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Resumen y Abstract

Resumen

Phaseolus acutifolius A. Gray (frijol tépari) es una especie de origen Mesoamericano cuyos
ambientes de desarrollo son principalmente xerofiticos, caracteristica que le brinda
adaptabilidad y tolerancia a estrés hidrico. Esta cualidad proyecta al frijol tépari como un cultivo
de importancia, ya que contiene una fuente importante de proteina de facil y rapido acceso. El
objetivo del presente trabajo fue identificar genes candidatos de tolerancia a sequia en frijol
tépari, y es considerado un éptimo modelo para la evaluacién de los genes: Asr (ABA-Stress
Response), Dreb2 (Drought-Responsive Element Binding) y ERECTA (LRR receptor-like
serine/threonine-protein kinase). Dada su cualidad de ser tolerante natural a sequia. Se
evaluaron 55 accesiones de la coleccion de P. acutifolius, entre los cuales se consideraron las
formas silvestres y cultivadas, y un pariente silvestre de la especie Phaseolus parvifolius;
Ademas se incluyeron 4 genotipos de Phaseolus vulgaris como controles positivos. Se
analizaron las regiones codificantes en los tres genes y se encontré que Dreb2B fue el mas
polimérfico de los tres y ERECTA el gen mas conservado. En los analisis haplotipicos ASR2
tuvo 4 haplotipos, Dreb2B 15 haplotipos y ERECTA 6 haplotipos, este ultimo con baja
diferenciacion entre las especies, ya que solo se encontré un cambio mutacional. En los tres
genes se encontraron variantes SNPs que en su mayoria fueron sinonimias soportandose la
baja tasa de cambio de los aminoacidos que codifican las proteinas, por lo tanto las tasas
evolutivas son iguales a la tasa de mutacién neutra, indicando la posible importancia en la
funcionalidad de dicha proteina. Este es el primer reporte de evaluacion de genes candidatos
tolerantes a sequia en esta especie por lo que se validan la presencia de estos y por lo tanto la

posible relaciéon con la respuesta fisioldgica de la especie a ambientes con déficit hidrico.

Palabras clave: Adaptacion, cambio climatico, estrés, mejoramiento, Phaseolus vulgaris,
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Abstract

Phaseolus acutifolius A. Gray (Tepary Bean) is a species of Mesoamerican origin whose
environments of development are mainly xerophytic, being a characteristic that provides
adaptability and tolerance to water stress. This quality projects to tepary bean as an important
crop, since it contains an important source of protein easily accessible. In the present study,
candidate tolerant genes for drought tolerance were evaluated in tépari bean, which is
considered an optimal crop model for the evaluation of Asr (ABA stress response), Dreb2
(binding of the drought responsive element) and ERECTA (LRR receptor such as serine /
threonine protein kinase) genes. Due to the quality of this species, being natural tolerant for
drought stress, the present research focuses in the evaluation of 55 Phaseolus acutifolius
genotypes from CIAT s whole germplasm collection, including wild and cultivated relatives.
Sister species Phaseolus parvifolius and 4 Phaseolus vulgaris genotypes were includes in the
analysis. Also exons were analyzed in all three genes indicating as Dreb2B as the most
polymorphic of all three genes, ERECTA was the most conserved gene with low levels of
polymorphism detected across species. The haplotype analyzes for ASR2 showed 4 variants,
Dreb2B 15, and ERECTA 6 haplotypes; the latter with low differentiation between species and
only one mutational change was found. In the three genes SNPs variants were found that were
mostly synonymous to support the low rate of change of the amino acids that encode the
proteins, therefore the evolutionary rates are equal to the mutation rate neutral, indicating the
possible important functionality of said Protein This is the first report of the evaluation of tolerant
candidate genes a drought in this species by which they validate the presence of these and
therefore the possible relationship with the physiological response of the species to
environments with water deficit.

Key words: Adaptation, climate change, stress, genes, breeding, Phaseolus vulgaris, drought.
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Introduccion

Las leguminosas, representan la fuente de alimentos mas valorados en la agricultura después
de los cereales. Los granos son ricos en proteina siendo una fuente importante de nutrientes
para la dieta humana, especialmente para poblaciones del sub-tropico. A pesar de ser un
cultivo de gran extension, la productividad es baja y ha disminuido en las dltimas décadas,
debido a diferentes tipos de estrés bidtico y abiético. Entre los factores bidticos: Colletotrichum
lindemuthianum (antracnosis), Phaeoisariopsis griseola (mancha angular), Uromyces
appendiculatus (roya), Xanthomonas axonopodis (tizon bacteriano) son los de mayor
importancia. Para cultivos como Glycine max (soya), Arachis hypogaea(mani), Cicer arietinum
(garbanzo) y Phaseolus vulgaris (frijol coman) la sequia es un causante de estrés abiotico con
consecuencias relevantes (Varshney & Kudapa 2013).Por otra parte el cambio climatico es otro
factor importante causante potencial de la disminucién en la productividad de los cultivos
(Varshney et al. 2010)( Cortés et al. 2012).

Basandose en las limitaciones y las predicciones sobre la disminucién de las lluvias, es
conveniente aprovechar la variabilidad genética y la aplicacién del conocimiento para procesos
de mejoramiento genético en frijol, aplicados a diferentes tipos de estrés asociados al cambio
climético. El frijol, comparado con otras leguminosas, estd menos adaptado a ambientes
extremos 0 de bajas precipitaciones, altas temperaturas, baja fertilidad en los suelos o acidez
de los mismos; sin embargo, los acervos genéticos y las multiples razas que difieren en rangos
adaptativos son una fuente de recursos genéticos valorables para los cultivares (Beebe et al.
2011).

12



Introduccioén

Phaseolus acutifolius o frijol tépari pertenece al acervo genético terciario del frijol comuan
(Debouck 1999), ésta especie es un cultivo tradicional de las regiones desérticas y semiaridas
de México y al sur este de los Estados Unidos. (Stephens 2015), pocas accesiones son
encontradas en Arizona y Nuevo México, como también en Guanascate provincia de Costa

Rica en América central (Debouck 1991).

El cultivo de frijol tépari se considera tolerante a sequia pero descuidado regiébn de América
entre el Norte y Centro América y comercialmente es calificado de menor importancia,
comparado con el frijol comln; aunque posee un numero de caracteristicas favorables;
presenta resistencia a enfermedades y patdégenos (Urrea et al. 1999; Mufioz et al. 2004);
potencial de adaptacion a ambientes poco favorables, como tolerancia a sequia y a suelos
salinos, ademéas de presentar un estado de maduracion temprana (Blair et al. 2012). Los
efectos de la falta de irrigacion hidrica, sobre el frijol comun dependen de la intensidad, tipo y
duracion del estrés; Por lo tanto, el desarrollo de variedades de frijol adaptados a sequia es una
estrategia importante para minimizar las perdidas en los cultivos y mejorar la seguridad

alimentaria en las regiones afectadas por el cambio climético (Rao et al. 2013).

La tolerancia a sequia es una caracteristica cuantitativa que incluye componentes genéticos,
epigenéticos y ambientales, modulados por un juego de factores de transcripcion que pueden

estar caracterizados o no.(J. Cortés et al. 2012).

La respuesta de las plantas a la sequia es bastante complejo e involucra cambios fisiol6gicos,
como disminucién de la fotosintesis y apertura de los estomas. Por lo tanto la investigacion en
la fisiologia relacionada con este estrés ha sido muy importante. (Maskin et al. 2001). En la
investigacion de genes relacionados con respuesta a sequia han sido caracterizados algunos
de estos, los cuales resultan ser componentes de las vias de sefializacién de la transduccién

involucradas en la adaptacion al estrés hidrico (Frankel et al. 2006).

El frijol tépari es originario de areas secas y desiertos por lo tanto se encuentra bien adaptado
al estrés por sequia, entre los mecanismos de respuesta al estrés por sequia, se pueden
encontrar raices profundamente agrupadas y finas para la obtencién de reservas de agua
rapidamente, hojas pequefas y control de estomas. Considerando esta especie de frijol como
potencial fuente de proteina en la alimentacion, para el cultivo en suelos pobres, expuestos a
estrés por agua, o desertificados, es una alternativa para la mitigacién del hambre en areas

vulnerables que afecten la seguridad alimentaria (Rao et al. 2013).

13
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1 Capitulo 1

Marco Teorico y Metodologia
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1.1. Marco Teorico

1.1.1.Generalidades

Las leguminosas son el segundo cultivo mas importante después de los cereales, basandose
en la superficie cosechada y la produccién total; se producen mas de 300 millones de toneladas
métricas de leguminosas que corresponden a 190 millones de hectareas, cerca del 13% del

total de area de cultivo (Gepts et al. 2005).

Dentro de las principales leguminosas de grano se encuentra el frijol comin Phaseolus
vulgaris, arveja Pisum sativum L., garbanzo Cicer arietinum L., haba Vicia faba L., guandu
Cajanus cajan L., frijol cabecita negra (Vigna unguiculata L.) y la lenteja (Lens esculentum L.),
todas estas leguminosas constituyen el 33% de las necesidades de proteinas en la dieta de los
humanos. Por otra parte, las leguminosas de grano, principalmente de soja Glycine max L. y
mani Arachis hypogaea L., también son una fuente importante para el aceite vegetal,
proporcionando mas de 35% del aceite vegetal procesado del mundo (Gupta & Nadarajan
2014).

El cultivo de las leguminosas se encuentra ampliamente extendido en regiones secas o0
semiaridas del mundo, por lo general bajo temporadas de lluvias, y en menos proporcién por
irrigacion agricola. Las leguminosas a diferencia de otras plantas tienen ciertas caracteristicas
Unicas como fijacion simbidtica de nitr6geno, fisiologia rica en proteinas, metabolismo

secundario (Varshney & Kudapa 2013).

El frijol coman, es uno de los cultivos mas antiguos del nuevo mundo. Es muy diverso en
métodos de cultivo, usos, ambientes y alta variabilidad morfol6gica. Representantes del genero
Phaseolus pueden ser encontrados desde cero hasta 3000 m.s.n.m; son cultivados en
monocultivo, en asociaciones 0 en rotacion; sus recursos genéticos son una matriz compleja de
acervos genéticos mayores y menores, razas Yy tipos intermedios, con introgresion ocasional
entre tipos silvestres y domesticados, por lo tanto es un cultivo que se adapta a muchos
nichos, con diferencias tanto por preferencias agronémicas como de consumo (Broughton et al.
2003).

15



Evaluacion de tres genes candidatos tolerantes a sequia: ASR, DREB y ERECTA en frijol tépari
Phaseolus acutifolius

A pesar de que el frijol comln puede encontrarse en variedad de entornos, se encuentra poco
adaptado a ambientes extremos con bajas precipitaciones; por lo tanto, la sequia afecta cerca
del 60% de la produccion de frijol; aunque hay razas consideradas de resistencia a la sequia
como Durango, también existen otras especies del genero Phaseolus que ofrecen una
alternativa a este problema. P. acutifolius A. Gray, frijol tépari, es cultivado en areas de pocas
precipitaciones y poca irrigacion hidrica, por cual se encuentra adaptada a estrés. los
cruzamientos con esta especie han sido usados como fuente de genes parag mejoramiento

del frijol comun mediante retrocruzas y rescate de embriones (Rao et al. 2013).

Las plantas silvestres de frijol tépari, son enredaderas que pueden medir hasta 3 metros de
largo, lo que les permite subirse a los arbustos encontrados en desiertos. Las variedades
cultivadas son de tipo arbustivo, 0 en ocasiones semi- enredaderas, que crecen a una altura
media de aproximadamente 76,2 cm. Las hojas son trifoliadas puntiagudas, las vainas son
cortas de aproximadamente 7,6 cm de largo, ligeramente velloso y verde. Cuando las vainas se
secan son de color beige claro. Las semillas, por lo general son cinco o seis por vaina, varian
en color y son parecidas a un frijol pequefio en forma de media luna o frijol blanco (Stephens
2015).

1.1.2.0rigen

La distribucion de variedades silvestres esta fuertemente concentrada en desiertos marginales
semi-aridos de Sonora y Chihuahuan, los cuales son encontrados como diferentes tipos
vegetativos. Tépari silvestre variedad tenuifolius tiene un rango de elevaciones de 200 hasta
1500 m.s.n.m, y también se encuentra en bosques tropicales deciduos y bosques de pino. La
variedad acutifolius tiene un rango de elevaciones de hasta 2000 m.s.n.m, estas dos
variedades tienden a “especializarse” en habitats particulares; por otra parte se ha reconocido
una region binacional de Aridoamerica como el centro de diversidad de las razas locales de
tépari, y como centro geografico de la variabilidad de frijol tépari silvestre y variedades locales
recientemente domesticadas. Considerando la diversidad de las poblaciones domesticadas y
silvestres del frijol tépari en esta region, originaria cerca del extremo sureste de esta zona, y
teniendo en cuenta las evidencias arqueolégicas de la presencia de tépari domesticados, por
fuera de un area de rapida difusion, puede argumentarse que tépari probablemente ha sido
domesticado en Aridoamerica, y por lo tanto se rechaza que tépari tuvo multiples centros de
origen o un origen no centrado, y que se extiende desde Guatemala a Sonora en México (Pratt
& Nabhan 1988).

16



Capitulo 1

Un estudio realizado con la isoenzima Aco-2 se obtuvo diferencias significativas en las
frecuencias génicas entre las formas silvestres y domesticadas de tépari, y una variabilidad
genética baja en la proteina de la faseolina, por lo que proponen se debe a un efecto fundador
en los tépari. Por otra parte en los tepari cultivado se reporta la fijacion de un alelo raro para el
gen de la isoenzima Aco-2, lo cual se propone se produjo desde la domesticacion de tépari
silvestre que se fue fijando y cre6 un distanciamiento genético entre ellos, la evidencia de estos
cambios se ha definido en cuanto a la diferencia en algunos caracteres como el tamafio de la
semilla, color variable de la testa, dehiscencia reducida entre otros. Considerando este evento y
el cuello de botella en la especie, se propone acerca de la domesticacion de la especie, que se
lo que sugiere un solo evento geografico en el cual participen dos o mas eventos
independientes que conducen a diferencias en las frecuencias alélicas entre silvestres y
cultivados, asi como también la domesticacién independiente de Phaseolus acutifolius en

diferentes regiones geogréaficas. (Garvin & Weeden 1994).

En el estudio de taxonomia de P. acutifolius se soport6 la ocurrencia de un solo evento de
domesticacion, debido a la alta similaridad entre las variedades cultivadas, adicionalmente el
agrupamiento de estas variedades y dos genotipos silvestres de tépari provenientes de Sinaloa
y Jalisco, indican que se puede tratar de poblaciones ancestrales de estas variedades y por lo

tanto indicando también estas regiones como centros de domesticacion (Mufioz et al. 2006).
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1.1.3.Descripcion de la especie

La especie P. acutifolius A. Gray es la menos cultivada de las especies de frijol domesticadas,
y la Unica que se cultiva a pequefia escala en regiones donde el estrés patolégico y ambiental
no favorece al frijol comun. Las semillas de frijol tépari son mas pequefias que cualquier
variedad del frijol comun, el sabor es similar y tiene gran variedad de preparaciones
gastrondmicas. Luego de los avances en la irrigacion mecanizada de los cultivos que permitié
gue especies intolerantes a sequia crecieran en zonas semiaridas, el interés por el cultivo de
tépari como resistente a sequia fue disminuyendo. Pero teniendo en cuenta que va
aumentando la escasez del agua en muchas regiones, sirve de incentivo para la reevaluacion

de cultivos tolerantes a sequia (Pratt & Nabhan 1988b).

