microsatélites (geles de poliacrilamida, visualizados mediante tinción en plata): A. 
Cebador BM146, polimórfico; B. Cebador BM114, monomórfico, donde se observa un 

bandeo inespecífico, el cual fue mejorado en los cebadores polimórficos cambiando las 
temperaturas de anillamiento y la concentración de magnesio y C. Cebador BM152, no 

amplificó para P. lunatus, pero sí lo hizo para los controles positivos de P. vulgaris. 

 

 

Para una reacción de amplificación por PCR de 20 μL de volumen final; se utilizaron 5 μL 

de ADN a una concentración de 4 ng/ μL, 2 μL de Buffer (10X), 2 μL de MgCl2 (25mM), 

0,25 μL de dNTPs (20 mM cada uno), 0,2 μL de cada cebador microsatélite (20 μM cada 

uno), 0,1 μL de Taq-ADN polimerasa CIAT (en una dilución 1:1) y 5,25 μL de agua ultra 

pura Gibco. Cada cóctel de PCR se sirvió en placas de 96 pozos, que contenían el ADN 

de cada uno de los individuos. 

 

El programa de amplificación se llevó a cabo en un termociclador PTC-100TM 

(Programmable Thermal Controller MJ Research, Inc.) (Figura 16). 
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Figura 16. Condiciones estandarizadas para la amplificación para los SSRs. 

 

4.3.3.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida y secuenciación automática 

 

Los productos amplificados se separaron mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 6 % (Anexo E), y su visualización se llevó a cabo utilizando la técnica de 

tinción en plata y el secuenciador automático ABI PRISM 377. Para este último se 

utilizaron “cebadores” marcados con fluorocromos (6-FAM, para el color azul; HEX, para 

el color verde y TET, color amarillo) (Figura 17). 

 

La electroforesis en el secuenciador se realizó de acuerdo con lo descrito por Roa et al, 

(2000). Se mezcló 1.0 μL de producto de PCR con 0.5 μl de patrón de peso molecular 

interno (GeneScan TAMRA 350, Perkin Elmer/ Applied Biosystem) y 2 μl de formamida 

con buffer de carga (5:1), se desnaturalizó la mezcla a 95 ºC durante 2 minutos. La 

mezcla se cargó en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 4% conteniendo 6 M de 

urea. La electrofóresis se realizó con tampón TBE 1X en un secuenciador automático de 

DNA ABI Prism 377 (Perkin Elmer/ Applied Biosystem); usando el programa de análisis 

Gene Scan versión 2.0.2.  

El módulo usado para la corrida electroforética fue GS 36C-2400 (36 cm well-toread 

(WTR), filtro virtual C, 300 V/2400 scan/h 2.5 h). Los alelos fueron determinados y 

comparados usando el programa Genotyper versión 1.1 

PCR 
 
1. 94 ºC: 3 minutos. 

 
2. 94 ºC: 15 segundos. 
 

3. 50 a 60 ºC: 15 segundos. 
 
4. 72 ºC: 15 segundos. 

 
5. Ir del paso 2 al 4, 34 veces. 
 

6 72 ºC: 5 minutos. 
 
7. Conservación a 4 ºC. 
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.  

Figura 17. Visualización de los microsatélites utilizando el secuenciador automático ABI 

PRISM 377, mediante el uso de cebadores marcados con fluorocromos (6-FAM, para el 
color azul; HEX, para el color verde y TET, color amarillo). 

 
4.3.3.4 RFLP-PCR de ADN de Cloroplasto  

 
El análisis de polimorfismos del ADN de cloroplasto se desarrolló siguiendo la 

metodología citada por Chacón et al, (2005), a partir del análisis de 7 regiones 

intergénicas utilizadas por Chacón (2001) y 4 regiones específicas utilizadas por Fofana et 

al,  (1999) (Tabla 6; Figura 18). 

 
Las condiciones de amplificación fueron evaluadas y estandarizadas, para cada cebador 

específico del ADN de cloroplasto.  

 

 

Figura 18. Localización aproximada de las 11 regiones evaluadas del cloroplasto en 

Phaseolus lunatus L. (Fuente: Modificado de Chacón, 2001). 
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Tabla 6. Regiones de ADN de cloroplasto utilizadas en este estudio. 
 
 

Región ADNcp Secuencia (5’-3’) para PCR Dirección Tº anillaje (ºC) 

Espaciador 
trnT-trnL 

 

CAT TAC AAA TGC GAT GCT CT 
TCT ACC GAT TTC GCC ATA TC 

Adelantado 

Retrasado 
52 

Intron trnL 
CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG 
GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC 

Adelantado 

Retrasado 
52 

Espaciador 
trnL-trnF 

 

GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC 
ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG 

Adelantado 
Retrasado 

52 

Intron rpl16 GCT ATG CTT AGT GTG TGA CTC CGT T 
CGT ACC CAT ATT TTT CCA CCA CGA C 

Adelantado 

Retrasado 
52 

Espaciado 
rpoC1-rpoC2 

 

GAA GTT CAC TAT GAA TCT TTN GGT ACC 
TAG ACA TCG GTA CTC CAG TGC 

Adelantado 
Retrasado 

52 

Espaciado 
atpB-rbcL 

 

GAA GTA GTA GGA TTG ATT CTC 
TAC AGT TGT CCA TGT ACC AG 

Adelantado 

Retrasado 
50 

Espaciador 
rps14-psaB 

 

CAT TTC ACG AAG TAT GTG TCC G 
TGG CGT GGA TAT TGG CAG GA 

Adelantado 
Retrasado 55 

Región 
petA-psbB 

 

GCA TCT GTT ATT TTG GCA CA 
TAC CTT CCC TAT TCA TTG CG 

Adelantado 

Retrasado 53 

 
Intron ndhA 

 

GGW CTT CTY ATG KCR GGA TAT RGM TC 
CTG YGC TTC MAC TAT ATC AAC TGT AC 

Adelantado 

Retrasado 42 

Espaciador 
accD-psaI 

 

GGA AGT TTG AGC TTT ATG CAA ATG G 
AGA AGC CAT TGC AAT TGC CGG AAA 

Adelantado 

Retrasado 
55 

atpB-rbcL GTG TCA ATC ACT TCC ATT CC 
GTA AAA TCA AGT CCA CCG CG 

Adelantado 

Retrasado 
53 

petA-psbE GCA TCT GTT ATT TTG GCA CA 
TAC CTT CCC TAT TCA TTG CG 

Adelantado 

Retrasado 
53 

PsbC.tRNAser GGT CGT GAC CAA GAA ACC AC 
GGT TCG AAT CCC TCT CTC TC 

Adelantado 

Retrasado 
62 

tRNAser-tRNAmet GAG AGA GAG GGA TTC GAA CC 
CAT TAA CCT GAG GTC ACG GG 

Adelantado 

Retrasado 
56 

tRNAthr-tRNAphe CAT TAC AAA TGC GTG CTC T 
ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG 

Adelantado 

Retrasado 
54 

N= Cualquier base, W= A o T, Y= C o T, K= G o T, R= A o G, M= A o C 
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Para una reacción de amplificación por PCR de 25 μL de volumen final; se utilizaron 5 μL 

de ADN a una concentración de 4 ng/ μL, 2,5 μL de Buffer (10X), 2,5 μL de MgCl2 

(25mM), 1 μL de dNTPs (20 mM cada uno), 1 μL de cada cebador (20 μM cada uno), 0,2 

μL de Taq-ADN polimerasa CIAT (pura) y 11,8 μL de agua ultra pura Gibco.  

Cada coctél de PCR se sirvió en placas de 96 pozos, que contenían el ADN de cada uno 

de los individuos. 

 

El programa de amplificación se llevó a cabo en un termociclador PTC-100TM 

(Programmable Thermal Controller MJ Research, Inc.). (Figura 19). 

 

 

                   

 

 

Figura 19. Condiciones estandarizadas para la amplificación de las regiones intergenicas 

de cloroplasto. 

 

La calidad del producto del amplificado fue observada en geles de agarosa al 1,5 %, 

teñidos con bromuro de etidio (Anexo C). Después de verificar la calidad de la PCR, se 

procedió a realizar la reacción de restricción de cada una de las regiones amplificadas, 

utilizando un total de 19 enzimas de restricción (Tabla 7). 

 

Para determinar los haplotipos presentes en las poblaciones analizadas de Phaseolus 

lunatus, se consignó la información obtenida a partir de los sitios de restricción 

específicos, en una matríz binaria, registrando como 0, el no corte (o ausencia del sitio de 

restricción) y como 1, la presencia de corte (o existencia del sitio de restricción).  

PCR 
 

1. 94 ºC: 4 minutos. 
 
2. 94 ºC: 1 minuto. 

 
3. 53 a 62 ºC: 1 minuto. 
 

4. 72 ºC: 1,5 minuto. 
 
5. Ir del paso 2 al 4, 45 veces 

 
6 72 ºC: 10 minutos. 
 

7. Conservación a 4 ºC. 
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En total se evaluaron 57 sitios de restricción diferentes, en 11 regiones del cloroplasto de 

fríjol Lima. Con el fin de fortalecer los análisis se incluyó la información obtenida para el 

mismo número de sitios de restricción, evaluados en el acervo Andino de ésta especie 

(Martinez-Garay, 2007). 

 

El análisis de la información fue realizado por medio del procedimiento CORRESP de 

SAS v. 8.2, teniendo en cuenta las posibles combinaciones genéticas únicas que se 

pudieran generar a partir de la información del ADN de cloroplasto. Los haplotipos 

también fueron corroborados por medio de un programa diseñado a partir del lenguaje de 

programación Python 2.0 (http://www.python.org/) 

 

Tabla 7. Enzimas de restricción utilizadas para evaluar las regiones del cloroplasto y su 

respectiva secuencia de reconocimiento. Para un total de 57 sitios de restricción 
evaluados.  

Cebador Región amplificada 
 

Enzima utilizada y secuencia 
de reconocimiento 

CLOR 1 trnT-trnL Rsa I  [GT/AC] 

CLOR 2 trnL intron 
Hph I  [GGTGA (8/7)] 
Mse I  [T/TAA] 

CLOR 3 trnL-trnF 

Tsp509I  [/AATT] 
Vsp I  [AT/TAAT] 
Ssp I  [AAT/ATT] 

CLOR 4 rpL16 intron 

Dra I  [TTT/AAA] 
Pac I  [TTAAT/TAA] 
Rsa I [GT/AC] 

CLOR 7 rsp14-psaB 
Tsp509I [/AATT] 
Alu I [AG/CT] 

CLOR 9 ndhA intron Dra I [TTT/AAA] 

CLOR 10 accD-psaI Dde I [C/TNAG] 

CLOR 11 atpB-rbcL 
Rsa I [GT/AC] 
Alu I  [AG/CT] 
Nde I [CA/TATG] 
Sph I [GCATG/C] 
Hha I [GCG/C] 
Hinf I [G/ANTC] 
Hpa II [C/CGG] 
Sau 3A I [/GATC] 
Kpn I [GGTAC/C] 
Hind III [A/AGCTT] 
Taq α I [T/CGA] 

CLOR 12 petA-psbE 

CLOR 13 psbC-tRNAser 

CLOR 15 tRNAthr-tRNAphe 

Nota: El punto de clivaje está indicado por “/”, los números en paréntesis indican donde está localizado el 
punto de clivaje para las enzimas de reconocimiento de secuencias no palindrómicas (núm ero de pares de 
bases de la secuencia de reconocimiento de la cadena sentido y la cadena antisentido), N indica que puede 
ser cualquier base la ubicada en ese punto. 
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4.4 ANALISIS DE DATOS 
 

Los análisis de datos se hicieron preliminarmente con los resultados obtenidos de los 

microsatélites, para determinar qué alelos están presentes en los estatus biológicos 

silvestres y cultivados, así como los alelos compartidos por los individuos intermedios y 

que pueden ser el resultado de casos de flujo de genes. 

 

4.4.1 Análisis de Correspondencia Múltiple (ACM) 

 

Para observar la estructura poblacional y las características diferenciales de cada uno de 

los estatus biológicos evaluados, así como las posibles relaciones de los individuos y su 

dispersión, se utilizó un análisis de correspondencia múltiple (ACM), el cual fué generado 

a partir de una matriz que incluía los resultados obtenidos para todos los marcadores 

evaluados, excepto la concentración de glucósidos cianogénicos, cuyo resultado no fué 

incluido en éste análisis porque fué obtenido a partir de cada población y nó de cada uno 

de los individuos. 

 

El análisis de correspondencia múltiple relaciona diferentes variables, para ayudarnos a 

comprender cuál es la tendencia principal de los individuos observados, respecto a cada 

una de las variables evaluadas. Esto se logra debido a la generación de una 

representación gráfica, ubicada sobre un plano multidimensional, el cual permite observar 

las diferencias y similitudes más significativas encontradas con una variable determinada. 

Estos análisis fueron realizados usando el procedimiento CORRESP de SAS v. 8.2. 

 

4.4.2 Evaluación de la dirección del flujo génico 

 

Para establecer la dirección del flujo de genes se utilizó el estimador mY (Bertorelle y 

Excoffier, 1998). El análisis fue hecho con el programa ADMIX_1.0, desarrollado por G. 

Bertorelle (http://www.unife.it/genetica/Giorgio/giorgio_soft.html) el cual provee un 

estimador “bootstrap” y su desviación estándar. 

Por medio de éste programa se estableció el número de veces que el genoma de las 

poblaciones de un estatus biológico determinado, realizaba un aporte de material genético 

a poblaciones de un estatus diferente. Determinando si el flujo de genes se estaba 

presentando desde silvestres a cultivados o viceversa y en que proporción. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSION 

 
 
 
5.1 UBICACIÓN GEOGRÁFICA DEL COMPLEJO DE Phaseolus lunatus L. 

 

La distribución espacial de las seis poblaciones estudiadas dentro del complejo silvestre-

intermedio-cultivado de P. lunatus, se determinó a partir de las coordenadas geográficas 

obtenidas de los sitios de colecta del material biológico (datos de pasaporte de cada 

accesión). Mediante un mapa generado a partir de la conversión de coordenadas y el 

análisis del programa ArcMap version 1.0 (programa del sistema ArcGIS, sistemas de 

información geográfica) (Figura 20). 

 

Figura 20. Mapa de la distribución geográfica del complejo silvestre-intermedio-cultivado 

de Phaseolus lunatus L, para el acervo mesoamericano: poblaciones silvestres (puntos 
amarillos), poblaciones cultivadas (puntos azules) y población intermedia (punto verde). 
Mostrando una distribución simpátrica de las poblaciones.  
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Las poblaciones del complejo presentan una distribución simpátrica, lo que podría estar 

contribuyendo a un posible fenómeno de flujo de genes entre éstas poblaciones. Sin 

embargo Maquet et al., (2001) al estudiar el flujo de genes para Phaseolus lunatus, 

mediante isoenzimas, en el Valle Central de Costa Rica, encontró que las distancias 

geográficas no explican la variabilidad del flujo de genes. Pero los polinizadores pueden 

recorrer distancias muy cercanas entre silvestres y cultivados, separados por unos pocos 

metros, lo que puede facilitar e incrementar el intercambio de material genético.  

 

Entre los principales polinizadores que han sido reportados para frijol Lima se encuentran 

Apis mellifera (Apidae) y Xylocopa spp. (Anthophoridae), estas especies pueden contribuir 

de manera potencial a la dispersión de polen en cortas y largas distancias interflorales 

respectivamente (Hardy et al, 1997). Aunque los eventos de polinización cruzada han sido 

atribuidos principalmente a la arquitectura floral, en relación con la facilitación mecánica 

por extrusión del estigma en la antesis, con ayuda de polinizadores (Webster et al, 1979). 

La posibilidad de que el flujo de genes en Phaseolus lunatus, dentro del área evaluada, 

pueda verse facilitado por mecanismos de polinización anemofila, podría ser tenido en 

cuenta para futuros estudios; debido principalmente a la relación existente entre dos 

características de la región, la primera de ellas es, la presencia de vientos durante todo el 

año en el estado de Campeche. Los vientos procedentes del nordeste se presentan 

fundamentalmente en los meses de noviembre a marzo; Para los meses de septiembre y 

octubre el viento que viene del norte tiende a alinearse en dirección este-oeste; Durante 

los meses de junio a agosto los vientos que afectan ésta región proceden del sureste; en 

mayo y abril éstos vientos tienden a orientarse de sur a norte. En general las brisas 

marinas que soplan del nordeste durante gran parte del año son los vientos 

predominantes (Fuente: http://www.campeche.gob.mx/).  

 

La otra característica es el relieve de la península de Yucatán y especialmente del estado 

de Campeche, que se caracteriza por ser fundamentalmente llano, con una altitud media 

que apenas alcanza los 300 metros y con pendientes hasta un máximo de 15 % (Figura 

21). Tales características podrían facilitar el intercambio de material genético entre 

poblaciones. Esta hipótesis podría apoyar la existencia de eventos de flujo génico entre 

lugares muy distantes, dentro de la península de Yucatán. 

 

http://www.campeche.gob.mx/
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Figura 21. Topografía del estado de Campeche, en la península de Yucatán. Relieve 

formado por una planicie que apenas alcanza los 300 metros de altitud. (Fuente: 
Corbis/Galen Rowell). 
 
 
5.2 CARACTERIZACIÓN MORFOAGRONÓMICA 

 

Dentro de las características morfoagronómicas evaluadas, las que mayor información 

aportaron a una caracterización de los diferentes estatus o grupos biológicos (silvestres, 

intermedios y cultivados), fueron: el color de la testa y el peso en gramos de 100 semillas. 

La variación de las características morfológicas en semillas ha sido uno de los principales 

criterios que se han utilizado para explicar el origen y la diversidad del fríjol lima (Vargas 

et al, 2003), además la evaluación de caracteres morfológicos demostró ser una buena 

metodología en estudios de flujo de genes en fríjol común, Phaseolus vulgaris (Papa y 

Gepts, 2003; González-Torres, 2004) y en nuestro caso también demostró ser un buen 

marcador de la variación entre grupos biológicos de ésta especie. Además de aportar 

evidencias sobre los eventos de flujo génico en P. lunatus.  

 

El color del hipocótilo y el tipo de hábito, no presentaron una variación significativa dentro 

de las poblaciones siendo el tipo de hábito trepador indeterminado, el único que se 

observó dentro del complejo. 
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El tamaño de las semillas, representado como el peso en gramos de 100 semillas, 

demostró ser un buen marcador morfoagronómico para discriminar los tres estatus 

biológicos (Figura 22), guardando relación con otros estudios sobre la variación en el 

tamaño de las semillas de Phaseolus lunatus, en donde las evaluaciones estuvieron 

dirigidas a la determinación del peso de las mismas (Maquet, 1995, Esquivel et al. 1990 y 

Vargas et al, 2003). 
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Figura 22. Tamaño de las semillas, determinado por el peso en gramos de 100 semillas. 

Incluyendo las 6 poblaciones del complejo y dos controles (silvestre y cultivado).  
 
 

El peso promedio de las poblaciones silvestres fué de 14 y 14,2 gramos respectivamente, 

lo que ubica ambas poblaciones dentro de un tamaño pequeño (< 14 g/100 semillas); la 

población intermedia, resultado de posibles eventos de flujo de genes, tuvo un peso de 

23,4 gramos, correspondiente a semillas de tamaño mediano (entre 14 y 24 g/100 

semillas) y las tres poblaciones cultivadas obtuvieron pesos entre 40,3 y 45,3 gramos, lo 

cual las sitúa en el rango de semillas grandes (más de 24 g/100 semillas).  

 

Estos resultados coinciden con características de las poblaciones silvestres, en las cuales 

se pueden encontrar semillas muy pequeñas, contrario a lo observado para poblaciones 

cultivadas, en las cuales existe una marcada tendencia a presentar tamaños grandes, 

debido a procesos de domesticación y al mejoramiento convencional que ha tenido ésta 

especie. Similares resultados han sido obtenidos en otros estudios, donde se evaluó el 
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peso de las semillas y se logró establecer una diferenciación entre poblaciones silvestres 

y cultivadas (Martínez-Castillo et al. 2003; Ballesteros, 1999).  

 

Las poblaciones cultivadas incluidas en éste trabajo corresponderían al cultigrupo potato 

(semillas entre 24-53 gramos/100 semillas), según lo reportado por trabajos como los de 

Baudoin (1988), Debouck et al. (1989), Esquivel et al. (1990) y Lioi et al. (1991). 

 

La población intermedia estuvo representada por un tamaño mediano, lo que indicaría que 

ésta población no guarda relación para ésta característica morfologica, con los individuos 

silvestres y cultivados dentro del complejo; dicho tamano intermedio, podria sugerir un 

proceso de hibridación natural, donde contribuyen genes de ambos materiales parentales 

(donde el peso en gramos de 100 semillas seria una caracteristica resultante de la accion 

de varios genes nucleares). Este resultado es una aproximación inicial a la existencia de 

un posible flujo génico, resultante de polinización cruzada entre éstas poblaciones, que 

estarían generando individuos con un tamaño (o peso) intermedio. Lo que se relaciona 

con el hecho de que se espera que el intercambio de genes nucleares, sea expresado en 

el tamaño de semilla (mayor con respecto al tamaño de la forma silvestre y menor que el 

tamaño de semilla cultivada) (González-Torres, 2004) 

 

Diferentes autores han propuesto que el tamaño de las semillas es una de las 

características morfológicas más estables en las plantas (Harper, 1977, Citado en: Vargas 

et al, 2003). Sin embargo, numerosos estudios demuestran que el tamaño de las semillas 

puede variar dentro de las poblaciones y dentro de plantas de una misma especie. Así, 

como la existencia de una marcada variabilidad en el peso de las semillas, en relación con 

plantas de crecimiento indeterminado (Vargas et al, 2003), como es el caso de las 

poblaciones evaluadas en este trabajo.  

 

Los resultados obtenidos en éste trabajo para el tamaño de las semillas, concuerdan con 

una poca variación dentro de las poblaciones y mucha variación entre poblaciones de 

estados biológicos diferentes (Figura 23). Otros estudios desarrollados en poblaciones 

silvestres, han concluido que existe muy poca variación intrapoblacional y una gran 

variabilidad interpoblacional (Rocha et al. 1997, 2002; Vargas et al. 2001, 2003). Tal 

distribución de la variación genética, puede estar directamente relacionado con especies 
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que presentan altos niveles de autofertilización (Vargas et al, 2003), como es el caso del 

fríjol lima, cuyo sistemas de reproducción es predominantemente autógamo. 

 

 

Figura 23. Variación del peso de las semillas dentro de cada población y entre grupos 

biológicos del complejo silvestre-intermedio-cultivado de Phaseolus lunatus, para el 
acervo Mesoamericano. (Accesiones: Cultivada 1, G25705; Cultivada 2, G25786; 
Cultivada 3, G25787; Intermedia, G25706; Silvestre 1, G25737; Silvestre 2, G25789). 
 
 
Los colores de las semillas encontrados dentro de cada población, no siempre son una 

característica que defina estrictamente la condición biológica de un individuo, pero marcan 

algunas pautas para diferenciar entre silvestres y cultivados. En nuestro caso se presentó 

una tendencia a que los individuos intermedios compartieran colores de poblaciones 

silvestres, así como de cultivadas (Figura 24).  

 

El color negro, que sólo estaba presente en las poblaciones silvestres y el color café 

exclusivo de los cultivados, aparecieron en los intermedios. La característica color puede 

ser de gran ayuda en una fase inicial de reconocimiento de posibles individuos híbridos, o 

para la determinación de poblaciones por estatus biológico, pero se debe tener mucho 

cuidado, ya que en nuestro caso los individuos pertenecen a poblaciones naturales, de las 

cuales no se conoce su estado generacional. Dicho estado generacional podría influenciar 

la presencia de determinados colores, debido a procesos de segregación y a la 

dominancia de los genes que gobiernan esta característica.  
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Figura 24. Colores encontrados en cada uno de los estatus biológicos del complejo y en 

los controles utilizados, con sus respectivas frecuencias.  
 
 

La forma de la semilla, no fué una característica incluida dentro del análisis de 

correspondencia múltiple, pero es una característica interesante en relación al estatus 

biológico (Figura 25) ya que las poblaciones silvestres presentaron semillas con formas 

muy variables, donde predominaron las de tipo ovoide, pero con cierta tendencia a ser 

irregulares. Las poblaciones cultivadas presentaron formas arriñonadas y con menos 

variación dentro de las poblaciones. Para el caso de la población intermedia la forma fué 

más variable, encontrándose formas ovoides, arriñonadas y alargadas, lo que sugiere que 

la forma podría ser una característica ligada al flujo genético. 

 

 
Figura 25. Formas de la semilla encontradas para cada unos de los estatus biológicos de 
Phaseolus lunatus L.: A. Poblaciones silvestres, con formas ovoides e irregulares; B. 
Población intermedia, presentando formas variables de tipo alargado, ovoide y arriñonado; 
C. Poblaciones cultivadas, con formas arriñonadas.  
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5.3 CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA 

 

Las dos características bioquímicas evaluadas (proteinas de reserva y concentración de 

glucosidos cianogénicos) dentro del complejo de P. lunatus, aportaron información 

importante para la diferenciación de las poblaciones. Sin embargo, la cuantificación del 

cianuro presente en las semillas, resulto ser el marcador bioquimico más discriminativo en 

relación al estatus biológico. Además la concentración de este compuesto para el 

complejo evaluado aporta fuertes evidencias a favor del flujo génico entre formas 

cultivadas y silvestres.   

 
 
5.3.1 Patrones protéicos encontrados 
 

Para las poblaciones evaluadas se obtuvieron cuatro patrones electroforéticos, 

correspondientes a M1, M2, M4 y M8 (Figura 26).  

 

El patrón M1 fué el más común dentro del complejo con una representación del 68,2%, 

seguido de M2 con un 10% y los patrones M8 y M4 con 4,65% y 2,32% respectivamente 

(Tabla 8). Las lectinas M1 y M2 se encontraron en los tres estatus biológicos  

 

 

 
 
Figura 26. Patrones electroforéticos de lectinas encontrados dentro del complejo 

silvestre-intermedio-cultivado de Phaseolus lunatus L, para el acervo Mesoamericano. 
 

Silv.(control)   Silvestre  Intermedio  Cultivado  Cult.(control) 
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La variante M1 estuvo presente en todas las poblaciones, incluyendo las de control, en las 

cuales fué el único patrón encontrado. Un resultado similar es reportado por Maquet et al. 

(1990) en cuyo trabajo encontró que el patrón M1 era el más predominante para semillas 

cultivadas de tamaño pequeño y que algunas poblaciones brasileñas cultivadas de 

semillas grandes, exhibían éste mismo patrón. También Gutiérrez et al. (1995) y Lioi et al. 

(1999), determinaron que el patrón M1, presentaba una alta frecuencia en accesiones 

cultivadas y silvestres, con una amplia distribución geográfica desde Jalisco en México, 

hasta el Chaco en Argentina y a través de Guatemala, Costa Rica y Colombia.  

 

Tabla 8. Patrones de lectinas encontrados en las diferentes formas biológicas evaluadas.. 