Los tépari se usan como frijoles secos. Las plantas son tolerantes a sequia, pero necesitan
gran cantidad de humedad de las semillas para la germinaciéon y en etapas tempranas de
crecimiento. Si se cultiva con riego, los rendimientos se incrementan en los granos secos. En el
norte de florida las semillas se plantan en septiembre y se deja madurar en noviembre antes
del cambio de clima. Los mejores rendimientos son esperados en el sur de florida durante los
meses de invierno, que es mas corta la duracién del dia ya que los granos son sensibles a la
duracion del dia (Stephens 2015).

1.1.4.Importancia del Cultivo de Frijol

Los frijoles son las mas importantes leguminosas de grano para consumo directo en el mundo.
El total de la produccién excede los 23 millones de toneladas métricas y de los cuales 7
millones son producidos en América Latina y Africa. Una gran parte de la produccion de frijol en
América Latina, se lleva a cabo en las fincas pequefas que van desde 1 a 10 ha de extension,
a menudo en terrenos inclinados y de baja fertilidad. Se estima que cerca del 80% del area
sembrada con frijol se encuentra en ladera, y estas pequefias propiedades se dispersan, por lo
que es dificil definir la principal zona de produccién. En Brasil, alrededor de un tercio del total
de frijol se produce en fincas de menos de 10 hectareas. En México, se estima que el 67% de
la produccion proviene de granjas mas pequefias (<5 ha). Incluso en Chile, que exporta gran
parte de su produccion, los granos se cultivan por algunos 50 000 agricultores cuyas parcelas

varian del 2 al 6 ha y un menor numero de productores de mediano tamafio que la planta
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20-30 ha. A nivel regional, mas de la mitad de la produccion se produce en fincas menores de
20 hectareas y mas de 20% en fincas de menos de 5 ha. Los casos extremos
estan representados por paises como Haiti, Antillas menores, y Paraguay, donde la produccion

es casi exclusivamente en manos de las familias campesinas (Broughton et al. 2003).

1.1.5.Cambio climatico

La definicién del cambio climatico segun el grupo Intergubernamental de Expertos sobre el
Cambio Climético (IPCC), se refiere a una alteracion en el estado del clima que se puede
identificar, realizando pruebas estadisticas de la variabilidad de las propiedades del clima por la
extension de periodos de tiempo como décadas o mas largos, y esto es comparado con
periodos de referencia, estos cambios significativos en el clima en tiempo determinado puede
resultar debido a variabilidad natural o de la actividad humana (Pachauri et al. 2007)

Segun la convencion del cambio climatico del marco de referencia de las Naciones Unidas, la
definicion se le atribuye directa o indirectamente a la actividad humana, que puede ocurrir
naturalmente, pero en las Ultimas décadas las concentraciones de gases de origen
antropogénico, han alcanzado niveles considerables en tiempos histéricos. Otras actividades
gue contribuyen de forma significativa a la generacion de gases de efecto invernadero son: la
actividades de la industria agropecuaria, y el cambio de uso del suelo como la deforestacion,
eliminacién de residuos en vertederos por la produccién de cemento o procesos industriales,
refrigeracion, fabricacion de espumas y uso de solventes. El IPCC proyecta que el cambio
climéatico se hace visible en las variaciones reflejadas en los patrones de precipitaciones, el
nivel del mar, permanencia de glaciares, temperatura del océano. Etc. Como también un
incremento en la frecuencia y severidad de eventos climaticos extremos: ciclones tropicales,
excesivo incremento en el nivel del mar, deterioro de los glaciares, calentamiento de los
océanos. Algunos modelos predictivos sugieren un incremento de la frecuencia en la pérdida
de los cultivos debido a eventos extremos, tales como la sequia y fuertes precipitaciones, que
puede superar los efectos positivos del incremento moderadas en la temperatura. Estos
factores pueden tener serias consecuencias para la alimentacion y la produccion en silvicultura
gue puede resultar en conflictos sobre el agua, fallas en el cultivo, hambre, enfermedades,
migracion de masas de personas a través de bordes. El cambio climético es una amenaza

multiple haciendo que los problemas sean mas graves (Pace et al. 2013).
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1.1.6.Mecanismos de tolerancia a sequia en plantas

Las plantas tienen un amplio rango de respuestas de acuerdo a las diferentes alteraciones asociadas a
estrés por factores bidticos o abidticos, como son alteraciones en la expresion génica y el metabolismo
celular, generando cambios en el crecimiento y en rendimiento del cultivo. Una respuesta puede darse
directamente por el estrés como lo es la sequia, la cual induce a perdida en la integridad de la
membrana, pero la resistencia y sensibilidad varia de acuerdo a las especies y genotipos, asi como
también a estados del desarrollo, 6rgano y tipo de tejido. En los cambios que ocurren a nivel molecular
de la planta como respuesta a estrés abittico se destaca cambios en la expresion génica y sefializacion
de la transduccion celular, por lo cual han sido analizados ampliamente asi como también varios factores
de transcripcion y moléculas de sefializacién, que ahora se conocen que juegan un papel importante en
la homeostasis celular bajo condiciones de estrés (Buchanan et al. 2015).

Las plantas se ven afectadas frecuentemente por estrés hidrico y salinidad en los suelos, los
cuales se observan en muchos habitats, por eso las plantas han desarrollado varias estrategias
para enfrentarse a estos retos, que puede ser mecanismos de adaptacion, los cuales les
permiten sobrevivir a condiciones adversas o habitats de crecimiento especifico para evitar las
condiciones de estrés. Las plantas tolerantes a estrés han involucrado ciertos mecanismos
adaptativos para diferentes grados de tolerancia, los cuales son determinados en gran medida
por la plasticidad fenotipica. La tolerancia diferencial al estrés puede ser atribuida a diferencias
en la reactividad de la planta en términos de la percepcién del estrés, sefiales de transduccion
y programas apropiados de expresion de genes u otras nuevas vias metabdlicas que estan
restringidas en las plantas tolerantes. La exposicion a estrés por sequia o salinidad provoca
muchas reacciones comunes en las plantas. Estos conducen a la dehidratacion celular, el cual
causa estrés osmotico y la remocion de agua desde el citoplasma hacia los espacios
extracelulares resultando en una reduccién de los volimenes citosélicas y vacuolares. Otras
consecuencias es la produccién de oxigeno reactivo en las especies, lo cual afecta estructuras
celulares y el metabolismo negativamente. Las respuestas tempranas al estrés por agua o
salinidad son muy similares, a excepcion de los componentes i6nicos. Estas similaridades
incluyen procesos metabolicos tales como una disminucién en la fotosintesis o procesos
hormonales como los crecientes niveles de hormona vegetal ABA (acido abscisico) (Bartels &
Sunkar 2005).

La adaptacion a la sequia es sin duda un proceso complejo, que implica numerosos cambios,
incluyendo crecimiento atenuado, activacion o aumento en la expresion de genes, aumentos

transitorios en los niveles de ABA, la acumulacion de solutos compatibles y proteinas
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protectoras, mayores niveles de antioxidantes, supresion de energia que consume en las vias
metabdlicas. Sin embargo no hay un consenso sobre los procesos claves para determinar la
tolerancia. Con el avance de tecnologias para el estudio genético se han identificado varios
genes involucrados con estos tipos de estrés, estos estudios se han llevado a cabo
principalmente en la especie Arabidopsis thaliana, aunque solo se conoce la funciéon de un
namero limitado de productos génicos. Varios genes asociados a estrés han sido evaluados o
hay estudios en curso por su contribucién a la sequia o tolerancia a la sal. Tal vez se requieren
estudios sobre el terreno para una posible utilizacién de estos genes para mejorar la tolerancia

al estrés en agricola plantas a través de enfoques biotecnolégicos (Bartels & Sunkar 2005).

El desarrollo de cultivos con resistencia a sequia, requiere el conocimiento de los mecanismos
fisiolégicos y control genético de los rasgos que contribuyen en las diferentes etapas del
desarrollo de la planta. Es imprescindible mejorar la tolerancia a la sequia de los cultivos bajo
circunstancias cambiantes, todavia no existen medios tecnoldgicos econémicamente viables
para facilitar la cosecha de produccion en condiciones de sequia, pero, el desarrollo de plantas
tolerantes al estrés por sequia puede ser prometedor, y ayudaria en el cumplimiento de las

demandas de alimentos (Farooq et al. 2009).

1.1.7.Marcadores genéticos

Los marcadores genéticos representan diferencias entre organismos a nivel individual o
especies; y se encuentran localizados en proximidades a genes o estrechamente ligados, lo
gue no necesariamente implica una afeccién en el fenotipo de la caracteristica de interés. Los
marcadores genéticos ocupan una posicidn especifica en el genoma, especificamente en los
cromosomas, y se les denomina loci. Se conocen tres tipos de marcadores genéticos de
acuerdo a procedencia de estos: los marcadores morfologicos los cuales se determinan de
acuerdo a caracteristicas fisicas o fenotipicas, los marcadores bioquimicos, los cuales
relacionan las variantes alélicas de enzimas y por ultimo los marcadores moleculares, que

indican los sitios de variacion en el ADN. (Collard et al. 2005)

Los marcadores de ADN son los mas usados, principalmente por su abundancia; estos son
producto de diferentes clases de mutaciones en el ADN: mutaciones puntuales, inserciones,
delecciones o errores en la replicacion. Ademas del uso de marcadores de ADN en la

construccion de mapas de ligamiento, estos tienen numerosas aplicaciones en el mejoramiento
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de plantas como la evaluacion del nivel de diversidad genética dentro de germoplasma e
identidad de los cultivares. Los marcadores del ADN son particularmente utiles si revelan
diferencias entre los individuos de la misma o diferentes especies, los cuales son llamados
marcadores polimorficos y los que no discriminan genotipos son llamados monomorficos
(Collard et al. 2005).

El polimorfismo genético es definido como la ocurrencia simultanea de una caracteristica en la
misma poblacion de dos variantes 0 mas discontinuas o genotipos. Los marcadores de ADN
parecen ser los mejores candidatos para la evaluacién eficiente y la seleccion de un material
vegetal; estos se segregan como genes individuales y no se ven afectados por el entorno. Para
la utilizacion de marcadores moleculares se extrae el ADN facilmente de la planta, donde existe
una amplia gama de técnicas moleculares disponibles que detectan polimorfismos a nivel del

ADN, dependiendo de tipo de estudio a realizar (Kordrostami & Rahimi 2015)

Varios tipos de marcadores moleculares se utilizan para evaluar polimorfismos del ADN y se
clasifican generalmente como marcadores basados en hibridacion y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR); en el primer caso, se realiza la digestion de un ADN diana con enzimas de
restriccion; los fragmentos de restriccién generados, pueden ser visualizados en geles con el
objetivo de caracterizar o determinar variables alélicas; hibridaciones tipo southern blot pueden
utilizarse como complemento y permiten rastrear las variante alélicas en grupos de individuos
con perfiles genotipicos desconocidos. En el segundo caso las amplificaciones basadas en
PCR los marcadores son implicados en la amplificacion in vitro de secuencias particulares de
ADN o loci, con la ayuda de oligonucle6tidos o secuencias cortas de ADN elegidos especifica
o arbitrariamente, basandose en la capacidad para hibridar con un gen diana de interés; una
enzima termo estable, la ADN polimerasa que sintetiza fragmentos de ADN ubicados en los
sitios de reconocimiento de los oligonucleétidos; Los fragmentos amplificados son separados
electroforéticamente y los patrones de bandas son detectados por diferentes métodos tales
como la tincién y autorradiografia. Desde que la ADN polimerasa fue termo estable, el uso de
marcadores basados en PCR se ha incrementado enormemente en laboratorios de

investigacion (Kumar et al. 2009).
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1.1.8.Genes candidatos

Es una técnica muy usada para identificar factores de riesgo genético enfocada a desordenes
complejos, los cuales prueban los efectos de las variantes genéticas de un gen que contribuye
potencialmente en un estudio de asociacion con una caracteristica de interés. Estos estudios,
se realizan relativamente rapidos, econémicos y permiten la identificacion de genes con efectos
pequefios. Sin embargo, el enfoque es limitado por cuanto se conoce de la biologia de la
caracteristica que esta siendo investigada. Se pueden identificar regiones genéticas asociadas
0 enlazadas con la caracteristica de interés por observaciones o fenotipificacion. En muchos
casos se puede conocer la secuencia de ADN de los genes pero no tener alguna informacion
sobre la variacion funcional del gen. La deteccion de las variantes genéticas involucra
secuenciacién de las regiones de ADN para un gen entero tanto para individuos susceptibles y
resistentes y encontrar las diferencias. Estas regiones pueden ser clonadas o aisladas para

promover el analisis y la caracterizacién de los genes responsables (Kwon & Goate 2000).

Los genes con funciones conocidas en una caracteristica de interés pueden enriquecer el
ndamero de caracteristicas asociativas, basados en el conocimiento disponible de ligamiento
genético, efectos bioquimicos y/o fisiol6gicos de los genes candidatos en especies de plantas
modelo 0 no. Los marcadores genéticos son genotipados en un locus que se cree estan
involucrados con algin fenotipo, y se somete a una prueba de asociaciébn entre estos
marcadores genéticos y el fenotipo; en plantas este enfoque ha tenido éxito para los genes
candidatos de vias relativamente simples y genes candidatos con amplia evidencia previa de
un papel en el fenotipo deseado. La selecciéon de genes candidatos es relativamente sencillo
para vias bioquimicas simples (por ejemplo, la sintesis de almidon en el maiz) o vias bien
caracterizados (por ejemplo, tiempo de floracion en Arabidopsis) que se han resuelto
principalmente a través de andlisis genético de loci mutantes (natural o inducida). Sin embargo,
para los rasgos complejos tales como granos o rendimiento de la biomasa, la totalidad del

genoma podria servir como candidato (Pace et al. 2013).
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1.1.9.Genes candidatos tolerantes a sequia

Los patrones de variacion nucleotidica encontrada en los genes estan relacionados con la baja
o alta diversidad nucleotidica involucrada, con un polimorfismo neutral o de seleccion
purificadora que actian sobre estos genes; cuando hay mayor diversidad puede indicar una
seleccion adaptativa y su expansion en la poblacién, como también un contraste entre las
poblaciones silvestres y cultivadas estudiadas. Las aproximaciones obtenidas en los patrones
de variacion nucleotidica es el primer paso hacia un estudio de asociacion entre los
polimorfismos genéticos de esta familia de genes y la variacion en la caracteristica de

tolerancia a sequia ( Cortés et al. 2012).

e Genes Asr

La deficiencia en el suministro de agua es uno de los principales factores abiéticos limitantes de
la disminucién en productividad de los cultivos. Cuando las condiciones del suelo sufren
desecamiento, suceden cambios en la planta a nivel celular en respuesta al estrés; se ha
reconocido que la acumulaciéon de acido abscisico (ABA) es responsable de la expresion de
varios de los genes que provoca la acumulacion de diferentes productos durante periodos de
déficit hidrico (Bartels & Sunkar 2005).