 

Forma biológica Patrones de Lectinas Numero de individuos 
/Total 

Silvestre 

N=45 

M1 31/45 

M2 9/45 

M4 1/45 

Intermedio 

N=24 

M1 13/24 

M2 4/24 

M8 5/24 

Cultivado 

N=60 

 

M1 44/60 

M2 2/60 

M4 2/60 

M8 1/60 

 

El patrón M4, sólo se determinó en poblaciones silvestres (2,2%) y en cultivadas (3,3%), 

en muy bajas frecuencias. Esta variante ha sido poco reportada y con una estrecha 

distribución, restringida al estado de Chiapas en México y en formas cultivadas y 

silvestres (Gutiérrez et al. 1995).  
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La variante M2 fué reportada en dos poblaciones Mexicanas, así como en poblaciones 

silvestres (Gutiérrez et al. 1995). También ha sido encontrada con una alta frecuencia 

para formas cultivadas (Lioi et al. 1999). Esos resultados coinciden con lo encontrado en 

éste trabajo donde se presenta el patrón M2 en los tres grupos biológicos, pero con un 

mayor porcentaje en silvestres (7%) y en intermedios (3,1%).  

 

El patrón M8 fué exclusivo de las formas cultivadas (1,6%) y de la población intermedia 

(20%). En contraste con lo encontrado por Gutiérrez et al. (1995) y Lioi et al. (1999), 

donde la variante M8 es reportada únicamente para formas silvestres, en una baja 

frecuencia. 

 

Por lo tanto los patrones M2 y M8, encontrados en el grupo intermedio, podrían estar 

mostrando una baja tendencia a ser el resultado de eventos de flujo génico dentro del 

complejo, sin embargo este resultado no es concluyente por si solo y podria tambien estar 

mostrando problemas con el muestreo realizado. Además los posibles eventos de 

introgresión desde cultivados hacia intermedios podría estar relacionado con la variante 

M8. 

 
 
5.3.2 Concentraciones poblacionales de glucósidos cianogénicos 

 

La presencia de glucósidos cianogénicos y de enzimas, como la linamarasa que catalizan 

la producción de cianuro a través de hidrólisis, ha sido ampliamente reportada para el fríjol 

lima, Phaseolus lunatus. (Seigler et al. 1989; Vanderborght, 1979; Baudoin et al. 1989; 

Kakes, 1990; Baudoin et al. 1991). Razón por la cual, la concentración de cianuro como 

componente antinutricional en las semillas, se utilizó como un posible marcador 

bioquímico para la caracterización de las formas biológicas del complejo y de ésta manera 

establecer si el marcador propuesto podía fortalecer las evidencias sobre el flujo génico 

para las poblaciones estudiadas. La relación entre los niveles de cianuro y los eventos de 

flujo de genes, no habían sido reportados anteriormente. Pero en este trabajo se hace un 

primer análisis de la importancia de este compuesto en la evaluación de dichos casos de 

intercambio de material genético. 
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Con la cuantificación de éste compuesto se logró diferenciar y caracterizar 

satisfactoriamente cada uno de los grupos biológicos (Figura 27). Las mayores 

concentraciones de cianuro se obtuvieron en las poblaciones silvestres (Tabla 9), con 

valores entre 1.421 y 2.345 partes por millón. Confirmando los datos obtenidos en 

Baudoin et al. (1989) donde se reportan concentraciones promedio de 2.428 ppm, en 29 

accesiones silvestres y por Baudoin et al. (1991) que reporta un promedio de 2.148 ppm, 

en 70 accesiones de ésta misma forma biológica.  

 

Los altos niveles de cianuro en poblaciones silvestres de Phaseolus lunatus, han sido 

atribuidos a un mecanismo de defensa contra animales herbívoros o parásitos de las 

semillas (Clegg et al, 1979; Francisco y Pimenta, 2000), en 1963 Nayer y Fraenkel (1963), 

encontraron que la capacidad de ataque del coleóptero Epilachna varivestis (familia 

Coccinellidae) asociado a Phaseolus lunatus, disminuía en respuesta a las altas 

concentraciones de linamarina en la semilla, en un estudio mas reciente desarrollado por 

Ballhorn et al. (2005), se logró determinar que las plantas de fríjol lima que presentaban 

altos niveles de cianuro en tejidos específicos y un aumento en la liberación de cianuro 

por unidad de tiempo, mostraban una reducción en la depredación causada por 

Schistocerca gregaria (Orthoptera, Acrididae).  

 

En contraste, para los grupos cultivados se encontraron bajas concentraciones de 

cianuro, con valores ente 39 y 107 ppm (Tabla 9). Estos valores coinciden con lo 

reportado por autores como Vanderborght (1979), Baudoin et al. (1989) y Baudoin et al. 

(1991), donde la mayoría de las accesiones cultivadas que se evaluaron presentaron 

concentraciones de cianuro bajas.  

 

Estos niveles tan bajos de cianuro en las poblaciones cultivadas están determinados por 

la presión de selección que realiza el hombre (Vanderborght, 1979) para mejorar las 

condiciones y características de su producción. 
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Figura 27. Concentraciones de cianuro encontradas para cada uno de los grupos 

biológicos dentro del complejo silvestre-intermedio-cultivado de Phaseolus lunatus. 

 

La concentración de cianuro en la población intermedia estuvo representada por un valor 

intermedio (1.118 ppm) entre los obtenidos para silvestres y cultivados. Lo que podría 

sugerir que ésta concentración intermedia es el resultado de un evento de flujo génico.  

Esto puede explicarse partiendo del hecho de que los alelos que gobiernan la producción 

de cianoglucósidos en plantas generalmente son dominantes, pero existe cierta tendencia 

a presentarse una dominancia incompleta, donde un fenotipo heterocigoto es intermedio 

entre dos valores homocigotos (Hughes y Stirling, 1982). En Zea mays, por ejemplo, hay 

una relación cuantitativa directa entre el contenido de vitamina A y el número de alelos 

para la pigmentación amarilla (Mangelsdorf y Frads, 1931). Pero en el caso de Phaseolus 

lunatus la herencia de características relacionadas con la cianogénesis ha sido poco 

estudiada (Baudoin et al. 1991).  

 

Algunas características fenotípicas como el color de la testa de la semilla han sido 

sugeridas como relacionadas a la concentración de cianuro (Anonymous, 1920: Citado en 

Liener, 1969; Vanderborght, 1979), lo cual contrasta con los resultados obtenidos en este 

trabajo, donde  no se encontró ninguna correlación entre éstos dos marcadores. En 1991 

Baudoin et al. (1991), después de evaluar el contenido de cianuro en 1.300 accesiones, 

tampoco encontró ninguna relación. No obstante, otras características fenotipicas, podrían 

Silv. (control)   Silvestre   Intermedio   Cultivado  Cult.(control) 
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estar asociadas a la cantidad de cianuro en esta especie, expresándose bajo dominancia 

incompleta. 

 

Tabla 9. Concentraciones poblacionales de cianuro obtenidas para cada una de las 

poblaciones evaluadas, incluyendo los grupos control. 
 

Accesión Grupo biológico Concentración de HCN 
(ppm) 

Concentración 
promedio de HCN* 

G25704 Silvestre (control) 2.345 

1.902 ppm. G25737 Silvestre 2.296 

G26789 Silvestre 1.421 

G25706 Intermedio 1.118 1.118 ppm. 

G25705 Cultivado 69 

71 ppm. 
G25786 Cultivado 38 

G25787 Cultivado 107 

G25974 Cultivado (control) 89 

*Concentraciones promedio de HCN, sin incluír los valores obtenidos para los controles silvestre y cultivado. 
 

 

La presencia de éste compuesto antinutricional en Phaseolus lunatus debe verse desde 

dos perspectivas diferentes, la primera de ellas está relacionada con los posibles efectos 

que ésta sustancia tóxica pueda tener en la salud humana y que han provocado que su 

cultivo no sea tan difundido como el del fríjol común.  

Pero es necesario aclarar que los efectos nocivos reportados, han sido el resultado de 

equivocaciones o del desconocimiento sobre la preparación culinaria de éste tipo de fríjol. 

Haciéndose necesarios procesos de educación e información sobre las ventajas de ésta 

leguminosa y el uso adecuado que debe dársele, para un consumo seguro; Además, la 

mayoría de poblaciones cultivadas que han sido evaluadas, para determinar su 

concentración de cianuro, por diferentes autores, han registrado valores muy bajos, que 

no representan un riesgo para el hombre y que son permitidos por las instituciones 

encargadas de regular el uso de alimentos, como es el caso de los Estados Unidos y 



 66 

Europa, donde sólo se permiten concentraciones menores a 200 ppm. (Montgomery, 

1965).  

 

La otra perspectiva está dirigida a contemplar las repercusiones que ésta característica 

antinutricional pueda tener para los agricultores y comunidades campesinas, en relación 

al flujo de genes que puede presentarse entre sus poblaciones cultivadas y los parientes 

silvestres. Lo que se relaciona directamente con los resultados obtenidos en este estudio, 

donde se observan formas intermedias o híbridas, con niveles de cianuro también 

intermedios, pero muy altos en comparación para los reportados para formas cultivadas, y 

que por eventos de intercambio genético pueden enmascarar concentraciones de cianuro 

muy altas, en el caso de que la dirección de tal intercambio pudiera darse desde silvestres 

a cultivados. 

 

Además, La cianogenesis encontrada en esta planta debe ser vista desde un punto de 

vista integral, enmarcado en la evaluación de posibles ventajas o desventajas 

agroecológicas y dirigidas hacia programas de mejoramiento, pero no como un obstáculo 

para su producción, distribución y consumo. 

 
 
5.4 MARCADORES MOLECULARES 

 

Los marcadores moleculares utilizados (microsatélites y RFLPs-ADNcp) presentaron un 

alto poder de discriminación entre las poblaciones y entre formas biológicas del complejo. 

Siendo los microsatélites los que mayor información aportaron, debido a la presencia de 

alelos exclusivos de cada población. 

 

5.4.1 Evaluación de polimorfismo de los microsatélites 

 

Un total de 68 marcadores microsatélites se evaluaron para establecer cuales 

presentaban mayores polimorfismos para las poblaciones de Phaseolus lunatus. 

 

Después de amplificar el ADN de 17 individuos de fríjol lima, incluyendo muestras del 

acervo Andino y Mesoamericano, así como de diferentes grupos biológicos. Se obtuvieron 

33 microsatélites polimórficos. Estos resultados fueron comparados con el trabajo 
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realizado por Gaitán-Solis et al. (2002), donde se obtuvieron resultados similares (ANEXO 

F).  

El contenido de información polimórfica (PIC del ingles: “Polymorphic Information 

Content”) de los 33 microsatélites fué evaluado, mediante el programa PowerMarker V3.0 

(http://www.powermarker.net.), obteniendo como resultado un número de 19 

microsatélites, los cuales presentaron una mayor cantidad de genotipos y un índice PIC 

mayor a 0.37 (Tabla 10) y que fueron elegidos porque resultaban ser mas informativos 

para el análisis molecular de las poblaciones evaluadas.  

 

Las condiciones de amplificación de los microsatélites seleccionados, fueron 

estandarizadas, para los 19 microsatélites evaluados (Tabla 11). Para todos los individuos 

analizados dentro de las 8 poblaciones estos marcadores resultaron ser bastante 

discriminativos y ayudaron a la caracterización de los alelos presentes en cada población, 

así como los alelos compartidos por la población intermedia y que son el resultado de 

eventos de flujo de genes. 

 
Tabla 10. Microsatélites escogidos para la evaluación molecular de acuerdo a su índice 

PIC. (Índice PIC mayor a 0,37). 
 

Marcador Frecuencia alelica Número de genotipos PIC 

BM209 0,375 9 0,776733398 

GATS91 0,266666667 7 0,768738272 

BM211 0,363636364 6 0,746943515 

BM143 0,366666667 6 0,669360494 

BM140 0,5 5 0,641326904 

BM170 0,558823529 6 0,611718909 

BM181 0,588235294 5 0,564648412 

BM154 0,529411765 5 0,56365914 

BM156 0,411764706 3 0,551142826 

BM202 0,470588235 3 0,546114151 

BM183 0,558823529 6 0,52691389 

BM148 0,633333333 5 0,515444444 

BM171 0,588235294 4 0,508451467 

BM212 0,588235294 4 0,508451467 

BM201 0,5 4 0,481356485 

BM141 0,617647059 3 0,397162091 

BM155 0,705882353 3 0,383903449 

BM153 0,529411765 2 0,374133451 

AG1 0,529411765 2 0,374133451 

BM146 0,529411765 3 0,374133451 

BM164 0,588235294 3 0,367093306 

BM160 0,588235294 2 0,367093306 

 

http://www.powermarker.net/
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La información obtenida de las evaluaciones con microsatélites, fué registrada como el 

número de bandas obtenido en cada individuo, a dicha información se le realizó un 

análisis de agrupamiento utilizando en método UPGMA y similaridad de Nei (Figura 28). 

Este análisis separó de manera clara las poblaciones control y las formas biológicas del 

complejo, además de mostrar el comportamiento de los individuos intermedios, los cuales 

se encontraron distribuídos en tres grupos diferentes, pero guardando similitudes con 

silvestres y cultivados. 

 

Todos los individuos silvestres del complejo, se encuentran agrupados con un coeficiente 

de similitud del 50%. De igual manera todos los cultivados, incluyendo los controles fueron 

agrupados con una similaridad del 53%. Con una diferencia genética del 87% entre 

cultivados y silvestres (Figura 28). 

 

Algunas muestras intermedias formaron un grupo externo, con un coeficiente de similitud 

del 49%. Este comportamiento está influenciado por la presencia de alelos nulos (o sin 

amplificación positiva) en éstos 4 individuos, en 3 de los 19 microsatélites evaluados. Tal 

diferenciación, podría estar relacionada con procesos de recombinacion genética, que han 

ocasionado cierta divergencia genotipica en estos individuos. 

 

También se obtuvieron dos grupos bien diferenciados con 9 y 10 individuos intermedios 

respectivamente, los cuales se encuentran incluídos dentro de una de las ramas 

principales que agrupa las formas cultivadas. Esta relación de formas intermedias y 

cultivadas presenta un coeficiente de similitud del 23%. 