La hormona vegetal del &cido abscisico (ABA), participa en muchos aspectos relacionados con
la respuesta al estrés como también en el desarrollo de la semilla (dormancia y germinacion).
Durante el crecimiento vegetativo, ABA media respuestas adaptativas criticas para la
sobrevivencia de la planta durante la sequia, salinidad y estrés por frio. Estos factores de
estrés sirven como activador para la acumulacién de ABA, lo que a su vez activa varios genes
asociados con el estrés que se cree funcionan en la acumulacion de proteinas
osmoprotectantes, sefializacion y regulacion transcripcional etc. La induccién de genes se
puede correlacionar con la adquisicién de tolerancia a la desecacién. Mutantes ABA-insensible
y biosintéticas han confirmado el papel de ABA como un molécula intermediaria entre la
percepcion del estrés y la respuesta celular al estrés. Cuando se hace induccién del gen
UNCED1 se demostré que era un poco antes que la acumulacion ABA en condiciones de
sequia lo que sugiere que la regulacion transcripcional de los genes implicados en la ruta de
biosintesis de ABA son responsables de la acumulacion de ABA provocada por la sequia. En

el caso de la transpiracion a través de los poros estomatales es una respuesta crucial de la
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planta bajo estrés osmotico regulado por ABA. El cierre de poros estomatales en los tejidos
aéreos es un mecanismo importante por lo cual las plantas superiores regulan el balance de
agua, las células “guardianas” flanquean los poros y los estomas se integran y responden
apropiadamente a los cambios en los niveles de agua. Los mutantes deficientes de ABA son
propensos a la marchitez y no pueden soportar condiciones de déficit hidrico,
debido a que el control de los estomas no es regulado. Con estos hallazgos se dan grandes
avances en la comprension de acontecimientos celulares que subyacen a la regulacion de la

abertura de los estomas en respuesta al estrés osmaético (Bartels & Sunkar 2005)

Las proteinas Asr de especies diferentes al tomate estan localizadas en el nucleo, donde
regulan promotores especificos, esto sugiere que estas proteinas son factores de transcripcion
cuyo objetivo es el transporte de hexosas y como genes de respuesta del acido abscisico
(ABA). Dado que muchos genes son inducidos ellos mismos por ABA y los genes implicados en
el transporte de azucar, tiene estrecha relacién entre la respuesta de las hormonas y la
regulacion de azucares en la planta por estrés hidrico y de hecho los azucares y ABA actlan

de forma concertada durante los procesos de desarrollo en las plantas (Frankel et al. 2006).

El Asrl de tomate fue el primer miembro reportado de la familia Asr (ABA / estrés hidrico /
maduracién inducida), que posteriormente llamé la atencion de otros grupos en el nivel de
expresion de genes. Asrl entonces llevo cierta manera al descubrimiento de otros miembros de
la misma familia. Hasta la fecha hay tres miembros estudiados de esta familia, llamados Asr1,
Asr2 y Asr3; Recientemente un cuarto miembro se informd, pero todavia no se encuentra bien

caracterizado (Maskin et al. 2001).

¢ Genes DREB

Se ha reconocido entonces que en las plantas existen mecanismos de respuesta fisioldgica de
tolerancia a sequia y a bajas temperaturas, involucrando el &cido abscisico que se produce
bajo este tipo de estrés y juega un rol importante en la supervivencia de las plantas. La funcion
de algunos genes que participan en dicha respuesta del estrés por sequia y genes inducibles
por frio que han sido estudiados hasta la fecha son también inducidos por ABA. La
deshidratacion parece desencadenar la produccion de ABA, que a su vez induce la expresién
de varios genes.Sin embargo aunque en algunas plantas se da la expresiéon de varios genes
ABA inducidos por la sequia o el frio, se encuentran mutantes de Arabidopsis que carece de

genes Asr, y en otras especies puede aparecer una sola copia o aparecer diferentes miembros
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de la familia de genes Asr. En estudios anteriores se ha analizado la region promotora del gen
rd29A y un elemento de actuacion cis responsable de la expresion de dehidratacién inducida
por el frio y se identificd la secuencia de nucleétidos, esta secuencia conservada de 9 pb,
TACOCAT, denominada elemento de deshidratacion sensible (DRE), es esencial para la
regulacion de la deshidratacion en respuesta a la expresion génica. EI DRE se ha demostrado
funciona como un elemento que actla en cis implicados en la induccién de la expresion rd29A
por el estrés de baja temperatura y sequia. Motivos relacionados con el DRE se han reportado
en regiones promotoras de los genes de frio y la sequia inducibles tales como kinl, cor6.6, y
RD17, un motivo similar también se encontré (repeticion C; TGGC CDAC) en la regién
promotora del corl5a inducible por frio. La secuencia central CCGAC fue encontrada en
regiones promotoras del gen de semillas de oleaginosas inducibles al frio BN115 y designado a
la baja temperatura. Estos resultados sugieren que motivos relacionados con el DRE estan
involucrados tanto en la sequia como al frio pero en la expresiéon de genes ABA-
independientes. Se han clonado ADNc que codifica para diferentes proteinas de unién DRE
(DREB1A y DREB2A) de Arabidopsis que interactia especificamente con la secuencia DRE en

la regidn promotora del gen rd29A.

Los genes que codifican la proteina DREB1A y sus dos homadlogos se indujeron para expresar
estrés por frio; los genes que codifican la proteina DREB2A y su Unico homdlogo rapidamente
fueron inducidos para expresar la deshidratacion y la tension alta en sal. Tanto el DREB1A y
homologos DREB2A contienen el dominio EREBP / unién al ADN AP2 como la de CBF1. Se
analizé la funcion de las proteinas DREB1A y DREB2A como factores que actian mediante el
uso transitorio de expresiéon en protoplastos de la hoja en Arabidopsis y la sobreexpresion en
plantas transgénicas de Arabidopsis. Se han discutido las diferentes funciones de la DREB1A
y proteinas DREB2A en la separacién de dos vias de sefalizacion para condiciones de estrés
al frio y la deshidratacion en la expresion génica ABA-independiente de los tejidos vegetativos
(Liu et al. 1998).

e Genes ERECTA

Los genes ERECTA funcionan como reguladores de transcripcion y son de los genes mejor
caracterizados relacionados con la tolerancia a la sequia. Se caracterizaron en Arabidopsis
thaliana y estan implicados en la percepciéon del estrés por sequia a través de sefiales de la
membrana celular, donde las proteinas de ERECTA estan localizadas. Estos genes pueden

responder a patégenos regulares, y estan involucrados en un nimero indeterminado de células
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epidérmicas. Las proteinas codificadas por los genes ERECTA también determinan la
frecuencia y el desarrollo de los estomas en las hojas, que determinan el control de la
evapotranspiracion. Por lo tanto, los genes ERECTA ejercen una fuerte influencia en la
transpiracion total de la planta. Las proteinas ERECTA (abreviados como proteinas ER)
pertenecen a la superfamilia quinasa pro-proteina y a la familia de la proteina quinasa Ser / Thr,
gue contienen proteinas que estan asociadas con procesos bioldgicos, incluyendo el desarrollo
y la defensa a patdégenos. ER también se caracterizan por un dominio con 20 repeticiones ricas
en leucina (LRR) extra-celulares y en el otro extremo por un dominio intra-cellular
proteinquinasa. Las proteinas ER parecen ser especificos en el nimero de repeticiones LRR e
incluyen tanto las codificadas por los genes en si de ERECTA, junto con las codificadas por los
genes similares a ERECTA (ERL1 y ERL2 en Arabidopsis y muchas otras dicotiledéneas). Los
mecanismos de la familia ERECTA tienen un efecto sobre el desarrollo de los estomas vy la
arquitectura de la inflorescencia que involucra el receptor ligando del factor epidérmico con
proteinas patron (EPF) moduladas también por proteinas. (Las proteinas ERECTA son
importantes para la regulacion de la canalizacion) (Mantenimiento de fenotipo a pesar de
entorno variable) en muchos aspectos del desarrollo de 6rganos y de la fisiologia vegetal. Por
ejemplo proteinas ER y ERL afectan varias partes de la morfologia de la planta, incluyendo la
dependencia a la luz, el patron de hojas en las ramas lo cual influencia el tiempo de floraciéon y
la tolerancia a la sequia. Las proteinas ERECTA funcionan como amplificadores ecolégicos de
transduccién de la variacion ambiental en la diferenciacion fenotipica que tienen, como la
sequia o de proteinas interactuantes y transformar éstos en cambios morfologicos en las
plantas. (Blair et al. 2016).
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1.2. Metodologia

1.2.1.Poblacion de estudio

Se evaluaron 55 accesiones de la coleccion de frijol tepari, provenientes del banco de
germoplasma del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). Este grupo abarco 3
especies: Phaseolus acutifolius (6 accesiones de cultivados, 23 accesiones de silvestres)
Phaseolus parvifolius y Phaseolus vulgaris. La seleccion de estos genotipos se realizé de
acuerdo con estudios previos realizados en la coleccion empleado marcadores moleculares
AFLP y SSR, donde los individuos mas polimérficos fueron seleccionados para el analisis
(Mufioz et al 2006, Blair et al 2012). Como controles positivos se incluyeron 4 genotipos de frijol
comun Bat 93, Bat 477, Bat 881 y el genotipo G19833, para los cuales se evaluaron los genes
candidatos tolerantes a sequia en anteriores trabajos (A. Cortés et al. 2012)(Blair et al.
2016)(J. Cortés et al. 2012)

Extraccion de ADN y amplificacion de los genes candidatos de tolerancia a sequia

La extraccion de ADN se llevé a cabo en la coleccion completa de frijol Phaseolus acutifolius la
cual comprende 338 genotipos. Inicialmente se seleccionaron 2 semillas por genotipo, se
esterilizaron en hipoclorito al 2% y alcohol 70%, para realizar la germinacion en contenedores
con arena, 15 dias después de la siembra se realizd la colecta del tejido foliar en nitrégeno
liquido y se almacend en ultra-congeladores a -80°C. Después de macerar las muestras en
nitrégeno liquido se procedi6 a realizar la extraccién de ADN siguiendo el protocolo propuesto
por (Dellaporta 1994), el material genético fue visualizado en gel agarosa al 1% y cuantificado
en espectrofotdmetro Colobri Titertek Berthold®. Todas las muestras de ADN fueron
normalizadas a una concentracion de 30ng/ul para los procesos de amplificacion de los genes
candidatos a tolerantes a sequia.

Para la reaccion de PCR se evaluaron 3 pares de cebadores ASR2, DREB2B y ERECTA
(Tabla 1) Cada reaccién se llevé a cabo en un volumen final de 50pl de coctel mezclando 4ul
de ADN 30ng/pl; 5pl de Buffer de PCR 10X (NH4)2S04; 4ul MgCl2 25mM; 2ul dNTP’s 20mM,;
0.8ul cebador F 10mM; 0.8ul cebador R 10mM; 1ul BSA 5X; 2ul Trehalosa 10%; 0,32ul Taq
DNA polymerasa 5U/ul; y 30pl agua ultra pura. Estas condiciones de coctel se aplicaron a cada

uno de los tres genes evaluados (Tabla 1). El perfil térmico para la amplificacion comprendio:
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94°C x 5min, posteriormente un ciclo a 94°C x 1 min, 62°C x 45 seg, 72°C x 1min, seguido de
30 ciclos 94°C 1min, 60°C 45 seg, 72°C x 1 min, y una extension final de 72°C x 10 min. Estas
condiciones descritas fueron empleadas para amplificar el gen ASR, respecto a DREB2B y
ERECTA las condiciones de amplificacion fueron las mismas a excepcion de la temperatura de
alineamiento las cuales fueron 52°C para DREB2B y 60°C para ERECTA respectivamente.

Los productos de PCR amplificados fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5%, La
electroforesis de gel agarosa se realizé en solucién TBE 0.5X durante 60 min a 100 voltios, la
tinciébn del gel fue realizada con el intercalante GelRed®, y luego la visualizacion en un

transiluminador de luz ultravioleta.

Tabla 1. Cebadores Utilizados para la Amplificacion de los Genes

Gen F/IR Secuencia (5"-3") Ta (C°) Fuente

F CCACCACCACAAAGAGGA IRD
Asr2 R CAAACATTCTTCAAACTTGCTCAGA 60 IRD

F TCTCCTTCAGCTATGAGTCC
Dreb2B R AGAGGGGAGAGGCTTGTAG 52 CIAT/LCGF
PVER E15 F AATAACAATCTCGAAGGAACA CIRAD-UMR
PVER E20 R CAGATAGTTGATTATTTGAAAG 60 CIRAD-UMR

1.2.2.Secuenciacion de ADN y andalisis genéticos

La secuenciacion de ADN se llevd a cabo en ambos sentidos (Forward y Reverse) usando los
mismos cebadores empleados para la amplificacion de cada gen. Para este proceso los
productos de PCR fueron purificados siguiendo el protocolo para purificacion propuesto por
(Schmitz & Riesner 2006), posteriormente los productos purificados fueron evaluados en gel
agarosa al 2% bajo tincion con el intercalante de ADN GelRed® para verificar la calidad y

concentracion de los productos purificados.

Los datos de secuencias crudas fueron analizados y editados manualmente en un programa
para analisis genéticos Geneious R10 (Kearse et al. 2012). La generacion de Contigs se realiz6
con la secuencia Forward y Reverse para cada muestra y a partir de la secuencia consenso se
identifico el sitio de anclaje de los cebadores para cada gen secuenciado con el fin de

identificar variaciones en longitud de las secuencias obtenidas para cada especie. Para el
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alineamiento multiple de secuencias se utilizé el programa Bioedit® v 7.1.11 (Hall 1999), a
partir de esta matriz de datos se realizaron los andlisis genéticos para los 3 genes
secuenciados.

La identificacion de haplotipos comprendio en analisis de todo el grupo de muestras separadas
por especies en una sola corrida usando el programa DNAsp v. 5 (Rozas & Rozas 1995)
generando la identificacion de haplotipos presentes en cada especie y los puntos mutacionales
dentro de la secuencia. Variables como diversidad nucleotidica y haplotipica fueron ejecutadas
en este programa. La red de haplotipos, realizada en el programa Network 5.0.01 (Fluxus-
engineering 2015) se construy6 considerando todos los sitios de cada secuencia (nucleétidos y
Gaps) y con un valor de analisis 3 veces mayor a las Transversiones respecto a las
Transiciones debido a que son menos probables que ocurran. Siguiendo estos parametros y
aplicando el algoritmo Median-Joining (MJ) los nodos se formaron de acuerdo a los haplotipos
compartidos, unidos por ramas que indican que haplotipos son mas cercanos (menos pasos

mutacionales) y los mas distantes.

Para los analisis de dissimilaridad en el programa GenAlex v. 6.5 (Peakall & Smouse 2012) se
identific la distancia genética entre especies y entre individuos para cada uno de los tres
genes, adicionalmente un Analisis de Coordenadas Principales se construyé para cada gen.
Con este andlisis se pudo identificar las distancia genéticas entre individuos y poblaciones en

un diagrama de 2 dimensiones, sin embargo para obtener una mejor perspectiva de las
agrupaciones, se realiz6é un diagrama de tres dimensiones ejecutado en el programa XLSTAT®
(Addinsoft 1993) para una mejor interpretacion de los resultados. Adicionalmente el programa
Darwin® v. 6.0.014 (Perrier et al. 2003) por medio del algoritmo Neighbor-Joining se identificd
la cercania de las muestras a partir de la informacién nucleotidica que las compone generando
un arbol cuya topologia no presenta raiz, sin embargo por medio de la identificacién de las
diferencias de nucledtidos y bajo un Bootstrap de 3000 replicas se generé el arbol mas

parsimonioso a priori para identificar las agrupaciones generadas en este analisis.

Para las inferencias filogenéticas el programa Mega 7.0 (Tamura et al. 2007) fue empleado bajo
el método de Maxima Verosimilitud aplicando un Bootstrap de 1000 replicas basado en el
modelo heuristico de Kimura de 2 parametros considerando el arbol mas parsimonioso para el
arbol inicial. Este modelo fue aplicado en la evaluacion de cada uno de los genes por separado

e identificar el grado de variacién entre las especies y los genes.
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1.2.3.Ubicacion de los genes candidatos de tolerancia a sequia en el
genoma de referencia

Para la identificaciébn de la composicién de los genes secuenciados (exones e intrones) se
procedio inicialmente a realizar una comparacion en la base de datos del NCBI usando el
usando el algoritmo BLAST. A partir de esta busqueda se pudo identificar la secuencia del ARN
mensajero reportada para estos genes en frijol comun. Sin embargo fue necesario identificar la
posicion fisica de los genes en el genoma de frijol e identificar cuantos exones e intrones
estaban presentes en las secuencias obtenidas en el presente estudio. Empleando el genoma
referencia para frijol comun genotipo G19833 publicado por (Schmutz et al. 2014) se pudo
identificar la posicién exacta, en pares de bases, de cada gen respecto al cromosoma que lo
contiene, ademas se identificaron los intrones y exones del cada gen completo y la cobertura
de cada uno de los fragmentos de los genes secuenciados en este estudio, de esta forma se
pudo realizar analisis comparativos de composicidon nucleotidica comprendiendo solo los
exones para frijol comun (Bat 93, Bat 477, Bat 881 y G19833), frijol tepari (cultivados, silvestres
y var. tenuifolius), P. parvifolius y genoma de referencia G19833. Una vez se realizé la
identificacion de los exones, se realizaron anotaciones génicas en el programa Geneious® R10
para reconocer los intrones y exones, siendo estos Ultimos ensamblados y alineados respecto
al genoma de referencia y traducidos a secuencias de amino acidos para identificar los eventos
de nucledtidos polimérficos (SNP) y los posibles cambios sin6bnimos y no sinénimos de los

genes entre y dentro de las especies.
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2.1. Resultados

2.1.1.Gen ASR2

Evaluacion del Gen candidato tolerante a sequia ASR2 (Acido abscisico, estrés, maduracion
inducida) de la familia de genes planta-especificos componentes reguladores de estrés
dependiente de la via ABA (Acido abscisico), en 55 accesiones de la coleccién de frijol tépari
del CIAT (Palmira - Colombia).

La regidén secuenciada del gen ASR2 tuvo 630pb de los cuales abarca parte del exé6n 1 en el
nucledtido nimero 58 y el aminoacido 20, con un tamafo de 92pb, luego el intrén 1 de 205pb,
donde comienza el exén 2 con 186pb y 62 aminoacidos y por ultimo el intrén 2 con 89pb. En la
figura 1 se observa el alineamiento de P.acutifolius (silvestre), P. parvifolius y el genotipo
G19833 de P. vulgaris con la secuencia de referencia del RNAm de P.vulgaris obtenida del
NCBI, se encontraron cambios mutacionales en las secuencias de Phaseolus acutifolius
silvestre en el segundo exdén y en la especie P. parvifolius en el primer exén con respecto a la
referencia; en el caso de P. vulgaris genotipo G19833, la cual también fue secuenciada en este

estudio y fue tomado como control positivo, que al comparar se obtuvo total coincidencia.

Figura 1. Alineamiento de regidon completa del gen ASR2 en las especies estudiadas.

Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2

1 50 100 150 200 250 300 50 <00

Consensus
Translation

Identity
1. G40107_P.acutifolius_Sivestre
Translation

2. XM_007151854.1 - ORF 1 (frame
TransTation ¢ &

Consensus

Translation

Identity

1. G40167_P.parvifolius_Silvestre
Translation

2, XM_007151954.1 - ORF 1 (f
TransTation (rame 3)

Translation
Idertity

1.XM_007151954.1 - ORF 1 (frame 3)
TransTation

2. G19833_P.vulgaris

Translation

Alineamiento de P. acutifolius silvestre, P. parvifolius y el genotipo G19833 de P. vulgaris, con
la secuencia de referencia obtenida del NCBI: XM_007151954.1 RNAm de P.vulgaris.
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Para realizar los andlisis de las secuencias se eliminaron los intrones y solo fueron
considerados los exones, por lo que la regién obtenida fue de 279 pb y 93 aminoécidos. En la
figura 2 se muestra la region obtenida para nucleétidos y en la figura 3 la regién traducida en
aminoacidos. En el alineamiento de las secuencias los cambios mutacionales observados
anteriormente, fueron sinébnimos, detectadndose en la traduccion en aminoacidos donde ninguno

de los aminoacidos cambia con respecto a la referencia.

Figura 2. Alineamiento de la regidon codificante: exén 1y exén 2 en todas las especies

Consensus T B G O ST ST AR AT G TSN N I C 6 C TS M
Frame 1 G MEEMIV DN Y K K MENSNEM K CHUOHD K CHOMDESSESCH BN G MEMSEN G- A T A A G A Y A H
Sequence Logo 5] GUTGAAGTTUAT TA-AAGAAGUAGGAGAAGCATCACAAGCATCT TGAGCACCTTUUAGAACT TOGTUCTACTUCAGCTGUTOGCT TATGCCT TG
lencicy e ——
1. AA_G19833 Puulgaris G GG B G G STTAROA AR G G G G G I Aoy G NMUATNATo G A G NN G G [ G IAMANNAT G G G AN G G G G I G N G N
Frame 1 G mEm V- DN Y K K HESSES K CHoOH. K CH SmesEm H s G MEmmES G A T A A G A Y A mEm

Frame 1

3. AA_GA0167 _P.parvifolius Silves... G GG FES GNIN GRS C F G B G GI G G GIRiA G AN C IS G A G RSN G G G ARSI G Gl G IS G G G G G TS G B G
G EEM V D" Y K K ENEESEN K "H H K 'HNIESEN H BN G BB G A T A A G A Y A =W

Frame 1

2. AA_GA0107_P.acutifolius_Silves... G Gl G IS G GIAMISNSSIA C B G G G G G G AN C IS G A G IS G G A G SR G Gl G IS GEA GE G G G IS C i G
G EEM V D" Y K K ENEEEEN K "H H K 'HNIESEN H BN G BB G A T A A G A Y A =W

Consensus IS N MR RN AT AN . ANAA ST I AT A G M G Gl G
Frame 1 CHOMEM K CH MEW A K K WDU P MEM H G H. R TH. K DICEESSESSENTIN A A A A AV G A G
Sequence Logo ‘5] CATGAGAAGCACGAGUCAAAGAAAGACCCAGAACATUG TCACAGUCACAAGA TAGAAGAGUAGATTUCAGCAGCTUCAGCTUTTUGTGCTUGT
lencicy 1
1. AA G19833 Puulgaris BT O B G AR AR C JASEENENA  PUAIEIATT, C IR C C NANBIATA G IATTIA G IARA G A G G G G A G KA BT CINBUA GIT C G G  GIT G O
Frame 1 CH MES K “H mEm A K K =D P MEW H G H. R "H K SlomEmsEmsEmol= A A A A AV G A G

2. AA_G40107_P.acutifolius_Silves... NI G I C ISR GRS G G G AR GV G AR C AR G CIEARA G C AR A G R C A G CI G G A C A GERN GEA G G I G Gl CHEl C Gl
fH'EEN K "H HEN A K K D7 P HNEE H G H R 'H K MIIMEENNEENENTITT A A A A AW G A G

Frame 1

3. AA_GA0167 _P.parvifolius Silves... IS G I C ANA CIERANE G C C AR GRS C AR C AR G GRS ¢ C ANNATA R G R C A G CRA GRS G A C EA G G G C I G Gl CHl ¢ Gl
fH'EEN K "H HEN A K K D7 P HNEE H G H R 'H K MIIMEENNEENENTITT A A A A AW G A G

Frame 1

Consensus (AU ¥ TR BN 1 BASA CMSTA  A  B C STIAS ; AT B AN AR AT TSRS GO
Frame 1 G F CVO F CHUMEEMICHOCH MEEM K K MEM A K K BENCD MESSES A CHU G K K CHOOH CH BB F G EEE
Sequence Logo ] GUITTTGTGTTOCATGAACACCATUAGAAAAAGUAAGCTAAGAAAGAAGATUAAGAAGCTCATOGAAAGAAGCACCACCATCTCT T TGUCTGA
lencicy i S ————————————————————————————————
1. AA G19833 Puulgaris © C T P TNEATT, C AATGIANGIGIACT: C A FUATATATA C CIATA CETHAA - AUATA A C AT (A C AR IGITIEIACT 5 CATATAY AR AN AN A TR T T C BT A
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Frame 1
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Alineamiento de la region codificante: exén 1y exon 2 de P. acutifolius (silvestre) P, parvifolius
y el genotipo G19833 de P.vulgaris, con respecto a la regién codificante de la referencia del
NCBI, el RNAm XM_007151954.1 en P. vulgaris, para el gen ASR2.

Figura 3.Alineamiento de la regién codificante de aminoécidos exén 1y exon 2

Consensus ]-YKK-E-K_ZPATAAIAY:-K-AKKﬁP-RIK;P-AAAAA-BPA-FIF-TPKKIAKK—IPA-KK-QPFi
Sequ:fmso &l GEVD! KAEERFHAHLEHLGELGY AAGAY ALHERHEARAD EHGHRHKIREETAAAAANGAGG V' HEHHEXKEARKEDEE AHOAHHHL
o ]

1, AR 619833 Pawilgeris ranslation GIEVINY K KIEIEIK HH K HINEHIIGIEGA TAAGA Y AHIEK HIEAK KD P EHGHR HK NEEENA AAAAVGAGG F N F HEHHEK KIEAK K EDEEAHGK K HHHIF G
2,5 GAT07 Pacutfolus Sivest.. GIEVDY K KIEEK HHK HBEHBGEMGATAAGAY ABHEK HEAK KDP EHGHR HK IIEBEWIAAAA AVGAGG F V F HEHHEK KIEAK KEDEEAHGK K HHHIEF G
3, AA 640167 P.parifalius Sitvest., GIEVIDNY K KIEIEKHHK HINEHIGERGATAAGAY ABHEKHEAK KDPEHGHR HK NEEENAAAAAVGAGG F N F HEHHEK KIEAK K EDEEAHGK K HHHIF G
4.3N_0071513541 - ORF 1 (framn..  GIEWDY K KIEEK HHK HBEHBGEGATAAGA Y ABHEK HEAK KDPEHGHR HK IIEEEWAAAAAVGAGG F V F HEHHEK KEAK KEDEEAHGK K HHHEF G

Alineamiento de la region codificante de aminoacidos exon 1 y exén 2 de P. acutifolius
silvestre, P. parvifolius y el genotipo G19833 de P. vulgaris. Traducido a aminoécidos.
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o Determinacién de la diversidad haplotipica

La diversidad haplotipica se determindé en 36 secuencias después de ser alineadas en el
programa Bioedit (Hall 1999) donde se obtuvo 280 sitios, excluyéndose sitios con gaps. Se
obtuvieron 4 haplotipos con una diversidad haplotipica de 0.6143 donde el haplotipo méas
frecuente fue el haplotipo 2 con 19 muestras y luego el haplotipo 4 con 12 muestras. En el
haplotipo 1 solo se encontraron las muestras de P. vulgaris, el indice de fst (fijacion en la
poblacién) fue de 0.97561, con un numero de sitios polimorficos de 3 y monomorficos de 275.
Las muestras fueron agrupadas de acuerdo a la especie y se determind la diversidad
haplotipica entre estos grupos con se muestra en el tabla 1. Con el programa Network se
gréficaron los haplotipos encontrados para el gen ASR2, y se determinaron para cada

haplotipo las regiones geograficas involucradas por cada muestra Figura 4y 5.

Tabla 2. Diversidad Haplotipica determinada por grupos de especies

No. Poblacion No. de No. de sitios No. De Diversidad Diversidad

secuencia  segregantes Haplotipos  Haplotipica  Nucleotidica

S
1 P. vulgaris 4 0 1 0.00 0.00
2 P. acutifolius 20 1 2 0.10 0.00036
3 P. parvifolius 12 0 1 0.00 0.00
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Figura 4.Red Haplotipica para el gen ASR2 con las especies involucradas en cada
haplotipo.

J07 G

O _ 43

D Phaseolus acutifolius silvestre

- Phaseolus parvifolius

- Phaseolus acutifolius var. tenuifolius
D Phaseolus vulgaris

- Phaseolus acutifolius silvestre

En la figura 4 se ilustra la diversidad haplotipica encontrada para el gen ASR2 donde el
tamarfo de las esferas indica la cantidad de muestras encontradas para cada haplotipo. Los
nameros en rojo indican la posicion del nucle6tido donde ocurre el cambio mutacional desde
cada genotipo, tomando como referencia la especie P.vulgaris ya que este no presenta

variaciéon con respecto a la referencia del RNAm de P. vulgaris obtenida del NCBI. La figura 5
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indica la cantidad de haplotipos encontrados relacionando la procedencia geografica de las
muestras.
Figura 5. Red Haplotipica considerando la regién geogréfica para las
muestras
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e Composicion nucleotidicay aminoacidica

Al comparar la composicion nucleotidica en las muestras evaluadas se observé una mayor
variacion en los individuos de P. acutifolius silvestre, donde hay cuatro individuos con
composicion diferente, en los individuos de P. vulgaris, no hubo cambios en la composicién
nucleotidica ni tampoco entre los individuos de P. parvifolius Tabla 2.