 

El significado práctico de la evaluación del polimorfismo de los microsatélites, fue aportar 

evidencias de que los alelos obtenidos permiten diferenciar los materiales en relación a su 

estatus biológico. Además, al utilizar 19 cebadores de microsatélites, el poder de 

discriminación entre las poblaciones y la resolución fueron altos, para observar posibles 

eventos de flujo de genes y fenómenos de introgresión. 
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Tabla 11. Microsatélites utilizados para la evaluación molecular del genoma de Phaseolus 

lunatus L., para el acervo Mesoamericano. 
 

Nombre Motivo SSR (5’-3’) Secuencia cebador  
T(ºC) 

BM143 (GA)35 
Adelantado 
Retrasado 

ATGTTGGGAACTTTTAGTGTG 
GGGAAATGAACAGAGGAAA 

55 

BM156 (CT)32 
Adelantado 
Retrasado 

TGCTTGCATCTCAGCCAGAATC 
CTTGTTCCACCTCCCATCATAGC 

52 

BM148 (CAG)5(CAA)5CAT(CAA)3CAT(CAA)3 
Adelantado 

Retrasado 
AACTAATCCATTTGCACTACCC 

TTGAAACTCTCTTTGCAGACAC 
  58 

BM212 (CA)13 
Adelantado 
Retrasado 

TGAACTTTCAGGTATTGATGAATGA 
AGGAAGGGATCCAAAGTCACTC 

53 

BM153 (CA)5(TG)(CA)3CG/CA)10(TA)4 
Adelantado 
Retrasado 

TGACAAACCATGAATATGCTAAGA 
CCGTTAGGGAGTTGTTGAGG 

50 

BM146 (CTGTTG)4(CTG)4(TTG)3(CTG)7 
Adelantado 
Retrasado 

TGCAGACACAATTTATGAAGGC 
GAGATGAGTCCTTTCCCTACCC 

58 

AG1 (GA)8GGTA(GA)5GGGGACG(AG)4 
Adelantado 
Retrasado 

GAGCGTCGTCGTTTCGAT 
CATGCAGAGGAAGCAGACTG 

52 

BM183 (TC)14 
Adelantado 
Retrasado 

TCTTACAGCCTTGCAGACATC 
CTCAAATCTATTCACTGGTCAGC 

52 

BM181 (CT)17 
Adelantado 
Retrasado 

TGAGGAGCAAACAGATGAGG 
ATGCTGCGAGTTAATGATCG 

50 

BM202 (GA)9GT(GA)4 
Adelantado 

Retrasado 
CCTTTACCCACACGCCTTC 

ATGCGAAAGAGGAACAATCG 
58 

BM170 (CT)5CCTT(CT)12 
Adelantado 

Retrasado 
AGATAGGGAGCTGGTGGTAGC 

AGCCAGGTGCAAGACCTTAG 
58 

GATS91 (GA)17 
Adelantado 

Retrasado 
TCCGTGTTCCTCTGTCTGTG 

GAGTGCGGAAGCGAGTAGAG 
52 

BM140 (GA)30 
Adelantado 
Retrasado 

CCTACCAAGATTGATTTATGGG 
TGCACAACACACATTTAGTGAC 55 

BM211 (CT)16 
Adelantado 
Retrasado 

CCACCATGTGCTCATGAAGAT 
ATACCCACATGCACAAGTTTGG 

55 

BM141 (GA)29 
Adelantado 
Retrasado 

CTCACAAACCACAACGCACC 
TGAGGAGGAACAATGGTGGC 

60 

BM201 (GA)15 
Adelantado 
Retrasado 

TGTCACCTCTCTCCTCCAAT 
TGGTGCTACAGACTTGATGG 

50 

BM171 (GA)13 
Adelantado 
Retrasado 

CTTCCTTGCTGTTTCCACTG 
TGGCATTTCAGATTAACACTCC 

52 

BM154 (CT)17 
Adelantado 
Retrasado 

  CTGAATCTGAGGAACGATGACCAG 
  TCTTGCGACCGAGCTTCTCC 

50 

BM155 (CA)8 
Adelantado 
Retrasado 

CAGAAGTTAGTGTTGGTTTGATACA 
GTTCATGTTTGTTTGACAGTTCA 

55 
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Figura 28. Dendrograma de todos los individuos incluídos en éste estudio, con base en 

los resultados obtenidos de 19 microsatélites usando el método UPGMA a partir de 
similaridad. 
 

 

 

 

Diferenciación 

del 87% 

50% 

53% 

23% 
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5.4.2 Frecuencias alélicas encontradas 

 

Las frecuencias encontradas para cada microsatélite permitieron realizar una apropiada 

caracterización y descripción de cada forma biologica (Tabla 12).  

Para los individuos silvestres se observaron un total de 52 alelos diferentes; para las 

poblaciones cultvadas 47 alelos y para los individuos intermedios 67 alelos, además en 

ésta misma población se determinaron 14 alelos nuevos que no estaban presentes en 

cultivados o silvestres. Estos nuevos alelos podrian ser el resultado de procesos de 

recombinación, producto de eventos de flujo génico entre las poblaciones evaluadas o 

derivados de procesos de intercambio de material genético con poblaciones diferentes a 

las incluidas en este estudio. 

 

Las formas intermedias también presentaron alelos compartidos con poblaciones 

silvestres y cultivadas, muchos de los cuales se observaron como alelos exclusivos de 

estas dos formas biológicas. Debido a la presencia y a la distribución de los alelos 

encontrados, se logró identificar con precisión el comportamiento de éstos en la población 

intermedia y se establecieron alelos exclusivos para poblaciones cultivadas y silvestres, 

que pueden ser de gran ayuda para futuros trabajos relacionados con la estructura 

genética de Phaseolus lunatus. 

 

5.5 POLIMORFISMO DE ADN DE CLOROPLASTO 

 

La determinación de los polimorfismos del cloroplasto permitió definir el número de 

haplotipos presentes en Phaseolus lunatus. Teniendo en cuenta que el haplotipo en 

nuestro caso está definido como una combinación genética única de caracteres o 

polimorfismos. El análisis del ADN del cloroplasto pretendía establecer la posible dirección 

del flujo de genes dentro del complejo silvestre-intermedio-cultivado. Esta metodología fué 

utilizada con el mismo fin en otras especies como Phaseolus vulgaris (Gonzalez-Torres, 

2004), a partir de haplotipos definidos anteriormente para la especie basados en las 

diferentes combinaciones obtenidas como resultado de los polimorfismos obtenidos en 

diferentes sitios de restricción por Chacón (2001). 



 
Tabla 12. Alelos de microsatélites y frecuencias encontradas en los grupos biologicos. Los números en paréntesis indican los 

individuos que presentaron cada alelo. En rojo los alelos frecuentes en poblaciones cultivadas. En azul los alelos frecuentes en 
silvestres. N= Números de individuos analizados para cada microsatélite. Los alelos estan representados por su tamaño en 
pares de bases (por ejemplo: Microsatélite BM183, alelo de 150 pb)
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En nuestro caso la dirección del flujo de genes no pudo ser determinada a partir de los 

polimorfismos obtenidos, debido al bajo número de haplotipos encontrados y a la 

presencia de un solo haplotipo en la población intermedia (Haplotipo 3), el cual se observó 

también en cultivados y silvestres en una alta frecuencia (Tabla 13). Lo que sugiere que el 

genoma de cloroplasto de ésta especie se encuentra altamente conservado, pero con una 

marcada diferenciación entre acervos genéticos. Observándose haplotipos exclusivos 

para las poblaciones Mesoamericanas y para las Andinas; éstas últimas fueron evaluadas 

a manera de control y para el mismo número de sitios de restricción que las del complejo 

Mesoamericano por Martinez-Garay (com, per.). 

 

5.5.1 Haplotipos encontrados 

 

Después de analizar un total de 57 sitios de restricción y analizarlos mediante el software 

SAS v. 8.2 y el programa diseñado mediante Python, se obtuvieron 6 haplotipos 

diferentes. Los únicos haplotipos encontrados para le acervo Andino fueron el 2 y 4. En el 

complejo Mesoamericano se encontraron los haplotipos 1 y 3 (Figura 29); sólo un 

individuo en la población control silvestre presentó el haplotipo 5 y en la población control 

se observó un indiviudo con el haplotipo 4, encontrado únicamente en poblaciones 

Andinas.  

Para Phaseolus lunatus, se logró determinar la existencia de 6 haplotipos de cloroplasto, 

este resultado fué obtenido despues de evaluar 14.000 pares de bases en 12 regiones del 

cloroplasto, este resultado concuerda con lo reportado por Fofana et al. (1999), donde se 

reportaron 6 haplotipos, despues de amplificar 8.600 pares de bases, distribuidas en el 

cloroplasto de P. lunatus.  La identificación de haplotipos se desarrollo con el fin de 

establecer la direccion del flujo de genes dentro del complejo (silvestre-intermedio-

cultivado). Esta metodología había sido utilizada en otros estudios, para establecer la 

distribución geográfica del fríjol común (Chacón, 2001; Chacón et al, 2005) y para la 

determinación de la dirección del flujo génico (González-Torres, 2004), con muy buenos 

resultados debido a la variación encontrada para este genoma en P. vulgaris. Para el fríjol 

lima no se pudo establecer la dirección del flujo de genes, mediante esta metodología, 

debido principalmente a la poca variabilidad encontrada y que indica el alto grado de 

conservación que presenta el cloroplasto de esta especie para el rango geográfico 

evaluado, en contraste con el de fríjol común. Para determinar la existencia de otros 
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haplotipos para ésta especie, es necesario evaluar un número mayor de accesiones y en 

lo posible con una distribución geográfica amplia, para obtener una mayor representación 

la variación a nivel del ADN de cloroplasto 

 

 
Figura 29. Haplotipos encontrados para Phaseseolus lunatus, mediante el análisis de 

ADN de cloroplasto para las tres formas biológicas evaluadas en el complejo 
Mesoamericano. 
 
Tabla 13. Frecuencia de los haplotipos encontrados en cada una de las formas biológicas 

evaluadas y en los controles incluidos. 
 

Forma 

biológica 

Tipo de 

Haplotipo* 

Número de 
individuos 

/Total 

Silvestre 
(control)  

N=15 

Cl3 14/15 

Cl5 1/15 

Silvestre 
N=30 

Cl1 5/24 

Cl3 25/24 

Intermedio 
N=24 

Cl3 24/24 

 
Cultivado 

N=45 

Cl1 6/60 

Cl3 39/60 

Cultivado 
(control)  

N=15 

Cl1 5/15 

Cl3 9/15 

Cl4 1/15 

*El nombre de los haplotipos (Cl1, Cl 2, Cl3, Cl4, Cl5 y Cl6) fué asignado para representar los 6 haplotipos 
encontrados para phaseolus lunatus. 

Silv.(control)   Silvestre   Intermedio   Cultivado   Cult.(control) 
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5.6 EVIDENCIAS Y DIRECCION DEL FLUJO DE GENES EN P. lunatus L. 

 

Mediante la integración de todos los marcadores evaluados, se pudo evidenciar de 

manera clara la existencia de eventos de flujo génico, dentro del complejo evaluado para 

Phaseolus lunatus en su acervo Mesoamericano. 

 

Los resultados obtenidos a partir de cada una de las evaluaciones desarrolladas, fueron 

condensados mediante la aplicación de un análisis de correspondencia múltiple (ACM). 

Mediante éste análisis se pudo observar la distribución de todos los individuos incluidos 

en el estudio, así como la forma biológica a la cual pertenecían. 

 

Con el ACM, se logró evidenciar el comportamiento global del complejo (Figura 30). En 

las gráficas tridimensionales obtenidas a partir del ACM, se puede observar la tendencia 

de los individuos silvestres (en color rojo) a formar un grupo bien definido en la parte 

derecha del plano cartesiano (Figura 30). Los individuos cultivados tambien se encuentran 

agrupados en la parte izquierda de la gráfica (en color azul), lo que indica una buena 

caracterización de éstos materiales, a partir de los marcadores evaluados. Los individuos 

intermedios representan la tendencia central de la gráfica y se encuentran muy cercanos 

a las formas silvestres, pero conservando cierta relación con las formas cultivadas.  

 

El ACM mostró una diferenciación de 7 grupos, muy bien caracterizados en relación a la 

forma biológica de los individuos. Los individuos cultivados fueron divididos en dos 

grupos: el grupo 1 (26 individuos), agrupado por presentar una alta frecuencia del 

haplotipo Cl3 (37/45), el grupo 2 (12 individuos) (Figura 30), se separa de los demás 

cultivados por presentar una mayor frecuencia de lectinas M8, este patron electroforetico 

fue exclusivo del estatus biológico cultivado y de las población intermedia. Los individuos 

silvestres tambien fueron divididos en dos grupos, (grupo 3 y 4, Grafica 30), el grupo 3 (3 

individuos) se encuentra bastante diferenciado, principalmente por la presencia de alelos 

compartidos con la población intermedia.  

 

Las formas biologicas intermedias, resultado de eventos de flujo génico, se dividieron en 3 

grupos (grupos 5, 6 y 7), mostrando una fuerte tendencia al aislamiento de la tendencia 
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central, lo que puede explicarse por la presencia de alelos combinados en estas 

poblaciones (producto del intercambio de información genética entre silvestres y  

cultivados), presentes como heterocigotos y alelos exclusivos (no encontrados en 

silvestres o cultivados)  en algunos individuos intermedios, tales alelos podrian estar 

reflejando procesos de recombinación dentro de esta población. 

 

La distribución de las formas biológicas encontradas con éste análisis, sugiere que las 

formas intermedias son el producto de eventos de flujo de genes, lo que genera individuos 

con caracteristicas compartidas entre silvestres y cultivados; además se infiere que 

algunos individuos se han diferenciado ampliamente dentro de la población intermedia; tal 

diferenciación puede estar directamente relacionada con procesos de recombinación 

genética. 