A pesar de evidenciarse cambios en la composicién nucleotidica; estos se consideran nulos al

no afectar la funcionalidad del gen entre las diferentes especies.
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Tabla 3.Comparacion de la Composicion Nucleotidica entre las especies de Phaseolus.
Porcentaje de Timina (T), Citosina (C) Adenina (A), Guanina (G). Namero total de

nucleotidos.
Especie T% C% A% G% TOTAL
1. P.vulgaris 20.1 17.9 33.0 29.0 279
2. P.acutifolius 20.1 17.9 32.6 29.4 279
3. P.acutifolius 19.7 18.3 33.0 29.0 279
4. P.acutifolius 20.1 17.6 33.0 29.4 279
5. P.acutifolius 19.9 17.8 32.6 29.7 279
6. P.acutifolius var. Tenuifolius 20.1 17.9 32.6 29.4 279
7. P.parvifolius 19.7 18.3 33.0 29.0 279

La composicion nucleotidica en la especie P. vulgaris fue la misma en todos los individuos por
lo tanto se muestra solo un representante; para el caso de P. acutifolius se encontraron tres
individuos con diferente composicion nucleotidica, los cuales presentaron la misma proporcion,
para el caso de P. acutifolius var. tenuifolius presenté la misma composicion nucleotidica que el
namero 2. Y todos los individuos de P. parvifolius presentaron la misma composicion
nucleotidica.

En cuanto a la composicion de aminoacidos no hubo variaciones y se hizo una comparacion

entre especies.

Tabla 4.Distancias entre grupos por composicién aminoacidica.

Especie 1 Especie 2 Distancia Genética  Error Estandar
P.vulgaris P.acutifolius 0.001 0.001
P.vulgaris P.parvifolius 0.000 0.000
P.acutifolius P.parvifolius 0.001 0.001
P.vulgaris P.acutifolius var. tenuifolius 0.000 0.000
P.acutifolius P.acutifolius var. tenuifolius 0.001 0.001

La composiciébn aminoacidica no presentd diferencias significativas a pesar de los cambios

nucleotidicos presentados.
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o Analisis de Coordenadas Principales

En el andlisis de componentes principales explica como los individuos estan relacionados entre
si en el espacio, considerdndose 3 ejes, donde el eje 1 explicé el 54.33%, el eje 2 explico el
86.33% y el eje 3 explico el 92.37% de los datos, y se observa la distribucion por poblacion y
como se encuentran relacionados en dos dimensiones Figura 6. Las poblaciones P1, P2, P3,
P4 tienen poca variabilidad ya que estan agrupadas hacia el mismo eje. En la Figura 6, se
observa el indice de distancia genética de Nei, el cual estima el nimero de cambios
mutacionales que a nivel de nucleétido se han acumulado Tabla 4. Los valores calculados para
las poblaciones de estudio son muy bajos por lo que indican que la distancia genética es
también muy poca, encontrandose que las poblaciones mas distantes son la P3 y P4 (P.
acutifolius var. tenuifolius y P. vulgaris) con un valor de 0.008 y el valor siguiente en diferencia

es entre la P1 y P4 (P. acutifolius var. acutifolius y P.vulgaris) con un valor de 0.004.

Figura 6. Analisis de Coordenadas Principales

Principal Coordinates (PCoA)

o P2
™ &% P4
-]
|
[=]
=]
[

¢ P5
& B3
B P1
Coord. 1

Observacion en dos coordenadas de la variabilidad entre las poblaciones, donde la P1
corresponde a P.acutifolius, la P2 es P.parvifolius, P3 P.acutifolius var tenuifolius, P4 P.

vulgaris y P5 Cajanus cajan (grupo externo).
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Tabla 5. Distancia Genética de Nei entre las poblaciones de Phaseolus

P1 P2 P3 P4 P5
0.000 P1
0.001 0.000 P2
0.001 0.003 0.000 P3
0.004 0.002 0.008 0.000 0.000 P4
0.099 0.100 0.102 0.101 0.000 PS5

En la figura 7 se puede observar la diferenciacion entre los individuos de las especies de

Phaseolus en una grafica en tres dimensiones.

Figura 7. Grafica en 3 dimensiones de la diferenciacién genética entre los individuos de
Phaseolus para el gen ASR2.

Gréfica en 3 dimensiones de la diferenciacién genética entre los individuos de Phaseolus. P1
(P. acutifolius silvestre) color azul, P2 (P. parvifolius) verde oscuro, P3 (P.acutifolius var
tenuifolius) color verde claro, P4 (P.vulgaris) color amarillo y P5 (Cajanus cajan o grupo

externo) color rojo.
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o Analisis de Diversidad Neighbor-Joining

Se calcularon las distancias genéticas entre especies mediante la construccion de un arbol
Neighbor-Joining utilizando el software Darwin versién 5.0 (Figura 8), el cual compara las
especies que presentan mayor relacion y los agrupan de acuerdo a las diferencias que hay
entre ellos Figura 8. Los numeros que se observan en las raices de los nodos hacen referencia
al bootstrap o soporte del agrupamiento, cuando el nimero estaba por debajo de 70 no fue
tomado en cuenta. En el analisis se observan diferencias entre cada grupo de especies; en

cuanto a P. acutifolius var tenuifolius no tiene separacion con P. acutifolius silvestre.

Figura 8.Andlisis de Diversidad Neighbor-Joining

8Chaseolus pandfolivs

& Phaseolus acutifolivs silvestre

8 Phaseolfus vulgaris
® Phaseolus acutifolivs var,
tenuifalius

w

e Anadlisis de Maxima Verosimilitud

Este analisis pretendié explicar la relacién entre individuos pertenecientes a tres especies
diferentes del género Phaseolus, teniendo en cuenta un modelo evolutivo basado en tasas de
cambios mutacionales. En la figura 9 se puede apreciar como los diferentes individuos de P.
parvifolius, P. acutifolius silvestre y la variedad tenuifolius se agrupan correspondientemente

con los miembros de la misma especie, corroborando la informacion obtenida previamente,
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donde se indica que no existen diferencias significativas en el gen ASR2 entre los individuos de
una misma especie; no obstante, en P. vulgaris se encontré un individuos distante de este
grupo y de todos los demés.

Figura 9.Anédlisis de Maxima Verosimilitud de tres especies de Phaseolus
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El andlisis muestra la agrupacion en 3 grupos definidos, con alta similitud entre P.acutifolius
var tenuifolius y P.acutifolius var acutifolius, las cuales son genotipos de tipo silvestre en la

especie. En los nodos se observan los valores del Bootstrap por encima del 50%.
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2.1.2. Gen Dreb2B

Evaluacién del gen candidato tolerante a sequia Dreb2B (Drought-responsive element binding)
elemento de unidon de respuesta a sequia. En 55 individuos de la coleccion de frijol tépari del
CIAT (Palmira - Colombia).

La regién secuenciada del gen Dreb2B tuvo 402bp de los cuales abarca parte de la regiéon
codificante que tiene 888pb, y que hacen parte de un RNAm de 1269pb, reportado por
(Schmutz et al. 2014). Este gen no tiene intrones por lo que el gen completo es region
codificante. Se pueden observar cambios mutacionales en las diferentes especies: P.acutifolius
silvestre, 10 individuos de P. parvifolius y un individuo de P.acutifolius var tenuifolius por lo que
algunos tienen una regién de 405pb.Figura 10.

Figura 10.Alineamiento de las especies de Phaseolus con la secuencia de referencia

Consensus
Translation

Identity

1. Dreb_1_Phaseolus acutifolius si...

Translation

2, XM_007163576.1 - ORF 1 (fram...
Translation

Consensus.
Translation

Identity

1. Dreb_23_Phaseolus parvifolius

Translation

2,XM_007163576.1 - ORF 1 (fram...
Translation

Consensus
Translation

Identity

1. Dreb2B_42

Translation

2. XM_007163576.1 - ORF 1 (fram...
Translation

Consensus.
Translation

Identity

1.Dreb2B_39

Translation

2,XM_007163576.1 - ORF 1 (fram...
Translation

Consensus
Translation

Identity

1, Dreb2B_51

Translation

2, XM_007163576.1 - ORF 1 {fram...

Translation

Alineamiento de P. acutifolius silvestre (Dreb_1), P. parvifolius (Dreb_23), P. acutifolius
cultivado (Dreb_42), Phaseolus acutifolius var tenuifolius (Dreb_39), P. vulgaris (Dreb_51) y

una secuencia de referencia obtenida del NCBI de RNAm de P. vulgaris (XM_007163576.1).
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Se pueden observar las diferencias de cambios mutacionales entre las especies para esta
region, tomando de referencia la secuencia del RNAm de P. vulgaris (XM_007163576.1)
obtenida del NCBI. En Phaseolus acutifolius silvestre se pueden observar 10 cambios
mutacionales, en Phaseolus parvifolius se observan 9 cambios mutacionales donde el primer
cambio mutacional no se observa, en Phaseolus acutifolius cultivado hay 11 cambios
mutacionales, en Phaseolus acutifolius var tenuifolius se observan 10 cambios mutacionales y
la insercién de un coddn completo, esta insercién se observa para algunos individuos de
Phaseolus acutifolius silvestre, Phaseolus parvifolius Figura 11.

Figura 11.Alineamiento de Phaseolus acutifolius silvestre y Phaseolus parvifolius que

tienen unainsercion de tres nucleétidos (codédn) sin cambio de lectura de aminoacidos

Identity

Dreb_1_Phaseolus acutifolius silve...
Dreb_3_Phaseolus acutifolius silve...
Dreb_9_Phaseolus acutifolius silve...
Dreb_14_phaseolus acutifalius silv...
XM_007163576.1 - ORF 1 (frame 1)

Identity

Dreb_23_Phaseolus parvifolius
Dreb_25_phaseolus_parvifolius
Dreb_26_Phaseolus_parvifolius
Dreb_27_phaseolus_parvifolius
Dreb_28_Phaseolus_parvifolius
Dreb_29_phaseolus_parvifolius
Dreb_30_phaseolus_parvifolius
Dreb_32_phaseolus_parvifolius
Dreb_33_Phaseolus_parvifolius
Dreb_34_Phaseolus_parvifolius
Dreb_37_Phasesolus_parvifolius
XM_007163576.1 - ORF 1 (frame 1)

Aunqgue se observa cambios de nucleotidos y estos individuos tenian la inserciéon de un codon
completo, no hay cambio en el marco de lectura y los amino&cidos no cambia por lo tanto son
bastante conservados en esta region. Figura 12
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Figura 12.Alineamiento de secuencias con insercion de codon, las flechas azules indican
cambios en aminoacidos y la flecha roja indica donde ocurre lainsercion del codén
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XM_007163576.1 - ORF 1 (frame 1)

Translation

1 2 m %

Sequence Logo T Tl T4 ( (T [ LTC (4 C CACTC TCTCT CTT 1
Identity vy 9 3 ¥ —§ _‘§ |
Dreb_1_Phaseolus acutifolius silvestre GGCAAGTGGGTG

Translation

Dreb_3_Phaseolus acutifolius silvestre

Translation

Dreb_9 Phaseolus acutifolius silvestre

Translation

Dreb_14_phaseolus acutifolius silvestre

Translation

Dreb_23 _Phaseolus parvifolius
Translation
Dreb_25_phaseolus_parvifolius
Translation
Dreb_26_Phaseolus_parvifolius
Translation
Dreb_27_phaseolus_parvifolius
Translation

Dreb_28 Phaseolus_parvifolius
Translation
Dreb_29_phaseolus_parvifolius
Translation
Dreb_30_phaseolus_parvifolius
Translation
Dreb_32_phaseolus_parvifolius
Translation

Dreb_33 Phaseolus_parvifolius
Translation
Dreb_34_Phaseolus_parvifolius
Translation

Dreb_37 Phasesolus_parvifolius
Translation
Dreb_48_Phaseolus vulgaris
Translation

XM_007163576.1 - ORF 1 (frame 1)

Translation

10

4 TCCCAAAY

20 50

» » ; ;
ICTAAACCAACCCA. TTCCATCAAACTCAACCA CTc

1o Ey )
TTCTCA 10CAAL OCC TTCC. Al

TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTBACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACACGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
TSoraGiE The Phe The Arg "AlZ TGN Phe I Ser Pro Ly

! @ » 100
&l TAT (CCCATCTCAAACATTCCA ATTC TACAC » CCCA

Tyr WG Ser UGHY Lys 'Gly SR Asn IGMN Pro Ser Sor NHEN Lys W A<n IGINIEE Thr Pro Pro I
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACACGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr UG Ser WGMW Lys (GBS A< JGIE Pro Ser Ser NN Lys IS A<n IGINGESE Thr Pro Ser NGNS Thr Phe IGINEINSINGINT Aly IGINWNENGINS Val The Arg Als UGN Phe IS Ser Pro TLys' Pro ‘Vall Pro INE

TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACACGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr NG Ser NGMY Lys "Gly SIS Asn IGIY Pro Ser Ser NEEN Lys TSN Asn SGINENSEE Thr Pro Ser NGHN Thr Phe NGINRIMENGIN Al) IGINURENGIN Val The A Ala SGIY Phe NN Ser Pro Lys Pro Val Pro
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACACGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr UGIE Ser NGMW Lys (Gly IR Aso IGM Pro Ser Ser NN Lys WMME Asn SGISSSE Thr Pro Ser NGMN Thr Phe The Arg TAINGISE Phe I Ser. Pro ILys! Pro IVall Pro INE
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACACGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr IGIE Ser NGV Lys 'Gly M Asn IGHE Pro Ser Ser BNEN Lys MIE Acn SGINGENEN Thr Pro Ser NG Thr Phe IGINUIESGINT Ala IGINSNERGIN Val The Arg Ala 5GIN Phe IS Ser Pro Lys Pro ‘Val Pro INISE
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACACGRGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
IGIG Ser WGMY Lys IGIy/IENE Asn MGMN Pro Ser Ser NEEN Lys M Asn MGINUNEIS The Pro Ser NGINI Thr Phe IGINIININGIN Aly SGINSBEIGING Vol The Arg Ala UG Phe I Ser Pro 'Lys Pro ‘Val Pro NSl

TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACACGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr UG Ser NG Lys 'Gly SR Aso IGI Pro Ser Ser NN Lys MENE Asn IGHNIEEE The Pro Ser IGIN Thr Phe IGINEIMENGHT Al IGINENENGING Val The A Ala G Phe I Ser Pro 'Ly Pro ‘Val Pro INEE
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACGCGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr SGIE Ser NG Lys 'Gly SIS Asn IGHN Pro Ser Ser NESE Lys M Asn IGISSISER The Pro Ser SGIS Thr Phe IGINMIMENGINY Aly IGISNENENGING Val' The Arg Ala JGI Phe M Ser Pro ‘Lys' Pro ‘Val Pro NG
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACACGIRGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr UG Ser NGV Lys 'GIy WIS Asn WG Pro Ser Ser WREN Lys TN Ash NGIWEEER Th Pro Ser MGHW Thr Phe IGINNINENGI Ala WGINWNERIGING Val The Arg Ala TGEN Phe IS Ser Pro ‘Lys' Pro ‘Vall Pro INWE
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGT TACACGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr WG Ser NGND Lys (Gly S Asn TGHY Pro Ser Ser NEEN Lys W Asn WGININSN Thr Pro Ser WGHN Thr Phe IGINSINENGIN Al) IGINRNEWGING Val The AR Als WGIN Phe ISR Ser Pro (Lys Pro Val Pro INeE
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACACGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr WIS Ser NG Lys (G IEEI Asn TGN Pro Ser Ser NEER Lys M Asn SGINIRSE Thr Pro Ser SGEN The Phe SGINTINSRIGIN Al SGINRNEWGING VAl The Arg Ala WG Phe NS Ser Pro ILys' Pro VAl Pro INE
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACACGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr UGIE Ser NGMY Lys TGIy SN Asn IGIN Pro Ser Ser NEEN Lys WSI As IGINENEGN Thr Pro Ser NG Thr Phe IGINDIENGH Al) IGRENERGIN Val The AR Ala WGIE Phe NI Ser Pro ‘Lys Pro Val Pro Nl
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACGCGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr UGIGS Ser NG Lys 'Gly TSR Asn UGN Pro Ser Ser NN Lys M Asn NGINEREEN Thr Pro Ser MGIN Thr Phe NGINTIMINGIY Ala MGINUNEWGING Val The AR Ala SGHN Phe ISR Ser Pro ‘Lys' Pro ‘Val Pro INE
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGG T TACACGAGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr SGIT Ser WGMY Lys (GIy/ M Asn IGME Pro Ser Sar BENN Lys NI Ash IGINMNNEN Thr Pro Ser MGHN Thr Phe The ‘Arg CAIAIGI Phe NI Ser: Pro TRy Pro IWall Pro N
TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCAGGCCCAAATCCAGGTTACACGEGCCCAGTTTCTCAGTCCAAAGCCCGTTCCGATG
Tyr UGIED Ser WG Lys "GIyNEE Asn UGN Pro Ser Ser NN Lys WEN Asn WGINEESE Th Pro Ser MG The Phe IGINEIETIGING Al GINEIERIGINE Val The AR Ala TGN Phe MR Ser Pro (Lys' Pro ‘Val Pro INE

TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCARIGCCCAAATCCAGGT TACACGAGCCCAGTTTCTCAGIICCAAAGCCCGTTCCRATG
Tyr WG Ser NGME Lys Gly W Asn IGIW Pro Ser Ser NG Lys NN Asn IGINIEEEN Thr Pro Ser WGHN Thr Phe NGINTIMENGIN Ala IGINTNERGIN Val The Arg Ala TGI Phe T Ser Pro (Lys Pro Val Pro INeE

TATGAGTCCCAAAAGGGTCTAAACCAACCCAGTTCCATCAAACTCAACCAGCTCACCCCATCTCAAACATTCCAGATTCARGCORCAAATCCAGGTTACACGAGCCCAGTTTCTCAGEICCAAAGCCCGTTCCRATG
Tyr WGIET Ser NGMY Lys (Gly IS Asn JGIY Pro Ser Ser NEEN Lys W As AGINURENN The Pro Ser NGIN Thr Phe NGINWINERGING Ala IGINNNEWGINS Val The Arg Ala SGIN Phe IS Ser Pro Lys Pro ‘Val Pro Nt

A

AAGCAGGTG===GGTGGTGOTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGG GCOGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Lys WG V3l - - - GYEGYIGY: Val Als Ser Lys Pro The Lys M Pro llys’ Asn Ag The Arg I Tro MEGHS Th Phe
AAGCAGGTGGGTGGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGGGGCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Lys TG Val IGYIGYSGYSG: Val Ala Ser Lys Pro Th Lyt I Tyr Ang G Val A G Az TS TroiGy Lys Tro Val A TGN Acg N Pro Lys Asn Arg Thr Arg IR Tro G Thv Phe
AAGCAGGTGGGTGGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGGGGCAAGTGOGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGECTTGGTACATTC

Pro The /tys W Tyr Pro ILys: Asn A Thr The Phe

AAGCAGGTGGGTGGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGGGGCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Lys 16 Val Gy Gy GlyIGly Val Ala Ser Lys o Th Lys WS Pro ‘lys? Asn Arg The 'Arg T Tro MG The Phe

AAGCAGGTG=~~GGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGGGGCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Lys TG Val - - -Gy GYIGly: Val Ala Ser 1ys Pro The Lys M Tyr Pro lys: Asn Ag The Arg IR Tro MEEGH: The Phe
AAGCAGGTGGGTGGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGGGGCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Lys G Val SGYIGYIGYIGY! Val Ala Ser Lys Fro The Lys I Ty AgIGY! Val A TG A M Tro Gl Lys Tro Val Ala (GRS A I Fro lys Asn A Thr A I Tro MG The Phe
AAGCAGGTGGGTOGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGOGOCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Lys TG Val IGIGY UGy IGly! Val Al Ser Lys Pro Th Lys I Tyr Arg G Val Ag IGHE Ag IS TroIGiy' Lys Tro Val Ala TGS Acg I Pro Lys Asn AR Thr Arg I Tro MEEGIY: The Phe

AAGCAGGTGGGTGGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGOGGTGAGGCAGAGACACTGGGGCAAGTGOGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Lys %G Val Gy Gy GGy Val A Ser Lys Pro The Lys M Pro Ly Asn Ag The Arg TR Tro MG Th Phe

AAGCAGGTGGGTGGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACAC TG GCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Fro The Ilys I Ty Pro lys? Asn Arg The Arg IR Trp MG The Phe

AAGCAGGTGGGTGGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGC TTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGGGGCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Pro Th ys Tlyss Asn A The Arg T Tro SEENGIE The Phe

AAGCAGGTGGGTGGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGOGGCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Lys WG Val Gy Gy "Gy Gly) Val Ala Ser Lys Fro The Lys N Pro Ly Asn Ag The Arg I Tro WEBGY The Phe

AAGCAGGTGGGTGGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGGGGLAAGTGGGTLGC
Pro Thr

GGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Pro /Lys” Asn Arg The Arg IS Tro MG The Phe

AAGCAGGTGGGTGGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGGGGCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Lys G Val ‘Gly Gy Gly Gy’ Val Aa Ser Lys Fro Thr Lys Pro Iyst Asn AR The Arg T Tro MEINGIE The Phe

AAGCAGGTGGGTGOTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGC TTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACAC TGGGGCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Lys 96 Val "Gly Gy "Gy Gly! Val Ala Ser Lys Pro Th Lys I Tyr A Gy Val Arg TG Ak TN Tro TGy Lys Tro Vil Ala TGN Ay T Pro Lys ASn AR Thr Arg TR Tro EEEGIY The Phe

GCAG

AAGCAGGTGGGTGGTGGTGGTGTTGCTTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGGGTGA CACTGGGGCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Lys WG Val ‘Gly Gly Gly Gly' Val Aa Ser Lys Fro Thr Lys e Pro ISt ASeTATg The Ang I Tro IEIIGIYS The Phe

Pro The
AAGCAGGTG===GGTGGTRGTGTTGETTCCAAGCCCACAAAGCTTTACCGTGGRGTGAGGCAGAGACACTGGGGCAAGTGGGTGGC
Lys G Val - - Pro The Lys

AAGCAGGTG=~-GGTGGTEGTGTTGRTTCCAAGCCCACGAAGC TTTACCGTGGGGTGAGGCAGAGACACTGGGGCAAGTGGGTGGCGGAGATCAGACTTCCCAAGAATCGCACTCGTCTCTGGCTTGGIACATTC
‘Lys G Val - - - (GlyTGlyT A Val val Ser Lys Ly W Tyr ARG VAl A TG AT M Tro G LS Tro Val A TGRS Arg T Pro Lys Asn AR Thr Arg IR Tro BTG The Phe

GGAGATCAGACTTCCCAAGAAICGCACTCGTCTCTGGCTTGGTACATTC
Pro (lys’ Asn Ag The Arg I Tro EGIYS The Phe
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310 2 0 s % m 0 » ;
Sequence Logo 3 A W A C CA C TTTAA CTCA A' A AMAC C A - CTCAACTTCCATCATCTAC TCACCAT - A cAd \C T C.TTT. - ACCTACAA
Identity 1 e N
Dreb_l_ﬂhaseolusuun!ol:ussalveslre GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCG CTCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTGTACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Translation IGHE The Ala UGIEOGIE Ala Al TSI Ala Tyr TASIS Asn Als Ala Phe Lys I Ag Gy IGIE Asn Ala Ay I Asn Phe THISUMISIIEN Ay HISTHISNGly Ala Ser Val Tyr Gy Ala Phe (Gl Thr Tyr

Dreb_3_Phaseolus acutfolius silvestre GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGGCATACG CGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGC TCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTETACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Translation IEME Th Na TEIEOGI Ala Ala IS Ala Tyr TR Asn Ala A2 Phe Lys I AR IGIYIGIE Asn Ala AR TIEEN Asn Phe IHISIMISTRBE Ay MISUHISIGlY' Ala Ser Val Tyr Phe. The
Dreb_9_Phaseolus acutifolius silvestre  GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGC TCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTITACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Tranzlation TEHE The Na TGICGE Ala Na DB Ala Tyr T Asn Ala Al Phe Lys M Asn Phe Phe Gy The Ty

Dreb_14_phaseolus acutifolius siivestre GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGC
Translation S The A

SCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGE TCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGT

GTGTACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
VAl Tyr WG NS Phe TG The Tyr

Dreb_23 Phaseolus parvifolius GAAACCGCTGAAGAAGCAGC TTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGC TCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTGTACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Translation IGHE The Ala GG Ala Aa TEEE Na Tyt S Phe Lys M Ash N Ag T Asn Phe IHESIMISTRNG val Ty Phe BG§I Thr Ty
Dreb_25 phaseolus_parvifolius GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGE TCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTGTACGGTGEGTTTGGGACCTACAA
Translation UG The Aa UGHIOGNE Na AaTINE Al Tyr RS Asn Ala Ala Phe Lys TN AR (Gl SGIE Asn Ala Arg TN Asn Phe IHISUMISTIED Acp MSTHISIGly: Ala Ser Val Tyr Gy Ala Phe fGlY Thr Tyr
Dreb_26_Phaseolus_parvifolius GAAACCGCIGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGC TCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTGTACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Translation TG The Al UGG Ala A3 IS Ala Tyr BASIE Asn Ala Ala Phe Lys BB AR CGIy UGN Asn Ala A I Asn Phe IHISIMIS TN Tw Phe BGIYI Thr Tyr
Dreb_27_phaseolus_parvifolius GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGCTCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTGTACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Translation TG The N2 TG Ala Al TEE Al Phe Lys I G AR T Asn Phe WIS WIS TEB TGy KA Phe The Tyr:
Dreb_28 Phaseolus_parvifolius GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAG GCGTTTGGGACCTACAA
Tranzlation TS The Ala TGIEOGIGN Ala Al TEEEE Ala Tyr TRES Asn Ala Ala Phe Lys IS AR Phe’ The Tyr

Dreb_29_phaseolus_parvifolius GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGE TCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTGTACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Translation UG The Ala TGIEOGIE Ala NaTEIBE Na Tyr SRS Asn Na Ala Phe Lys SIS AR GlyTGNE Asn Al Arg TR Asn Phe IMISUMISTING Ap Ser Val Tyr WGy Na Phe
Dreb_30_phaseolus_parvifolius GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGEGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGCTCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTGTACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Translation TGHE The  Na UGG Al Na TR Na Tyr A Phe Lys % M Asn Phe ISNMISTINE Acp IESUHISUGH Ala Ser Val Tyr UG Al Phe IGIY The Tyr
Dreb_32_phaseolus_parvifolius GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGE TCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTGTACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Translation TG The Na SIS Na Na B Na Tyr e Phe ' Lys I Ay (Gly Gl % Asn Phe IMSUMISIREG Ay THSTMISIGY: Ala Ser Val Ty (GlyT Ala Phe IGly Thr Ty
Dreb_33 Phaseolus_parvifolius GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGC TCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTGTACGGTGCGTTTGGGACC TACAA
ranslation = . The Tyr £ An N2 Phe Ser val Tyr ™

Dreb. Phaseolus_parvifolius GAAACCGC TGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGC TCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTIITACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Tranzlation TGME T S UGG N Aa TR Nla Tyt TASIE Asn NS N Phe Lys BEER Arg (Gly DB Asn Ala Arg TSI ASh Phe IMISUMISTRIE Ay (MSIMIS Gly: Al Ser Val Ty (Glys Na Phe lGly The Tyr
Dreb_37_Phasesolus_parvifolius GAAACCGCTGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGCTCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGCAAGTGTGTACGGTGCGTTTGGGACC TACAA
Tranalation Thi A TGIG Gl Na s Em N Asn A& Aa Phe 5 Asn Na Asn R Ser. Tyr WGy N Phe.

Dreb_48 Phaseolus vulgaris GAAACCGC TGAAGAAGCAGCTTTGGCATACGACAACGCAGCGTTTAAGCTCAGAGGAGAAAACGCGAGGECTCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGBAAGTGTBACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Translation G T A Glu Gla - Na Phe ARG TGNE ASn N AR TR Asn Phe INISTMISTING The Tye

XM_007163576.1 - ORF 1 (frame 1) GAAACCGETGAAGAAGCAGC TTTGGCATACGACAACGCAGEGTTTAAGETCAGAGGAGAAAACGCGAGGE TCAACTTCCATCATCTACGTCACCATGGAGBAAGTGTGTACGGTGCGTTTGGGACCTACAA
Translation TOME T Na OIS AR Na TR Ala Tyr TR Ash Ala AR Phe Lys IS AR AN AR AR I Asn Phe INISENISTREE Tyr Phe MGy The Ty

A A

e Determinacién de la diversidad haplotipica en Dreb2B

Con las secuencias alineadas se determind la diversidad haplotipica, de 48 secuencias,
encontrando 23 sitios variables, en 14 haplotipos representando una diversidad haplotipica de
0.91952, el haplotipo mas frecuente fue el 6 con 9 individuos, el 1y el 2 con 7 haplotipos cada
uno. Todos los individuos de Phaseolus vulgaris poseen el haplotipo 14; el haplotipo 1y 2 tiene
6 individuos de Phaseolus acutifolius silvestres y un P. parvifolius, los restantes parvifolius
estan en los haplotipos 8 — 12. El Fst de 0.37904, con un nimero de sitios variables de 23. Las
muestras fueron agrupadas de acuerdo a la especie y se determiné la diversidad haplotipica
entre estos grupos con se muestra en la Tabla 5. Con el programa Network se gréaficaron los
haplotipos encontrados para el gen Dreb2B, asi como las regiones involucradas para cada

muestra Figura 13 y 14.
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Tabla 6. Diversidad Haplotipica determinada por grupos de especies

No. Poblacién No. de No. de sitios No. De Diversidad

secuencias segregantes Haplotipos = Haplotipica

1 P.vulgaris 5 6 2 0.40000
2 P.acutifolius (silvestres) 19 9 8 0.89474
3 P.parvifolius 15 11 10 0.93333
4 P.acutifolius cultivado 6 0 1 0.00000
5 P.acutifolius tenuifolius 3 6 3 1.00000

La diversidad haplotipica mas alta se encontré en el grupo P. acutifolius var tenuiflius debido a
gue la cantidad de individuos es poca y la variacion entre ellos fue muy alta. Luego el grupo P.

parvifolius y luego en el grupo P. acutifolius silvestre.