 

Los microsatélites resultaron ser el marcador que más información aportó a la 

caracterización de los eventos de flujo de genes dentro del complejo, ya que permitieron 

establecer la presencia de alelos exclusivos de las formas silvestres y cultivadas, 

facilitando así la observación de alelos compartidos en la población con características 

intermedias (Tabla 14). A pesar de que Phaseolus lunatus presenta un sistema de 

reproducción principalmente autógamo, donde los alelos deberían mantenerse estables 

dentro de las poblaciones, en nuestro estudio se evidencia que ésto no se está 

cumpliendo, lo que indica que la polinización cruzada y por consiguiente el flujo de genes, 

son procesos inherentes a la dinámica de ésta especie para el acervo genético 

Mesoamericano.   

 

Eventos de flujo génico fueron observados en un 100% (24/24) de los individuos 

evaluados dentro de la población intermedia. Una representación gráfica de 16 individuos 

intermedios, muestra cómo muchos de éstos alelos compartidos son generados a partir 

del flujo de genes entre silvestres y cultivados (Figura 31).  
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A. 

 

 

B. 

 

Figura 30. Distribución espacial de los individuos obtenida mediante el análisis de 

correspondencia múltiple; Individuos silvestres representados en color rojo. Individuos 
cultivados en color azul. Individuos intermedios en color verde. (A y B, representan dos 
vistas diferentes de la mísma figura). 
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Tabla 14.  Frecuencias de los alelos de microsatélites característicos de cada forma 

biológica dentro del complejo silvestre-intermedio-cultivado de Phaseolus lunatus. En azul 

alelos exclusivos de individuos silvestres. En rojo alelos exclusivos de cultivados 
 
 

Además, se observaron individuos donde se hallaron alelos de microsatélites combinados, 

donde se observa la presencia de un alelo exclusivo de material cultivado y otro típico de 

individuos silvestres en un locus determinado, lo que podría sugerir un cruce de material 

silvestre con polen de material cultivado o viceversa (González-Torres, 2004). Estos 

mismos individuos presentaron tamaños intermedios (representados como el peso en 

gramos de 100 semillas), que muestran la variación de éste marcador entre las formas 

cultivadas y silvestres (Figura 31). Otro aspecto de interés, es la posibilidad de que los 

alelos que se observan como compartidos o combinados en los individuos intermedios, 

pueden estar sufriendo procesos de introgresión genética. Tal incorporación de material 

puede ser el resultado de eventos de flujo de genes, que se han repetido en el tiempo. 

Teniendo en cuenta que del cruce entre individuos cultivados y silvestres se espera según 

las leyes de Mendel, una combinación de genomas transmitidos vía polen, que puede ser 

evidenciada mediante marcadores nucleares (González-Torres, 2004).  
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Figura 31. Representación gráfica de 16 individuos con características intermedias, para 
3 de los marcadores evaluados (Tamaño de la semilla, ADN cp y microsatélites). 
Individuos: 1. IL1698; 2. IL1699; 3. IL1700; 4. IL1701; 5. IL1703; 6. IL1704; 7. IL1705; 8. 
IL1706; 9. IL1707; 10. IL1710; 11. IL1711; 12. IL1712; 13. 1713; 14. IL1714; 15. IL1716 y 
16. IL1717. El tamaño de cada bloque esta relacionado con el número de pares de bases 
del microsatélite. 

 

La dirección del flujo de genes fué obtenida a partir del análisis del genoma nuclear, 

mediante el programa ADMIX_1.0 (http://www.unife.it/genetica/Giorgio/giorgio_soft.html), 

utilizando el estimador mY (Bertorelle y Excoffier, 1998).  

 

Encontrando que el flujo de genes en las poblaciones evaluadas es asimétrico y se 

presenta 1,4 veces más de silvestres a cultivados, que en el sentido contrario. Este 

resultado contrasta por lo obtenido por Martínez-Castillo et al (2007), donde reportan que 

el flujo de genes para Phaseolus lunatus en la península de yucatán, es 3 veces mayor de 

cultivados a silvestres. Estos mismos autores sugieren que la dirección observada en us 

estudio está influenciada por el intercambio de semillas domesticadas entre agricultores 

de la región.  

 

Las diferencias encontradas en ambos trabajos seguramente están relacionadas 

directamente con las poblaciones estudiadas y los marcadores evaluados. Pero podrian 

estar mostrando una tendencia relacionada con un aumento del flujo génico de cultivados 
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a silvestres en el tiempo. Debido a que las poblaciones utilizadas en éste trabajo fueron 

colectadas en 1979, época en la cual las poblaciones silvestres se encontraban con 

mayor frecuencia cerca de los cultivos. Lo anterior, sustentado en que desde hace 30 

años se ha presentado una intensificación de la agricultura, en la península de Yucatán, 

implicando una reducción en las especies silvestres que rodean las tierras cultivadas y un 

incremento progresivo en el uso de agroquímicos (López-Forment, 1998; Martínez-Castillo 

et al, 2007). Esta disminución en las poblaciones silvestres también esta asociada a la 

degradación de los ecosistemas y al aumento de la frontera agrícola (Hernandez-Bermejo 

y Leon, 1992), así como al crecimiento de la ocupación humana, que genera un impacto 

directo sobre el mantenimiento de la diversidad.  

 

Observándose una relación directa entre la dirección del flujo de genes y la degradación 

de los ecosistemas cercanos a las áreas de cultivo, aspecto que aplica para muchas otras 

especies domesticadas y sus relativos silvestres. Otro aspecto ligado a la dirección 

encontrada (de silvestre hacia cultivado) es la selección de los agricultores en búsqueda 

de semillas más lucrativas, lo que hace que el flujo de genes no sea tan exitoso en la 

dirección contraria, a pesar de la distribución simpátrica de poblaciones silvestres y 

cultivados (González-Torres, 2004). Tal selección de semillas puede estar dirigida hacia 

las formas intermedias, que presentan características poco deseables para los 

agricultores, como variaciones en el tamaño, formas irregulares, colores variables 

respecto a los encontrados en formas cultivadas y posiblemente la presencia de 

glucosidos cianogénicos. Debido a que tanto las formas silvestres, como las cultivadas 

presentan niveles bastante altos de estos compuestos, lo que puede generar problemas 

de digestibilidad para los consumidores, cambios en el sabor de las semillas o incluso 

intoxicaciones. Lo que aumenta las posibilidades de que las poblaciones silvestres se 

vean diezmadas cerca de los cultivos de fríjol lima. Tendencia que puede verse en los 

resultados obtenidos en este trabajo que demuestran un flujo asimétrico, pero con una 

diferenciación muy baja entre ambas direcciones. Este comportamiento refleja la 

complejidad y el gran número de aspectos que deben ser tenidos en cuenta para la 

evaluación del flujo de genes en una especie como Phaseolus lunatus, donde es crucial 

integrar las variables metodologícas, biológicas, agrícolas, sociales, culturales y 

ambientales para generar información específica y que refleje la realidad en un tiempo y 

espacio determinado. 
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Debido a los resultados obtenidos en este trabajo se hace necesario comprender de 

manera integral la dinámica de las poblaciones de frijol lima, las cuales pueden estar 

reflejando caractéristicas ecológicas y culturales especiales en ésta región. Generándose 

una pérdida en la diversidad de formas silvestres de Phaseolus lunatus. Aspecto que 

debe ser tenido en cuenta en las evaluaciones y en el monitoreo de los transgénicos que 

puedan ser liberados en un área específica. Principalmente en sitios de interés como la 

península de Yucatán, que representa unos de los centros de origen y diversidad más 

importantes del mundo.  

 
5.7 CARACTERIZACIÓN Y FLUJO DE GENES EN LOS ACERVOS GENÉTICOS DE 
       Phaseolus lunatus L. 

 

Mediante la información obtenida de las evaluaciones con diferentes marcadores para el 

acervo genético Mesoamericano, se realizó una caracterización y evaluación de posibles 

eventos de flujo genético con los datos disponibles para el acervo Andino, tales datos 

fueron obtenidos siguiendo las mismas metodologías utilizadas en este estudio por 

Martinez-Garay (2007). Mediante un análisis de correspondencia múltiple se evaluó la 

estructura poblacional de ambos acervos, encontrando una amplia caracterización y 

diferenciación a nivel morfoagronómico, bioquímico y molecular (Figura 32). 

La caracterización morfoagronómica fué bastante discriminativa entre los dos acervos, ya 

que las características de color, peso en gramos de 100 semillas y forma son altamente 

divergentes (Figura 33). 

 
 
Figura 33. Comparación morfológica entre los complejos evaluados para cada acervo; A. 

Silvestre, B. Intermedio, C. Cultivado (Mesoamericano; D. Silvestre, E. Intermedio, F. 
Cultivado (Andino). 
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Figura 32. Gráfica de ACM donde se muestra la distribución de los individuos de P. 

lunatus de los dos acervos. (A) Acervo Mesoamericano; (B) Acervo Andino. 
 
 

Los microsatélites aportaron información importante para la diferenciación de los dos 

acervos. Obteniendose una caracterizacion de ambos acervos genéticos mediante la 

integracion de metodologias que no habian sido utilizadas hasta ahora para ese fin (Tabla 

15).  

 

En cuanto a los patrones electroforeticos de proteínas se obtuvieron marcadas 

diferencias, encontrandose unicamente los de tipos M para el acervo Mesoamericano y 

los de tipo A para el acervo Andino (Figura 34). 
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Tabla 15. Alelos encontrados como exclusivos para cada uno de los acervos genéticos de 

Phaseolus lunatus. 
  

MICROSATELITES 
 

ACERVO AG1 
BM 
143 

BM 
170 

BM 
141 

BM 
211 

BM 
154 

BM 
201 

BM 
181 

BM 
156 

GATS 
91 

BM 
153 

BM 
212 

BM 
202 

BM 
140 

 
 

ANDINO 

 
155 

 
143 
147 
149 

 
162 
164 
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180 
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214 
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198 
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216 
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244 

 

 
190 
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MESO- 

 
AMERICANO 
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157 

 

 
145 
152 

 

 
158 
172 
176 
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168 
170 

 
180 
202 
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216 

 
190 

 

 
98 

 
174 

 

     
156 

 
160 

174 
176 

 
 

 

 
 

Figura 34. Patrones de proteinas obtenidos para los acervos Mesoamericano y Andino: 

PM, Marcador de Peso; 1. Patron caracteristico Mesoamericano; 2. Patron caracteristico 
Andino.  

 
 

Un aspecto observado por Martinez-Garay (2007), fue la posibilidad de intercambio de 

genes entre ambos acervos genéticos de frijol lima. Este resultado es el producto de la 

información obtenida de una de las poblaciones evaluadas para el acervo Andino. Esta 

población corresponde a la accesión G25943 y hace parte de las formas cultivadas 

incluidas en el estudio (Figura 35). 
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Figura 35. Analisis de ACM donde se muestra la distribución de la población G25943 (C) 
con respecto a los acervos Mesoamericano (A) y Andino (B) de P. lunatus. 

 

La similitud que mostró esta población, en cuanto a sus patrones de restricción de 

cloroplastos y a algunos alelos de microsatélites, junto con su bajo tamaño de semilla 

(40.9 g/100 sem, similar a los reportados para el acervo Mesoamericano) con los datos 

obtenidos para el acervo Mesoamericano indican su origen se dio en este acervo o que es 

producto de la combinacion de germoplasma de los dos acervos (Martinez-Garay).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 85 

 
6. CONCLUSIONES 

 
 
 

Dentro del complejo evaluado, para el modelo Phaseolus lunatus, se evidenció de manera 

clara la presencia de fenómenos de flujo de material genético, lo que se hace evidente en 

todos los individuos de la población intermedia, los cuales exhiben un gran número de 

características combinadas producto de procesos de hibridización. 

 

La principal dirección de flujo de genes se presentó desde materiales silvestres hacia 

poblaciones cultivadas, pero existe también un importante porcentaje de flujo genico en la 

dirección contraria. 

 

La integración de marcadores morfoagronómicos, bioquímicos y moleculares, resultó ser 

de gran ayuda para la caracterización de las diferentes formas biológicas y por 

consiguiente para la evaluación de eventos de flujo de genes. 

 

La concentración de glucósidos cianogénicos puede ser utilizado como un marcador 

bioquímico, bastante discriminativo para las formas silvestres y cultivadas. Además, es un 

rasgo que al parecer esta directamente influenciado por el flujo de genes, presentando 

altas concentraciones y variabilidad en las poblaciones híbridas producto del flujo de 

genes, lo cual tiene importantes implicaciones prácticas en la agricultura. 

 

La evaluación del flujo de genes en poblaciones naturales, puede ser de gran utilidad para 

comprender la dinámica de las poblaciones, en relación a los efectos reales de la 

liberación de transgénicos. 

 

El tiempo que ha transcurrido para que tengan lugar eventos de flujo de genes en este 

complejo de Phaseolus lunatus, es difícil de establecer, ya que las formas evaluadas 

pertenecen a poblaciones naturales, de las cuales no existe información sobre su estado 

generacional o su historia evolutiva. 

 

La comparación de los resultados obtenidos para el Acervo Andino con los observados 

para el Acervo Mesoamericano, diferencian claramente las poblaciones, confirmando la 



 86 

presencia de estos dos acervos para las formas cultivadas y silvestres de Phaseolus 

lunatus. 

 

Existe la presencia en una baja frecuencia de evidencia que soporta el flujo de genes 

entre acervos, principalmente entre formas cultivadas. Algunos de las introgresiones del 

acervo Mesoamericano en el Andino podrian haberse dispersado hacia algunos individuos 

intermedios.  
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7. RECOMENDACIONES 

 
 
 

Debido a la presencia de eventos de flujo de genes dentro de éste complejo de frijol Lima, 

se recomienda dirigir los futuros estudios hacia temáticas relacionadas con el monitoreo 

de las poblaciones y de su diversidad, así como la implementación de programas de 

bioseguridad alimentaria. 

 

Teniendo en cuenta la importancia de las especies silvestres y los posibles impactos que 

podrian tener los organismos transgénicos sobre la diversidad presente en uno de los 

centros de origen y diversidad más importantes del mundo, se hace necesario establecer 

politicas claras sobre el control y evaluación de éstos organismos.  
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ANEXOS 
 
 



ANEXO A:  
 

Datos de pasaporte de los individuos de Phaseolus lunatus incluidos en este estudio. 
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Cutivado 

Cutivado 

Cutivado 
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Chapaneca rosada 
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Café 

Café 
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Café 

Café 

Café 

Café 

Café 

Café 

13,1 

14,1 

12,8 

14 

11,7 
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15 
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ANEXO B: 

 
- Metodo de extracción de proteínas de semilla en frijol. 
 

1. Escarificar ½ o 1 semilla entera. 
2. Deshidratar la semilla escarificada (1 hora a 45 ºC con silica gel). 
3. Macerar en seco la semilla deshidratada hasta obtener harina. 
4. Pesar 50 mg de harina. 
5. Agregar 500 μl de solución extractora (relación 1:10; p/v) 
6. Agitar 5 minutos. 
7. Poner las muestras en ultrasonido con hielo y agua, durante 1 hora y a 

temperatura ambiente. 
8. Centrifugar las muestras durante 20 minutos a 14.000 r.p.m. 
9. Extraer sobrenadante (+/- 250 μl). 
10.  Agregar +/- 250 μl de buffer cracking (relación 1:1; v/v). 
11.  Agitar durante 2 minutos. 
12.  Poner las muestras en baño maría, durante 5 minutos. 
13.  Conservar a -14 ºC. 

 
- Soluciones para extracción de proteínas. 
 
      1. Solucion Extractora (Tris-Hcl. 0.036 M; pH: 8.5; Volumen de 250 ml): 

 
Reactivo Cantidad 

Trisma-base 1.09 g. 

Trisma HCl 0.553 g. 

Agua 100 ml. 

Medir pH y ajustar volumen. 

NaCl 1% (p/v) 2.5 g. 

                                 Stock en Nevera. 
 
 
      2. Buffer Cracking (pH 6.8; Volumen 500 ml): 
 

Reactivo Cantidad 

Trisma HCl 0.625 M, pH 6.8. 350 ml. 

Mercaptoetanol 5 g. 

Azul de Bromofenol 0.05 g. 

SDS (lauril sulfato) 10 g. 

                                Stock a temperatura ambiente (Bodega). 
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        3. Solución de corrida para geles en una dimensión (electroforesis 1D-SDS-  
             PAGE): 
 
         -Beffer de corrida Tris-Glicina (pH 8.3; Trisma base 0.031 M, Glicina 0.19 M; 

           para un volumen final de 3 litros). 
 

 

Reactivo Cantidad 

Glicina. 43.2 g. 

Trisma base 9 g. 

SDS 10 % 30 ml. 

Agua 500 ml. 

Completar volumen. 

 
 

  
        4. Tinción para geles de una dimensión (electroforesis 1D-SDS-PAGE): 

          
         - Solució azul de coomasie (volumen 3 litros). 
 
 

Reactivo Cantidad 

Azul de coomasie 7.5 g. 

Metanol 1.362 ml. 

Acido acético 276 ml. 

Agua 1362 ml. 

 
 
         - Solucion para desteñido (volumen 20 litros). 

 

Reactivo Cantidad 

Etanol 5.000 ml. (25%) 

Acido acético  1.400 ml. (7 %) 

Agua 500 ml. 
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- Preparación de geles en una dimension (electroforesis 1D-SDS-PAGE) 

 
  - Proteinas totales al 15 % (Camara protean II (16 cm)1, para 2 geles grandes: 

 
 

Reactivo Cantidad 

Acrilamida* 49.5 ml.  

Agua 12.23 ml.  

Buffer 8.8 12.23 ml. 

SDS** 375 μl 

Persulfato de amonio 375 μl 

TEMED 37.5 μl 

 
* Solución stock de acrilamida %T=22.8 y %C=2.63. 
 
** Desgacificar 20 minutos. 
 
1 Los 74,3 ml de la solución resultante de mezclar acrilamida, agua, buffer 8.8 y SDS se 
dividen por igual (37,15 ml) para cada uno de los 2 geles y para llevar a cabo su 
polimerización se adiciona por cada gel, 188 μl de persulfato de amonio y 19 μl de 
TEMED. 
 
 
ANEXO C: 
 
Protocolo para la extracción de ADN total. 
 

1. En un tubo eppendorf agregar 800 μl de buffer de extracción* de tejido (1 trifolio) y 
dejar en baño maria 1 hora a 65 ºC. 

2. Agitar el tubo y agregar 200 μl de Acetato de amonio 7.5 M, agitar y dejar por 15 
minutos a temperatura ambiente y centrifugar a 12.000 r.p.m., por 15 minutos. 

3. Transferir el sobrenadante y agregar 500 ml de cloroformo:octanol (24:1), mezclar 
bien y centrifugar a 12.000 r.p.m., por 10 minutos. 

4. Transferir el sobrenadante y agregar ½ volumen de isopropanol frio y dejar 
precipitando en el congelador de un dia para otro o minimo 2 horas. 

5. Centrifugar a 12.000 r.p.m., por 15 minutos, eliminar el sobrenadante y lavar el 
pellet con 500 μl de etanol frio al 70 %. 

6. Dejar evaporar totalmente el etanol y preparar el agua de resuspensión (6 ml de 
RNAsa/1 ml de agua), agregar entre 100 a 200 μl de TE con RNAsa dependiendo 
del tamaño del pellet. 

7. Observar el ADN en un gel de calidad (servir 2 μl de ADN). 
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 *Buffer de extracción (volumen final de 100 ml)1: 

 

Solución Concentr. Inic. Concentr. final Volumen 

NaCl 5 M 0.5 M 10 ml. 

Tris.  1 M pH 7.5 0.2 M 20 ml. 

EDTA 0.5 M pH 8.0 10 Mm 2 ml. 

SDS 10 % 1 % 10 ml 

Agua bidestilada 1 %  58 ml. 

 
1 Preparar y agregar el dia que se va a realizar la extracción, la proteinasa K.  
   Proteinasa K, 150 μl (10 mg ó 0.01 g/ml de agua).  

 
 
ANEXO D: 
 
 

    -Preparación del gel de agarosa (1 % para un volumen de 300 ml). 

 

1. Tomar 3 gramos de Agarosa. 
2. Agregar la agarosa a 300 ml de TBE 0,5X. 

3. Calentar hasta diluir bien. 
4. Adicionar 2,5 μl de Bromuro de etidio. 
5. Servir en la bandeja de electroforesis y dejar polimerizar. 

6. Usar 2000 ml de TBE 0,5X para la camara de electroforesis. 
 

 
    -Preparación del gel de agarosa (1,5 % para un volumen de 300 ml). 

 
7. Tomar 4,5 gramos de Agarosa. 

8. Agregar la agarosa a 300 ml de TBE 0,5X. 
9. Calentar hasta diluir bien. 
10. Adicionar 2,5 μl de Bromuro de etidio. 

11. Servir en la bandeja de electroforesis y dejar polimerizar. 
12. Usar 2000 ml de TBE 0,5X para la camara de electroforesis. 
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ANEXO E: 

 
- Microsatélites evaluados inicialmente para determinar los más polimorficos en 

Phaseolus lunatus. (Tabla tomada de Gaitán-Solís et al, 2002). 
 
 

Cebador SSR sequence Primer sequence (5’-3’) 

AG1 (GA)8GGTA(GA)5GGGACG(AG)4 
CATGCAGAGGAAGCAGAGTG 

GAGCGTCGTCGTTTCGAT 

Adelantado 
Retrasado 

GATS11 (CT)8CA(CT)2GTTT(CT)4 
CACATTGGTGCTAGTGTCGG 
GAACCTGCAAAGCAAAGAGC 

Adelantado 

Retrasado 

GATS11B (CT)8 
CCCACACATTGGTGCTAGTG 

AGCGCAATGCTACTCGAAAT 

Adelantado 
Retrasado 

GATS54 (GA)5AACAGAGT(GA)8 
GAACCTGCAAAGCAAAGACG 
TCACTCTCCAACCAGATCGAA 

Adelantado 
Retrasado 

GAST91 (GA)17 
GAGTGCGGAAGCGAGTAGAG 

TCCGTGTTCCTCTGTCTGTG 

Adelantado 
Retrasado 

BM3 (GAA)3GATGAA(GCA)2(GAA)4 
CAGAAGTGCTTATCCCCGAG 
TGAAATCTTCCCCTCCTTCA 

Adelantado 
Retrasado 

BM6 (GAAAA)3 
AGGGTTTACACACGACAGGC 

GGTTGATATGCCCTCATGGT 

Adelantado 
Retrasado 

BM16 (CA)21TA(CA)5 
CACCGGGAGTGGCTGACA 
GTTTGGGGCGGAGTTCGA 

Adelantado 
Retrasado 

BM20 (CAGA)3GACA(CAGA)12 
ATCCGTAGAGAGGTGAACGG 

ATGAGTGCAGTTTGGTGCAG 

Adelantado 
Retrasado 

BM25 (CA)17CG(CA)21 
CGCCTCCAACGGTCTTCT 

CAAGCAGGTGCGAATCCA 

Adelantado 
Retrasado 

BM48 (GA)5 
GCCGTTGAGCTGGAGAGCA 

CCTTCTTCTTGAGCCCGCTG 

Adelantado 

Retrasado 

BM53 (CT)21(CA)19(TA)9 
AACTAACCTCATACGACATGAAA 

AATGCTTGCACTAGGGAGTT 

Adelantado 
Retrasado 

BM67 (CA)31(CG)5(CA)10 
CCAATGCTGCCCACACAGATA 

CGCCCTTATGATCCAGTCCT 

Adelantado 

Retrasado 

BM68 (CA)6TA(CA)4(TA)4(CA)5 
TTCGTTCACAACCTCTTGCATT 

TGCTTGTTATCTTGCCCAGTG 

Adelantado 
Retrasado 

BM79B (GA)28 
CATGGAGGTAGAGGATAATAAGGAC 

CATTAGAGCCGCCACTTG 

Adelantado 

Retrasado 

BM98 (CA)8(CT)3 
GCATCACAAAGGACTGAGAGC 

CCCAAGCAAAGAGTCGATTT 

Adelantado 
Retrasado 

BM114 
 

(TA)8(GT)10 
AGCCTGGTGAAATGCTCATAG 

CATGCTTGTTGCCTAACTC TCT 

Adelantado 

Retrasado 

BM137 (CT)33 
CGCTTACTCACTGTACGCACG 

CCGTATCCGAGCACCGTAAC 

Adelantado 
Retrasado 

BM138 (GT)13 
TGTCCCTAAGAACGAATATGGAATC 
GAATCAAGCAACCTTGGATCATAAC 

Adelantado 

Retrasado 

BM139 (CT)25 
TTAGCAATACCGCCATGAGAG 

ACTGTAGCTCAAACAGGGCAC 

Adelantado 
Retrasado 

BM140 (GA)30 
TGCACAACACACATTTAGTGAC 
CCTACCAAGATTGATTTATGGG 

Adelantado 
Retrasado 

BM141 (GA)29 
TGAGGAGGAACAATGGTGGC 

CTCACAAACCACAACGCACC 

Adelantado 
Retrasado 

BM142 (GA)10ª(GA)15 
TTCCGCTGATTGGATATTAGAG 
AGCCCGTTCCTTCGTTTAG 

Adelantado 
Retrasado 

BM143 (GA)35 
GGGAAATGAACAGAGGAAA 

ATGTTGGGAACTTTTAGTGTG 

Adelantado 
Retrasado 

BM146 (CTGTTG)5(CTG)4(TTG)3(CTG)3 
GAGATGAGTCCTTTCCCTACCC 
TGCAGACACAATTTATGAAGGC 

Adelantado 
Retrasado 

BM147 (CGA)4 
GGAACCAACAAGTTCCACTTAG 

GAGACTGTGCTTTCGGACTC 

Adelantado 
Retrasado 
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BM148 
(CAG)5(CAA)5(CAT(CAA)3CAT(CA
A)3 

TTGAAACTCTCTTTGCAGACAC 
AACTAATCCATTTGCACTACCC 

Adelantado 

Retrasado 

BM149 (TGC)6(TAG)3 
CGATGGATGGATGGTTGCAG 

GGGCCGACAAGTTACATCAAATTC 

Adelantado 
Retrasado 

BM150 (TA)6(TG)19 
CGAACTATTTGATACTCATGTGC 
TTGCAGGACAGATAAGTTAGAAGA 

Adelantado 
Retrasado 

BM151 (TC)14 
CACAACAAGAAAGACCTCCT 

TTATGTATTAGACCACATTACTTCC 

Adelantado 
Retrasado 

BM152 (GA)31 
AAGAGGAGGTCGAAACCTTAAATCG 
CCGGGACTTGCCAGAAGAAC 

Adelantado 
Retrasado 

BM153 (CA)5(TG)(CA)3CG(CA)10/TA)4 
CCGTTAGGGAGTTGTTGAGG 

TGACAAACCATGAATATGCTAAGA 

Adelantado 
Retrasado 

BM154 (CT)17 
TCTTGCGACCGAGCTTCTCC 
CTGAATCTGAGGAACGATGACCAG 

Adelantado 
Retrasado 

BM155 (CA)8 
GTTCATGTTTGTTTGACAGTTCA 

CAGAAGTTAGTGTTGGTTTGATACA 

Adelantado 
Retrasado 

BM156 (CT)32 
CTTGTTCCACCTCCCATCATAGC 

TGCTTGCATCTCAGCCAGAATC 

Adelantado 
Retrasado 

BM157 (GA)16 
ACTTAACAAGGAATAGCCACACA 

GTTAATTGTTTCCAATATCAACCTG 

Adelantado 

Retrasado 

BM158 (CT)22 
CCGAGCACCGTAACTGAATGC 

CGCTCGCTTACTCACTGTACGC 

Adelantado 
Retrasado 

BM159 (CT)9(CA)8 
GGTGCTGTTGCTGCTGTTAT 

GGGAGATGTGGTAAGATAATGAAA 

Adelantado 

Retrasado 

BM160 (GA)15(GAA)5 
CGTGCTTGGCGAATAGCTTTG 

CGCGGTTCTGATCGTGACTTC 

Adelantado 
Retrasado 

BM161 (GA)7(GA)8 
TGCAAAGGGTTGAAAGTTGAGAG 

TTCCAATGCACCAGACATTCC 

Adelantado 

Retrasado 

BM164 (GT)9(GA)21 
CCACCACAAGGAGAAGCAAC 

ACCATTCAGGCCGATACTCC 

Adelantado 
Retrasado 

BM165 (TA)3(CA)9 
TCAAATCCCACACATGATCG 
TTCTTTCATTCATATTATTCCGTTCA 

Adelantado 

Retrasado 

BM166 (CA)3T(CA)7 
AAAGTGGGAGAGAAACACTACACC 

GATGCTGGCTTTCCATTGAG 

Adelantado 
Retrasado 

BM167 (GA)19 
TCCTCAATACTACATCGTGTGACC 
CCTGGTGTAACCCTCGTAACAG 

Adelantado 

Retrasado 

BM170 (CT)5CCTT(CT)12 
AGCCAGGTGCAAGACCTTAG 

AGATAGGGAGCTGGTGGTAGC 

Adelantado 
Retrasado 

BM171 (GA)13 
TGGCATTTCAGATTAACACTCC 
CTTCCTTGCTGTTTCCACTG 

Adelantado 
Retrasado 

BM172 (GA)23 
CTGTAGCTCAAACAGGGCACT 

GCAATACCGCCATGAGAGAT 

Adelantado 
Retrasado 

BM173 (GT)16(GA)30 
ATGCGTAAGCGAGGGAGAG 
CCAGTATATAACGCTGCTGCTG 

Adelantado 
Retrasado 

BM175 (AT)5(GA)19 
CAACAGTTAAAGGTCGTCAAATT 

CCACTCTTAGCATCAACTGGA 

Adelantado 
Retrasado 

BM181 (CT)17 
ATGCTGCGAGTTAAATGATCG 
TGAGGAGCAAACAGATGAGG 

Adelantado 
Retrasado 

BM183 (TC)14 
CTCAAATCTATTCACTGGTCAGC 

TCTTACAGCCTTGCAGACATC 

Adelantado 
Retrasado 

BM184 (AC)11 
AGTGCTCTATCAAGATGTGTG 

ACATAATCAATGGGTCACTG 

Adelantado 
Retrasado 

BM185 (CT)12 
AAGGAGGTTTCTACCTAATTCC 

AAAGCAGGGATGTAGTTGC 

Adelantado 

Retrasado 

BM187 (CT)10T(CT)14 
TTTCTCCAACTCACTCCTTTCC 

TGTGTTTGTGTTCCGAATTATGA 

Adelantado 
Retrasado 

BM188 (CA)18(TA)7 
TCGCCTTGAAACTTCTTGTATC 

CCCTTCCAGTTAAATCAGTCG 

Adelantado 

Retrasado 

BM189 (CT)13 
CTCCCACTCTCACCCTCACT 

GCGCCAAGTGAAACTAATAGA 

Adelantado 
Retrasado 

BM195 (GA)23 
ACTGTAGCTCAAACAGGGCACT 

TCCGAGCACCGTAACTCAAT 

Adelantado 

Retrasado 
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BM197 (GT)8 
TGGACTGGTCGATACGAAGC 

CCCAGAAGATTGAGAACACCAC 

Adelantado 

Retrasado 

BM199 (GA)15 
AAGGAGAATCAGAGAAGCCAAAAG 

TGAGGAATGGATGTAGCTCAGG 

Adelantado 
Retrasado 

BM200 (AG 
TGGTGGTTGTTATGGGAGAAG 
ATTTGTCTCTGTC TATTCCTTCCAC 

Adelantado 

Retrasado 

BM201 (GA)15 
TGGTGCTACAGACTTGATGG 

TGTCACCTCTCTCCTCCAAT 

Adelantado 
Retrasado 

BM202 (GA)9GT(GA)4 
ATGCGAAAGAGGAACAATCG 
CCTTTACCCACACGCCTTC 

Adelantado 
Retrasado 

BM205 (GT)11 
CTAGACCAGGCAAAGCAAGC 

TGAGCTGGGATTTCATTTC TG 

Adelantado 
Retrasado 

BM209 (TA)4(TG)16 
CAACCAATGAATGCTGACAATG 
CAATTTCTTGATTGAAAGGCAAT 

Adelantado 
Retrasado 

BM210 (CT)15 
ACCACTGCAATCCTCATCTTTG 

CCCTCATCCTCCATTCTTATCG 

Adelantado 
Retrasado 

BM211 (CT)16 
ATACCCACATGCACAAGTTTGG 
CCACCATGTGCTCATGAAGAT 

Adelantado 
Retrasado 

BM212 (CA)13 
AGGAAGGGATCCAAAGTCACTC 

TGAACTTTCAGGTATTGATGAATGAA 

Adelantado 
Retrasado 

BM213 (CTT)4(CT)5(CTT)(CT)(CTT)(CT)4 
AACCCTAAGCTTCACGCATTTG 

GAGAGATTGACGACGGTTT 

Adelantado 
Retrasado 

 

  
ANEXO F:   

 
 - Preparacion del gel de poliacrilamida 

 
1. Lavar el vidrio y la cámara con gasa, aidicionar detergente alconox, aplicar 

bastabte agua y dejar secar totalmente. 
 
2. Limpiar ambos vidrios con etanol al 96%, utilizando kinwipes (4 veces). 
 
3. Aplicar la mezcla de 1000 μl de etanol al 95% - ácido acético 0,5% + 3 μl de bind 

silane (Pharmacia Biotech, code Nº 17-1330-01) a una de las caras del vidrio, 
esparcir con kinwipes y dejar evaporar por 5 minutos. 

 
4. Aplicar 3-5 gotas de Sigmacote al vidrio de la camara, esparcir bien con kinwipes y 

dejar evaporar por 5 minutos. 
 
5. Limpiar los separadores con etanol y colocarlos a cada lado de la cámara. 
 
6. Armar el aparato colocando el vidrio (donde va a quedar el gel) sebre la camara y 

poner los brazos, ajustandolos cuidadosamente. 
 
7. Colocar la cámara sobre la base y ajustar las palancas. 
 
8. Mezclar 120 ml de archilamida al 6% con 600 μl de persulfato de amonio al 10% y 

100 μl de TEMED, (GibcoBRL, cat 15524-010) y llenar con jeringa, eliminando las 
burbujas. 
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9. Conectar la base de la cámara por donde se sirve la archilamida con la jeringa, 

cuidando que no se formen burbujas. 
 
10. Colocar el peine con los ganchos hacia fuera, en el borde superior de la camara y 

presionarlos con ganchos grandes. 
 
11. Dejar polimerizar la acrilamida por 2 horas. 
 
12. Sacar la camara de la base y colocarla sobre la cubeta con solucion tampon de 

corrida (TBE 0,5X). 
 
13.  Ajustar los accesorios y agregar solución tampón de corrida (TBE 0,5X), a la parte 

superior de la camara hasta que cubra el peine; retirar el peine y colocarlos con los 
dientes hacia deantro para formar los carriles. Presionar con granchos pequeños. 

 
14. Conectar a la fuente de poder y precorrer con la solucion stop a 120 Watts, hasta 

que el gel alcance una temperatura de 55ºC. 
 
15.  Sembrar las muestras previamente preparadas (Productos de PCR) y 

denaturadas, al terminar el corrido de la electroforesis, se desmonta el sistema y 
se inicia la tinción con plata. 

 
 
 - Tincion con plata. 
 
 

1. Dejar el gel 20 minutos en solución fijadora (acido acetico glacial + agua 
bidestilada). 

 
2. Lavar con agua demonizada (3 veces durante 10 minutos). 
 
3. Colocar el gel 30 minutos en solución de Nitrato de Plata (Nitrato de plata + 

formaldehído al 37% + agua bidestulada). 
 
4. Lavar 10 segundos con agua deionizada. 
 
5. Colocar el gel en solucion de revelado (Carbonato de sodio + Formaldehído 37% + 

Tiosulfato de sodio + Agua bidestilada) hasta que aparezcan las bandas. 
 
6. Dejar el gel 5 minutos en solución de parada (ácido acético glacial + agua 

bidestilada). 
 
7. Lavar con agua demonizada 3 minutos. 
 
8. Dejar secar el gel a temperatura ambiente. 
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-Solución tampón de carga para geles de poliacrilamida (Stop Solution). 

 

Reactivo Concentración 

Formamida 95 % 

EDTA 20 mM 

Azul de Bromofenol 0,05 % 

Xilene Cianol FF 0,05 % 

 
 
ANEXO G:  

 
Resultados obtenidos en la evaluación inicial de 68 marcadores microsatélites para 
Phaseolus lunatus L. 
 

Cebador Amplificación reportada Amplificación obtenida en este trabajo T(ºC) 

AG1 Polimórfico Polimórfico 52 

GATS11 Negativa Negativa 52 

GATS11B Negativa Monomórfico 52 

GATS54 Monomórfico Polimórfico 50 

GATS91 Polimórfico Polimórfico 52 

BM3 Monomórfico Monomórfico 56 

BM6 Negativa Negativa 48 

BM16 Negativa Negativa 54 

BM20 Monomórfico Monomórfico 55 

BM25 Negativa Negativa 55 

BM48 Negativa Negativa 58 

BM53 50% Amplificación Negativa 55 

BM67 Negativa Negativa 50 

BM68 50% Amplificación 50% Amplificación 56 

BM79B Polimórfico Polimórfico 52 

BM98 Polimórfico Polimórfico 55 

BM114 Monomórfico Monomórfico 50 

BM137 Negativa Negativa 55 

BM138 Negativa Negativa 50 

BM139 Negativa Negativa 50 

BM140 Polimórfico Polimórfico 55 

BM141 Polimórfico Polimórfico 60 

BM142 Monomórfico Monomórfico 55 

BM143 Polimórfico Polimórfico 55 

BM146 Polimórfico Polimórfico 58 

BM147 Monomórfico Monomórfico 48 



 111 

BM148 50% Amplificación Polimórfico 58 

BM149 Polimórfico Polimórfico 50 

BM150 50% Amplificación Negativa 50 

BM151 Polimórfico Polimórfico 50 

BM152 Negativa Negativa 50 

BM153 Monomórfico Polimórfico 50 

BM154 Polimórfico Polimórfico 50 

BM155 Polimórfico Polimórfico 55 

BM156 Polimórfico Polimórfico 52 

BM157 Monomórfico Polimórfico 52 

BM158 Monomórfico Monomórfico 52 

BM159 Negativa Negativa 52 

BM160 Polimórfico Polimórfico 52 

BM161 Polimórfico Polimórfico 52 

BM164 Polimórfico Polimórfico 52 

BM165 Negativa Negativa 52 

BM166 Monomórfico Monomórfico 52 

BM167 Negativa Monomórfico 50 

BM170 Polimórfico Polimórfico 50 

BM171 Polimórfico Polimórfico 50 

BM172 Negativa Polimórfico 50 

BM173 Monomórfico Monomórfico 50 

BM175 Negativa 50% Amplificación 50 

BM181 Polimórfico Polimórfico 50 

BM183 Polimórfico Polimórfico 52 

BM184 Negativa Negativa 52 

BM185 Monomórfico Negativa 52 

BM187 Monomórfico Negativa 52 

BM188 50% Amplificación Negativa 58 

BM189 Monomórfico Negativa 50 

BM195 50% Amplificación 50% Amplificación 54 

BM197 Polimórfico Polimórfico 54 

BM199 Polimórfico Polimórfico 56 

BM200 Monomórfico Monomórfico 52 

BM201 Polimórfico Polimórfico 50 

BM202 Polimórfico Polimórfico 58 

BM205 Negativa Negativa 50 

BM209 Polimórfico Polimórfico 56 

BM210 Monomórfico Monomórfico 52 

BM211 Polimórfico Polimórfico 55 

BM212 Polimórfico Polimórfico 53 

BM213 Monomórfico 50% Amplificación 52 

 



ANEXO H:  
 
Caracterización morfológica, bioquímica y molecular de las poblaciones cultivadas de P. lunatus del acervo Mesoamericano 
 

IL PESO LEC BM143 BM156 BM148 BM212 BM153 BM146 A G1 BM183 BM181 BM202 BM170 GATS91 BM140 BM211 BM141 BM201 BM171 BM154 BM155 

1559 13,1 M1 150/150 224/224 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 160/160 210/210 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1560 14,1 M1 150/150 218/218 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 168/168 210/210 182/182 98/98 140/140 204/204 140/140 

1561 12,8 M1 150/150 224/224 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 168/168 210/210 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1562 14 M1 150/150 224/224 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 168/168 210/210 182/182 98/98 140/140 204/204 140/144 

1563 11,7 M1 150/150 224/224 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 168/168 210/210 182/182 98/98 140/140 204/204 140/140 

1564 12,4 M1 150/150 224/224 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 168/168 210/210 182/182 98/98 140/140 204/204 140/140 

1565 11,6 M1 150/150 224/224 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 172/172 210/210 182/182 98/98 140/140 204/204 140/140 

1567 15 M1 150/150 218/218 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 168/168 210/210 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1568 15,7 M1 150/150 218/218 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 172/172 210/210 182/182 98/98 140/140 200/200 140/140 

1569 14,7 M1 150/150 218/218 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 168/168 210/210 182/182 98/98 140/150 204/204 140/140 

1570 13,2 M1 150/150 218/218 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 168/168 210/210 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1571 14,8 M1 150/150 218/218 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 168/168 210/210 182/182 98/98 140/140 204/204 140/140 

1572 14,7 M1 150/150 218/218 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 168/168 210/210 182/182 98/98 140/150 204/204 144/144 

1575 14,5 M1 150/150 218/218 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 168/168 210/210 182/182 98/98 140/140 204/204 140/140 

1576 14,2 M1 150/150 218/218 320/320 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 178/178 152/156 168/168 222/222 174/174 210/210 182/182 98/98 140/140 204/204 144/144 

1578 55,4 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 152/156 168/168 222/222 174/174 200/200 182/182 98/98 140/150 204/204 140/140 

1579 51,4 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 152/156 168/168 216/216 174/174 200/200 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1580 51,2 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 152/156 168/168 216/216 174/174 200/200 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1581 63,2 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 152/156 168/168 216/216 174/174 200/200 182/182 90/90 140/150 204/204 140/140 

1582 53,3 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 152/156 168/168 216/216 174/174 200/200 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1586 59,3 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 205/205 274/274 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 216/216 164/164 200/200 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1587 67,3   144/144 218/218 318/318 200/200 205/205 278/278 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 216/217 178/178 200/200 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1588 61 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 152/156 168/168 216/216 174/174 200/200 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1589 64,9 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 152/156 168/168 216/216 174/174 200/200 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1590 63,4   144/144 218/218 318/318 200/200 205/205 274/274 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 216/216 178/178 200/200 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1591 70,6   144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 274/274 153/153 144/144 182/182 148/156 168/168 216/216 178/178 200/200 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1593 62,9   144/144 218/218 318/318 200/200 205/205 274/274 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 216/216 178/178 200/200 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 
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1595 64,2   144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 274/274 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 216/216 178/178 200/200 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1596 72,2   144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 274/274 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 216/216 178/178 200/200 170/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1597 66,2 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 182/182 152/156 168/168 216/216 174/174 200/200 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1599 14,5 M1 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 182/182 152/156 168/172 222/222 168/168 200/200 182/182 98/98 140/140 200/200 140/140 

1600 14,4 M1 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 182/182 152/156 168/172 222/222 170/170 200/200 182/182 98/98 150/150 200/200 140/140 

1601 13,2 M1 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 182/182 152/156 168/172 222/222 168/168 200/200 182/182 90/90 140/140 200/200 140/140 

1602 15 M1 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 182/182 152/156 168/168 222/222 168/168 200/200 182/182 98/98 140/140 200/200 140/144 

1603 15,3 M1 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 182/182 152/156 168/168 222/222 168/168 200/200 182/182 98/98 150/150 200/200 140/140 

1604 13,2 M2 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 182/182 152/156 172/172 222/222 170/170 200/200 182/182 98/98 150/150 200/200 140/140 

1606 17 M2 150/150 218/218 316/316 198/198 205/205 272/272 151/151 150/150 174/182 152/156 168/168 222/222 160/160 200/200 182/182 98/98 150/150 200/200 140/140 

1607 14   150/152 218/218 316/316 200/200 195/195 282/282 151/151 150/150 184/184 152/152 166/166 222/223 172/172 180/180 182/182 98/98 150/150 200/200 140/140 

1608 14,5 M2 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 182/182 152/156 168/168 222/222 168/168 200/200 182/182 90/90 150/150 200/200 140/140 

1609 15,9 M2 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 182/182 152/156 168/168 222/222 168/168 200/200 182/182 90/90 140/140 200/200 140/140 

1610 11,3 M2 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 182/182 152/156 168/168 222/222 168/168 200/200 182/182 90/90 144/144 200/200 140/140 

1611 12,9 M4 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 182/182 152/152 168/172 222/222 164/164 200/200 182/182 98/98 150/150 200/200 140/140 

1612 15,6 M2 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 182/182 152/152 172/180 222/222 164/164 200/200 182/182 98/98 140/150 204/204 140/140 

1613 16 M2 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/182 152/152 168/168 222/222 168/168 200/200 182/182 98/98 150/150 200/200 140/140 

1614 16,3 M2 150/150 218/218 316/316 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 222/222 168/168 200/200 182/182 90/90 150/150 200/200 140/140 

1621 17,1 M2 144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 274/274 151/151 150/150 178/182 148/148 168/168 222/222 174/174 180/180 182/182 98/98 150/150 200/200 140/140 

1619 15,1 M1 144/144 218/218 318/318 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 222/222 172/172 200/200 182/182 98/98 140/140 192/192 140/140 

1622 12,7 M1 150/150 218/218 318/318 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 226/226 172/172 200/200 182/182 98/98 140/140 192/192 140/140 

1624 15,5 M1 144/144 218/218 318/318 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 226/226 172/172 200/200 182/182 90/90 140/140 192/192 140/140 

1626 12,9 M1 150/150 218/218 318/318 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 226/226 172/172 200/200 182/182 98/98 140/140 192/192 140/140 

1627 10 M1 144/144 218/218 318/318 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 226/226 172/172 210/210 182/182 90/90 140/140 192/192 140/140 

1628 15,8 M1 150/150 218/218 318/318 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 226/226 172/172 210/210 182/182 98/98 140/140 192/192 140/144 

1629 14,8 M1 144/144 218/218 318/318 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 226/226 172/172 200/200 182/182 90/90 140/140 192/192 140/140 

1630 14,9   144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 272/272 151/151 150/150 174/174 152/156 168/168 226/226 174/174 180/180 182/182 98/98 143/143 192/192 140/140 

1631 16 M1 144/144 218/218 318/318 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 226/226 172/172 210/210 182/182 90/90 140/140 192/192 140/140 

1632 13,6   152/152 218/218 318/318 200/200 195/195 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 222/222 174/174 180/220 182/182 98/98 143/143 192/192 140/140 

1633 11,6   144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 222/222 174/174 180/180 182/182 98/98 143/143 192/192 140/140 

1635 14,6 M1 150/150 218/218 318/318 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 226/226 172/172 210/210 182/182 90/90 140/140 192/192 140/140 
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1636 14,3 M1 150/150 218/218 318/318 200/200 205/205 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 226/226 172/172 210/210 182/182 98/98 140/140 190/190 140/140 

1637 13,9 M1 150/150 218/218 318/318 200/200 195/195 272/272 151/151 150/150 174/174 152/152 168/168 226/226 172/172 210/210 182/182 90/90 140/140 192/192 140/140 

1638 38,2 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1639 43,2 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1640 35,3   144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 282/282 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 222/222 174/174 202/202 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1641 39,5   144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 280/280 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 222/223 174/174 202/202 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1642 38,5 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1643 42,1 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 160/160 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1644 36,2 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1645 38,3 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1646 41,3 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1647 37,5 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1649 35,4 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1650 43,8 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 200/200 140/140 

1654 37,6 M4 144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 222/222 174/174 202/202 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1652 49,8 M4 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 178/178 90/90 140/140 204/204 140/140 

1653 47,8 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 178/178 90/90 140/140 204/204 140/140 

1659 44,1 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1660 43,6 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 182/182 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1661 38,7 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 182/182 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1662 40,2 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 226/226 172/172 200/200 178/178 90/90 140/140 204/204 140/140 

1663 49,5 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 280/280 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 170/170 90/90 140/140 204/204 140/140 

1664 48   144/152 218/218 318/318 200/200 195/195 274/274 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 222/222 174/174 202/202 170/170 90/90 143/143 204/204 140/140 

1665 49,9 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 178/178 90/98 140/150 204/204 140/140 

1666 40 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 182/182 98/98 150/150 204/204 140/140 

1667 45,9 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 170/170 90/90 140/140 204/204 140/140 

1669 42,6 M8 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1670 44,3 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 98/98 150/150 204/204 140/140 

1672 45,9 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1673 51,2 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 178/178 90/90 140/140 204/204 140/140 

1674 46,8 M2 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 178/178 90/90 150/150 204/204 140/140 
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1676 48,9 M2 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 170/170 90/90 140/140 204/204 140/140 

1678 46,7 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 200/200 140/140 

1679 41,2 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1680 44 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1681 40,9 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 182/182 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1682 45,7   144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 274/274 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 222/222 174/174 202/202 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1683 46,4 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 144/144 204/204 140/140 

1684 49 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1685 37 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 280/280 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 178/178 90/90 140/140 204/204 140/140 

1686 40,6   144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 182/182 148/148 158/158 222/222 174/174 202/202 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1687 45,2 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 178/178 90/90 140/140 204/204 140/140 

1691 45,4 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 182/182 148/148 168/168 222/222 174/174 202/202 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1689 41,6 M1 144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 182/182 148/148 168/169 216/216 174/174 202/202 182/182 90/90 143/143 204/204 140/140 

1693 49,2 M1 144/144 224/224 316/316 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 

1694 49,3 M1 144/144 224/224 316/316 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 178/178 90/90 140/140 204/204 140/140 

1695 47,4 M1 144/144 218/218 316/316 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 178/178 146/146 168/168 222/222 172/172 200/200 182/182 90/90 140/140 204/204 140/140 

1698 28,4 M1 144/144 218/218 316/316 200/200 195/195 272/272 153/153 144/144 182/182 152/156 168/168 216/216 172/172 216/216 182/182 95/95 140/140 192/192 140/140 

1699 24,2 M8 144/144 218/218 318/318 200/200 195/195 272/272 153/153 144/144 182/182 152/156 172/180 222/222 172/172 210/210 170/170 90/90 140/140 192/192 140/140 

1700 26,1 M8 144/144 218/218 316/316 200/200 195/195 272/272 153/153 144/144 182/182 152/152 160/172 216/216 172/172 210/210 174/174 90/95 140/140 200/200 140/140 

1701 29,4   144/144 224/224 316/316 200/200 195/195 274/274 153/153 144/144 182/182 148/148 160/172 216/216 174/174 220/220 182/182 98/98 143/143 192/192 140/140 

1702 22,4   150/150 224/224 316/316 200/200 195/195 274/274 153/153 144/144 182/182 148/148 184/184 216/216 174/174 202/202 182/182 98/98 143/143 200/200 140/140 

1703 24,8 M8 150/150 218/218 316/316 198/200 195/195 272/272 153/153 144/144 178/182 152/156 168/168 222/222 172/172 200/200 182/182 90/90 140/150 200/200 140/140 

1704 35,9 M8 152/152 218/218 318/318 200/200 195/195 272/272 153/153 144/144 182/182 146/152 168/180 216/216 172/172 200/200 182/182 90/90 140/140 192/192 140/140 

1705 27,6 M1 152/152 224/224 316/316 200/200 195/195 272/278 153/153 150/150 182/182 146/146 168/172 216/216 164/172 200/200 182/182 98/98 140/140 192/192 140/140 

1706 29,2 M1 144/144 224/224 316/316 200/200 195/195 274/274 153/153 150/150 178/182 148/148 184/184 216/216 174/174 220/220 182/182 90/90 143/143 192/192 140/140 

1707 23,5 M1 144/144 218/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 150/150 182/182 146/146 172/172 222/222 164/164 200/200 174/178 90/90 140/140 200/200 140/140 

1708 25,7 M1 144/144 224/224 316/316 198/200 195/195 280/280 153/153 144/144 178/182 148/148 184/184 216/216 168/168 202/202 174/174 98/98 143/143 204/204 140/140 

1710 26,3 M1 152/152 224/224 318/318 200/200 195/195 280/280 153/153 144/144 178/182 148/148 184/184 216/216 168/174 202/202 174/174 95/95 143/143 204/204 140/140 

1711 23,1 M1 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 272/278 153/153 150/150 182/182 146/152 168/172 222/222 176/176 200/200 170/170 95/95 140/140 192/192 140/140 

1712 25,1 M2 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 272/272 153/153 144/144 182/182 146/152 172/172 222/222 164/164 200/210 174/174 95/95 140/140 192/192 140/140 

1713 26,7 M8 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 272/272 153/153 144/144 182/182 146/152 168/172 222/222 164/164 216/216 174/174 90/90 140/140 204/204 140/140 
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1714 26,4 M2 144/144 224/224 318/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 182/182 146/152 172/172 222/222 164/164 200/210 170/170 98/98 140/140 192/192 140/140 

1715 23,6 M2 144/144 224/224 316/318 200/200 195/195 272/278 145/145 144/144 185/185 146/146 172/172 0/0 168/168 0/0 178/178 90/90 0/0 190/204 140/140 

1716 27,2 M1 144/144 218/224 316/318 200/200 195/195 278/278 153/153 144/144 185/185 146/146 172/172 0/0 164/164 0/0 178/178 90/94 0/0 190/204 140/140 

1717 23,8 M2 160/160 224/224 318/318 200/200 205/205 272/278 145/145 144/144 185/185 146/146 172/172 0/0 164/178 0/0 178/178 94/94 0/0 190/204 140/140 

1718 19 M1 144/152 224/224 316/318 200/200 195/195 280/280 153/153 150/150 178/182 148/148 184/184 216/216 174/174 202/220 174/174 90/90 143/143 204/204 140/140 

1719 23,7 M1 152/152 218/218 316/316 200/200 205/205 274/280 153/153 144/150 178/182 148/148 184/184 216/216 174/174 202/202 170/170 98/98 143/143 204/204 140/144 

1720 25,4 M1 152/152 218/218 318/318 200/200 205/205 280/280 153/153 144/150 178/182 148/148 176/176 216/216 168/174 202/202 170/170 90/90 143/143 192/204 140/144 

1721 22,1 M1 150/150 218/218 316/316 198/198 205/205 274/274 153/153 144/144 178/182 148/148 168/172 222/222 174/174 202/202 174/174 90/90 143/143 200/204 140/140 

1722 19,4 M1 144/150 218/224 316/316 200/200 195/195 274/274 157/157 144/144 185/185 148/148 172/172 0/0 172/172 0/0 168/168 90/90 0/0 196/196 140/141 

 