Figura 13.Red Haplotipica para el gen Dreb2B
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Red Haplotipica para el gen Dreb2B con las especies involucradas en cada haplotipo. En la
figura 13 se ilustra la diversidad haplotipica encontrada para el gen Dreb2B donde el tamafio de
las esferas indica la cantidad de muestras encontradas para cada haplotipo. Los nimeros en

rojo indican el nimero del nucleétido donde ocurre el cambio mutacional desde cada genotipo.

En la red haplotipica por especie se observé que hay un haplotipo ancestral o de partida para
los demas haplotipos, este haplotipo contiene dos especies: Phaseolus parvifolius y Phaseolus
acutifolius silvestre y luego de este se derivan otros haplotipos, tenuifolius y acutifolius

cultivados no muestran diferenciacion con Phaseolus acutifolius silvestre.

Figura 14.Red Haplotipica considerando laregién geogréfica para las muestras

i
35}
+
=
't
[y
o
—
@
I}
a0
th
R

170
380
e oE! 372

Jaf 155 £ .
B - Zacatecas

15¢ O ] Mésico
G D Michoacan
O D Texas
1My oh 108 - Sonora
1 D Chihuahua
e g - Phaseolusvulgaris
. D Durango
D Arizona
D Sinaloa
D Nayarit
D Veracruz
- Oaxaca
D Chiapas
- Jalisco

49



Evaluacion de tres genes candidatos tolerantes a sequia: ASR, DREB y ERECTA en frijol tépari
Phaseolus acutifolius

En la red de haplotipos para el gen Dreb2B clasificadas de acuerdo a regiones se puede
observar un haplotipo inicial desde el cual empiezan a dispersarse los demas haplotipos donde
la region de este punto es Durango, luego se genera un haplotipo intermedio que contiene dos
regiones: Sonora y Durango. Por ultimo hay un haplotipo frecuente que se encuentra en varias
regiones: Nayarit, Oaxaca, Zacatecas, Chiapas, Veracruz, Sonora, Jalisco.

e Composicion nucleotidicay aminoacidica

En el gen Dreb2B la composicion nucleotidica fue muy variable en todos los individuos
evaluados, la mayor variacion fue en el grupo de P. acutifolius silvestre, los cambios en todas
las bases nitrogenadas fueron variables aunque las diferencias no fueron altas. Teniendo en
cuenta la cantidad de variacion existente en la composicion nucleotidica, la composicién de
aminoacidos no fue variable dentro del grupo de P. acutifolius, Tenuifolius y parvifolius pero si
se observan diferencias con la referencia en cambios de aminoacidos en las posiciones
sefialadas con flechas azules en la figura 12.

La composicion nucleotidica fue muy variable en todos los grupos de especies, principalmente

en P. acutifolius silvestre. Tabla 6.

Tabla 7. Variacion de cada nucle6tido en las secuencias de Phaseolus

Aminoacido Rango de Variacion %
Timina (T) 20.5-213
Adenina (A) 255-26.4
Guanina (G) 23.6 -24.8
Citosina (C) 28.3-29.5

Para todas las especies el nucleétido mas frecuente en la posicion 1 fue citosina, en la posicion

2 fue el nucledtido adenina y en la tercera posicién fue citosina.

Los amino&cidos mas comunes fueron: alanina con 9.2% y leucina con 9.2%, y por otro lado

los aminoacidos de menor proporcién fueron acido aspartico con 0.7% y metionina con 0.7% el
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resto de amino&cidos se encuentran en un rango entre 3y 7% a excepciéon del aminoacido

cisteina el cual no fue detectado.

e Analisis de Coordenadas Principales

En el analisis de componentes principales explica cdmo los individuos estan relacionados entre
si en el espacio, considerando 3 ejes, para el gen Dreb2B el eje 1 explico el 37.76%, el eje 2
explicod el 67.31% y el eje 3 explico el 77.29% de los datos, se observa la distribucién por
poblacién y como estan relacionados en el espacio en dos dimensiones. Figura 15. Todas Las
Poblaciones se agrupan en dos grupos principalmente, individuos de parvifolius (P2) con
Phaseolus acutifolius var. tenuifolius (P3), Phaseolus acutifolius var. acutifolius (P1l) y
Phaseolus acutifolius cultivado (P4). La P5 de Phaseolus vulgaris se observa distante al resto
de las poblaciones. Estas distancias estan soportadas por el indice de distancia genética de
Nei, el cual estima el nimero de cambios mutacionales que a nivel nucleotidico se han

acumulado.

Figura 15. Analisis de Coordenadas Principales Dreb2B
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Tabla 8. Distancia Genética de Nei por poblaciones

P1 P2 P3 P4 P5
0.000 P1
0.002 0.000 P2
0.000 0.002 0.000 P3
0.003 0.007 0.005 0.000 P4
0.020 0.023 0.021 0.024 0.000 P5

Los valores calculados para las poblaciones de estudio son muy bajos por lo que indican que la

distancia genética es también muy poca, encontrandose que las poblaciones mas distantes son

la P4 y P5 (Phaseolus acutifolius cultivados y Phaseolus vulgaris) con un valor de 0.024 y el

valor siguiente en diferencia es entre la P2 y P5 (Phaseolus parvifolius y Phaseolus vulgaris)

con un valor de 0.023. No se encontrd diferencia entre P1 y P3 (Phaseolus acutifolius silvestre

y (Phaseolus acutifolius var tenuifolius)

En la grafica de 3 dimensiones se puede observar detalladamente las distancias entre los

grupos
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Figura 16. Gréafica en 3 dimensiones de la diferenciacion genética entre los individuos de
Phaseolus para el gen Dreb2B
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En la grafica en 3 dimensiones de diferenciacién genética entre los individuos de Phaseolus. P1
(Phaseolus acutifolius silvestre) color azul, P2 (Phaseolus parvifolius) verde oscuro, P3
(Phaseolus acutifolius var tenuifolius) color verde claro, P4 (Phaseolus acutifolius cultivado)
color amarillo y P5 (Phaseolus vulgaris) color rojo.

En la gréfica de diferenciaciébn genética se observa que (Phaseolus acutifolius silvestre),
(Phaseolus parvifolius) y (Phaseolus acutifolius var tenuifolius) se encuentran bastante
relacionados o no hay una diferenciacion alta entre ellos, pero el grupo (Phaseolus acutifolius
cultivado) se encuentra un poco apartado y diferenciado de las demas especies, o mismo para

(Phaseolus vulgaris).

e Anélisis de Diversidad Neighbor-Joining

En el andlisis de las distancias genéticas entre las especies se calcularon mediante el arbol
Neighbor-Joining construido por el software Darwin versién 5.0, el cual compara las especies
gue presentan mayor relaciéon y los agrupan de acuerdo a las diferencias que hay entre ellos

Figura 17. En este analisis se observan diferencias significativas entre las especies: Phaseolus
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parvifolius, y Phaseolus vulgaris. En cuanto a Phaseolus acutifolius var tenuifolius no tiene
separacion con Phaseolus acutifolius silvestre. Los nimeros que se observan en las raices de
los nodos hace referencia al bootstrap o soporte del agrupamiento, cuando el nUmero estaba
por debajo de 60 no fue tomado en cuenta.

Figura 17. Analisis de Diversidad de Neighbor-Joining

*Phaseolus vulgaris

* Phaseolus pan;fu.‘.’ms

*Phaseolus acutifolius silvestre

lus acurifolius var tenuifoli

e Analisis de Maxima Verosimilitud.

Este analisis pretendié explicar la relacion entre individuos pertenecientes a tres especies
diferentes del género Phaseolus, teniendo en cuenta un modelo evolutivo basado en tasas de
cambios mutacionales. En la figura 18 se puede observar la relacién entre las especies
estudiadas, ya que el programa no considera que hay distancia genéticas entre los individuos
de la misma especie para el caso de Phaseolus acutifolius cultivado, el grupo de Phaseolus
acutifolius silvestre que se encuentra agrupado con pocos individuos de Phaseolus parvifolius,
Phaseolus acutifolius cultivado y Phaseolus acutifolius var tenuifolius el cual es el que menos
diferenciacion tiene con Phaseolus acutifolius silvestre. En otros grupos se observé el
agrupamiento la mayoria de Phaseolus parvifolius y una agrupacion lejana de Phaseolus
vulgaris, en este grupo de frijol comun se puede ver una diferenciacién con el genotipo Bat93 el

cual se encuentra diferenciado para este gen con respecto a los demas genotipos.
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Figura 18. Analisis de Maxima Verosimilitud
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2.1.3.Gen ERECTA

Los genes ERECTA Son (LRR) proteina kinasa tipo receptor serina/treonina, tienen funcion
como reguladores transcripcionales y han sido caracterizados como genes involucrados en la
tolerancia a la sequia. El gen se encuentra ubicado en el cromosoma 1, en la posicién
3.806.453 hasta la posicion 3.815.383 y tiene 8931pb, y la region codificante o CDS tiene
744pb. Figura 19. Se analizaron 46 individuos de la coleccién de Phaseolus acutifolius. La
regién secuenciada tiene aproximadamente 820pb la cual abarcan 4 exones con una longitud
de 288pb. Para encontrar la ubicacion del gen se extrajo parte de la region secuenciada y se
realizé un blast con el cromosoma de referencia de frijol comun que se encuentra en el NCBI,

con numero de referencia de la secuencia NC_023759.1.

Luego de tener la ubicacién de la regidn de interés, se extrajo parte del RNAm y se realizé un

alineamiento con cada muestra y se ubicaron los exones Figura 20. El primer exon tiene 70pb,
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el segundo exon tiene 72pb, el tercer exdn tiene 72pb, y el cuarto exon tiene 73pb. Para los
andlisis realizados se utilizaron solo los exones, por lo tanto se obtuvo una region de 288pb.

Figura 19. Ubicacién del Gen ERECTA en el cromosoma 1 de Phaseolus vulgaris
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En el alineamiento solo se observa un cambio mutacional entre Phaseolus vulgaris y todos los
demas individuos, este cambio ocurre en el Ultimo exdn y es sindnima ya que no hay cambio de

aminodcido Figura 21.
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Figura 20. Alineamiento con fragmento de RNAm de Phaseolus vulgaris del Gen ERECTA
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Figura 21. Alineamiento de laregién codificante: exén 1, exén 2, exén 3y exén 4, para
todas las especies

Identity
ERECTA_1_EXON_PAR
Frame 1
ERECTA_2_EXON_SIL
Frame
ERECTA_6_EXON_CUL
Frame 1
ERECTA_29_EXON_TEN
Frame 1
ERECTA_30_EXON_VUL
Frame 1

Identity
ERECTA_1_EXON_PAR
Frame
ERECTA_2_EXON_SIL
Frame 1
ERECTA_6_EXON_CUL
Frame 1
ERECTA_29_EXON_TEN
Frame 1
ERECTA_30_EXON_VUL

Frame

Identity
ERECTA_1_EXON_PAR
Frame 1
ERECTA_2_EXON_SIL
Frame 1
ERECTA_6_EXON_CUL
Frame
ERECTA_29_EXON_TEN
Frame 1

ERECTA_30_EXON_VUL
Frame 1

Ilﬂ 20 30 40 50 ] 70 80 %0

>
>

CAATCTTCAG
Asn

CAATCTTCAG

Asn
AATCTTCAG

Asn
CAATCTTCAG
Asn
CAATCTTCAG
Asn

AATCTGCATGCGAAACAAGCTTCAGTGCAACAATTCCCCCTGCTTTGCAAAGCTTGGAGAGCATCGACCTCTTTCAATCTTTCTTCC
Asn " Val THIST Gly~ Asn Lys BESEN Ser 'Gly | Thr WIlEN Pro Pro Ala BESEN'GIAT Ser Ser WWIEE Thr Ser_Asn_Ser
AATGCTGCATGGAAACAAGTTCGAGTGCAACAATTCCCCCTGCTTTGCAAAGCTTGGAGAGCATCACCTCTTTGAATCTTTCTTCC
Asn | Val THIET Gly Asn Lys BESEN Ser 'Gly Thr Wl Pro Pro Ala BESEN GIn® Ser BESHNNGIGN Ser UVIEEN Thr Ser MESHN Asn BEEUN Ser
AAT-QTC:CAT-Z.(:AAACAA(JTT(JAf;T(3LAACAATTCCCCCT-§;CTTT(:CAAA(}CTT(‘(.A-f;A(}CATQACCTCTTT(‘AATCTTTCTTCC
Asn ['Val WHISNTGl" Asn Lys BESEN Ser "Gly" Thr mllem P Ala NESINGIAY Ser BMESENNGIGN Ser EMEEN Thr Ser NESEN Asn MEEHN Ser Ser
AATGTGCATC .hAAACAA JTT\JAt\ThuAACAATTCCCCCThCTTT(nCAAAL.CTT’ ”.AuAt,CATuACCTCTTT GAATCTTTCTTCCA
Asn [ Val WHISN'Gly" Asn Lys BEEIE Ser I'Gly” Thr MlIEM Pro Pro Ala NESENNGIAY Ser NESHNNGIGN Ser NVIEEN Thr Ser NESHN Asn NESHN Ser
AATGTGCATGGAAACAAG TTUAt\TU(AACAATTCCCCCT(\CTTT SCAAAGCTTGGAGAGCA ‘ACCTCTTTCAATCTTTCTTCC
Asn—As Lys-Serl_‘rh-P Pro  Ala BESIN'GIAT Ser MESHENGIGN Ser NMIEEN Thr Ser NESHN Asn BESHN Ser Ser
100 10 120 130 140 150 1680 170 180

g
g

>
>

g
3

b3
>
)

3

>

£
|

>
>

g

:.’:,T-:]CAATTCCAATT’:JAACT:]TCACE]-:]ATT(Z:.TAATTT(;(}ATACACT(.:]ATATTTCAAACAATCATTTA’:JTTL',(:ATCCATTCCTTCTTCCCTT:]C,C
CGly" Ala Willem Pro WlleNNGIIWEESHN Ser Arg Wil Gly" Asn BESINNASpN Thr BESHENASpENIlEN Ser Asn Asn NHiSUBESHN Val “Gly" Ser Wllem Pro Ser Ser HIEEN Gly:

\‘\.TuCAATTCCAATTMAACTuTCACuwATT( CTAATTTGGATACACTG uATATTTCAAACAATCATTTAUTTL,L.ATCCATTCCTTCTTCCCTTGT.C
UGy Ala mllem Pro MIENNGIINNNSEN Ser Arg MllEm Gly Asn BESHESASSN Thr BESHENASPNMIEN Ser Asn  Asn NHISUBESHN Val “Gly" Ser millem P Ser BUEEN Gly

ATATTTCAAACAATCATTTA\JTT\.(.ATCCATTCCTTCTTCCCTT\\\.C
Ser Asn Asn UHisTBEEEN Val "Gly" Ser Wllem Pro Ser Ser HEEN Gly'

GG THCAATTCCAATTHAACTUTCAC( GATTGGTAATTTGGATACACTGGATATTTCAAACAATCATTTAGTTGGATCCATTCCTTCTTCCCTTGGE
[Gly" Ala Wllem Pro WlleNNGIOVNESIN Ser Arg Wilel Gly Asn BESDNUASpN Thr BESENASpavllen Ser FHisTHEemN Val " Gly ' Ser Wlled Pro Ser Ser NEEEN Gly

GGTuCAATTCCAATTUAACTUTCAC(\“ATT'. CTAATTTGGATACACTGG
[Gly™ Ala Wllem Pro WlleNNGIUNNESNN Ser Arg Asn BEEEENASpE Thr

GCGTGCAATTCCAATTCGAACTGTCACGCGATTGOGTAATTTGGATACACTGCGATATTTCAAACAATCATTTAGTTGGATCCATTCCTTCTTCCCTTGGC
[Gly " Ala Wllew Pro WIleNNGIOWNEEIN Ser Arg Wilel Gly Asn NEEDNUASpY Thr BESEMUASpITIlE™ Ser Asn  Asn UHis'BEEDN Val Gly Ser Wilew Pro Ser Hend Gly

200 210 \],1:0 20 20 30 260 270 280

-§

CACTT

GAACATCTTCTGAAGTTGAATCTAAG CA\JAAACAATTTL,ACT.“.A
BEEDN Ser Arg Asn  Asn HEEDN

GTTATTCCTGCAGAATTTGGAAATCTTAGAAGTGTCATGGAAATG
Lys BEEOE Asn Pro ["Ala’ NG BEEON Arg  Ser | Val EMEtGIumEMety

Phe NGIyE Asn

CACTTGGAACATCTTCTCAAGT AATCTAAGCCAGCAAACAATT CT CGAGTTATTCCTCGCAGAATTTGGAAATCTTAGAAGTGTCATGGAAATG
_ ys-»\sn-Ser Arg Asn Asn HEEEN Thr I'Gly" Val mlles Pro Ala-Phel_Asn-Arg Ser Val [Met"Glu " Met

GACTTGGAACATCTTCTGAAGTTGAATCTAAGCAGAAACAATTTGACTGGAGTTATTCCTGCAGAATTTGGAAATCTTAGAAGTGTCATGGAAATG
_Lys_ASn_Ser Arg Asn  Asn BEEIN Thr _Pm Ala_PheI_Asn_Arg Ser Val [Met Glu Met

\IACTT{::IAACATCTTCT\JAA\.JTT\.IAATCTAA‘.ICA\.JAAACAATTT\:ACT\JdA\.ITTATTCCT\.JCA’\IAATTT’\J\.IAAATCTTA\.JAA\.IT\.ITCAT()(:AAAT\.:
FASHIRESEINGIGN T HISTNISHINIEEN Lys BESHN Asn BESDN Ser Arg Asn  Asn MEEIN Thr "Gly™ Val Wllém Pro Ala NGIEN Phe [Gly™ Asn BEEEN Arg Ser | Val IMEDNGIHNEE

GACTTGGAACATCTTCTGAAGTTGAA CTAAC‘CAGAAACAATTTC}ACTu\.A\.TTATTCCT\JCA..AATTTL.AAATCTTAQAAGTC:TCATC}E.AAAT(E
FASpIBISHINGIGN HiS  NISHINISHN Lys BESHN Asn BESEN Ser Arg Asn  Asn Thr FGlyEVal Mlles Pro ["Ala NGIN Phe FGIyS Asn BESEN Arg  Ser [Val EVSENGIHNVEE

La figura 21 muestra la region codificante de 288pb traducida a proteina; donde se puede

apreciar que el unico cambio evidenciado a nivel de nucleétidos, represent6 una sinonimia al no

alterar la estructura de la proteina con referente a los demas individuos y la secuencia de

referencia.

57



Evaluacion de tres genes candidatos tolerantes a sequia: ASR, DREB y ERECTA en frijol tépari
Phaseolus acutifolius

o Determinacién de la diversidad haplotipica

La diversidad haplotipica se determind en 46 secuencias después de ser alineadas, se obtuvo
288 sitios, y excluyéndose sitios con gaps. Se obtuvieron 6 haplotipos con una diversidad
haplotipica de 0.4155 donde el haplotipo mas frecuente fue el haplotipo 1 con 35 muestras y el
haplotipo 6 con 3 muestras. En el haplotipo 1 se encontraron las muestras de Phaseolus
acutifolius y Phaseolus parvifolius, con 5 sitios polimorficos. Las muestras fueron agrupadas de
acuerdo a la especie y se determind la diversidad haplotipica entre estos grupos con se
muestra en el tabla 8. Con el programa Network se graficaron los haplotipos encontrados para
el gen ERECTA, y se determiné para cada haplotipo las regiones geogréficas involucradas por
cada muestra Figura 22 y 23.

Tabla 9. Diversidad Haplotipica determinada por grupos de especies

No. Poblacién No. de No. de sitios No. De Diversidad
secuencia segregantes Haplotipos Haplotipica

s
1 P.vulgaris 4 0 1 0.00
2 P.acutifolius silvestre 18 2 3 0.215
3 P.parvifolius 15 2 3 0.361
4 P.acutifolius cultivado 8 1 2 0.428

La diversidad haplotipica determinada para el grupo de especies, fue en general baja donde la
mayor diversidad fue encontrada en P.acutifolius cultivado, en esta region el nimero de
haplotipos fue bajo para todos los grupos. La diversidad nucleotidica en este gen fue de
0.00173.
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Figura 22. Red Haplotipica para el gen ERECTA

[ Phaseolus parvifolius
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En la figura 22 se ilustra la diversidad haplotipica encontrada para el gen ERECTA donde el
tamano de las esferas indica la cantidad de muestras encontradas para cada haplotipo. Los
nameros en rojo indican el nimero del nucleétido donde ocurre el cambio mutacional desde

cada genotipo.

En la red haplotipica por especie se observé que hay un haplotipo ancestral o de partida para
los demas haplotipos, este haplotipo contiene dos especies: Phaseolus parvifolius y Phaseolus
acutifolius silvestre, Phaseolus acutifolius var tenuifolius y Phaseolus acutifolius cultivado, de
este se derivan 5 haplotipos donde uno pertenece a Phaseolus acutifolius silvestre del cual se
deriva otro y dos de Phaseolus parvifolius y también el haplotipo de todos los individuos de

Phaseolus vulgaris.
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Figura 23. Red Haplotipica considerando la regién geografica para las muestras para el
gen ERECTA.
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El haplotipo de inicio contiene individuos de varias regiones, encontrandose la mayoria en
Sonora, Durango y Sinaloa, luego se pueden observar la dispersién de los haplotipos desde
este punto de inicio donde hay haplotipos de la regién de Michoacan, Texas y Chihuahua, el
siguiente haplotipo de la regién de Guerrero y otro haplotipo de la region de Jalisco y Arizona.

Los nameros en rojo indican los cambios mutacionales y la ubicacion de un haplotipo a otro; y
para este gen desde el haplotipo inicial hacia los haplotipos derivados, solo hay un cambio

mutacional
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e Composicion nucleotidicay aminoacidica

Al comparar la composicion nucleotidica en las muestras evaluadas se observé una mayor
variacion en los individuos de P. acutifolius silvestre, donde hay cuatro individuos con
composicion diferente, en los individuos de P. vulgaris, no hubo cambios en la composicion

nucleotidica ni tampoco entre los individuos de P. parvifolius Tabla 9.

Tabla 10. Comparacion de la Composicion Nucleotidica entre las especies de Phaseolus.
Porcentaje de Timina (T), Citosina (C) Adenina (A), Guanina (G). Namero total de

nucleotidos.

Especie T % C% A% G% TOTAL
1. P.vulgaris 31.3 194 28.8 20.5 288
2. P.acutifolius 31.3 19.1 29.2 20.5 288
3. P.acutifolius 31.6 19.1 28.8 20.5 288
5. P.acutifolius cultivado 31.6 19.1 28.8 20.5 288
6. P.acutifolius var. Tenuifolius 31.6 19.1 28.8 20.5 288
7. P.parvifolius 31.6 19.1 28.8 20.5 288
8. P.parvifolius 31.3 19.4 28.8 20.5 288
9. P.parvifolius 31.7 18.8 29.3 20.2 288

La composicion nucleotidica en la especie Phaseolus vulgaris fue la misma en todos los
individuos por lo tanto se muestra solo un representante, para el caso de Phaseolus acutifolius
silvestre se encontraron dos diferentes composiciones nucleotidicas donde hay cambios en
porcentaje de timinas y adeninas, para el caso de Phaseolus acutifolius cultivado y Phaseolus
acutifolius var tenuifolius no se presentaron cambios en los diferentes individuos, Phaseolus
parvifolius se presento tres composiciones diferentes con de cambio de porcentajes de timina,
citosina, guanina y adenina. El nucleétido que presentd menos cambios entre todos los
individuos fue la guanina. Los cambios representados en la composicion nucleotidica se ve

reflejada en la composicion aminoacidica la cual es alin mas estable para este gen y hubo solo
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una variacion en la especie Phaseolus parvifolius, por lo tanto se realiz6 un andlisis de

distancias entre los grupos tabla 10.

Tabla 11. Andlisis de Distancias entre grupos por Composicién Aminoacidica

Especies 1 Especies 2 Distancia Error Estandar
P.vulgaris P.acutifolius cultivados 0.000 0.000
P.vulgaris P.parvifolius 0.000 0.000
P.acutifolius cultivados  P.parvifolius 0.000 0.000
P.vulgaris P.acutifolius silvestre 0.000 0.000
P.acutifolius cultivados  P.acutifolius silvestre 0.000 0.000
P.parvifolius P.acutifolius silvestre 0.000 0.000
P.vulgaris P.tenuifolius 0.000 0.000
P.acutifolius cultivados  P.tenuifolius 0.000 0.000
P.parvifolius P.tenuifolius 0.000 0.000
P.acutifolius silvestre P.tenuifolius 0.000 0.000

En la composicibn aminoacidica no se encontrd6 ninguna diferencia entre los grupos de

poblaciones para el gen ERECTA.

o Analisis de Coordenadas Principales

En el andlisis de coordenadas principales se explica cémo los individuos estan relacionados
entre si en el espacio, considerando 3 ejes, donde el eje 1 explico el 34.40%, el eje 2 explico el
63.11% Yy el eje 3 explicd el 83.16% de los datos, se observa la distribucién por poblacién y
como estan relacionados en el espacio en dos dimensiones. Figura 24. La poblacion P2
(Phaseolus parvifolius) presenta algunas divergencias dentro de la poblacién, por lo tanto se
encuentra mayor variabilidad y se observan distribuidos en una pequefio area del grafico,
encontrandose similitud con la poblacion 3 (Phaseolus acutifolius cultivados) y la poblacién 4
(Phaseolus acutifolius var. tenuifolius), en cuanto a la poblacion 1 (Phaseolus acutifolius
silvestre) hay cierta similaridad con la poblacion 3. Y por ultimo la poblacion mas distante es la
poblacién 5 (Phaseolus vulgaris), la distancias entre estas se pueden visualizar mas facil con

una representacion de su distribucion en el espacio Figura 25.
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Figura 24. Gréfica del Anélisis de Coordenadas Principales
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En la gréfica de coordenadas principales se puede observar la distribucién de los individuos de
acuerdo a la agrupacién y como se encuentran relacionados entre ellos, se pueden observar

tres grupos

La variabilidad se estim6 con el indice de distancia genética de Nei, el cual considera el
namero de cambios mutacionales que a nivel de nucleétido se han acumulado Tabla 11. Los
valores de distancia fueron cero entre todas las poblaciones y la Unica diferenciacién que hubo

fue con la especie Phaseolus vulgaris la cual se considera como distante Figura 26.
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Tabla 12. Distancia de Nei por poblaciones

P1 P2 P3 P4 P5
0.000 P1
0.000 0.000 P2
0.000 0.000 0.000 P3
0.000 0.000 0.000 0.000 P4
0.004 0.004 0.004 0.003 0.000 P5

P1: Phaseolus acutifolius Silvestre

P2: Phaseolus parvifolius

P3: Phaseolus acutifolius cultivados

P4: Phaseolus acutifolius var Tenuifolius

P5: Phaseolus vulgaris

Figura 25. Analisis de Coordenadas Principales de acuerdo a la Distancia Genética de

Nei
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Figura 26. . Grafica en 3 dimensiones de la diferenciacion genética entre los individuos
de Phaseolus para el gen ERECTA

¢ Analisis de Diversidad Neighbor-Joining

En el andlisis de las distancias genéticas entre las especies se calcularon mediante el arbol
Neighbor-Joining construido por el software Darwin version 5.0, el cual compara las especies
gue presentan mayor relacién y los agrupan de acuerdo a las diferencias que hay entre ellos
Figura 27. En este analisis se observan las diferencias entre cada grupo de especies, en la
agrupacion entre especies todas se encuentran muy relacionadas y se observa la
diferenciacion con Phaseolus vulgaris. Los numeros en las raices de los nodos hace referencia
al bootstrap o soporte del agrupamiento, cuando el nimero estaba por debajo de 60 no fue
tomado en cuenta.
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Figura 27.Analisis de Diversidad de Neighbor-Joining gen ERECTA

Y *Phaseolus parvifolius
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*Phaseolus vulgaris

*Phaseolus acutifolius cultivado

*Phaseolus acutifolius silvestre

e Andlisis de Maxima Verosimilitud

En este analisis se pretendid explicar la relacibn que se tienen entre los individuos
pertenecientes a tres especies diferentes del género Phaseolus teniendo en cuenta un modelo
evolutivo basado en la tasa real de los cambios mutacionales que se detectan en las
secuencias de ADN. En la figura 28 se puede observar la relacién entre las especies
estudiadas. Debido a que las diferencias son pocas en este gen entre los diferentes individuos
se observa un grupo mezclado de todas las especies y algunos grupos definidos de cada
especie, es decir que no se encontré gran diferenciacion entre Phaseolus acutifolius silvestre,
Phaseolus acutifolius cultivados, Phaseolus acutifolius var tenuifolius. Pero si una clara

diferenciacion con Phaseolus vulgaris.
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Figura 28.Analisis de Maxima Verosimilitud de tres especies de Phaseolus
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2.2. Discusion

La sequia es una de las probleméticas mas limitantes en la produccion agricola, considerando
gue el cambio climatico afecta los cambios de frecuencia de las precipitaciones, temperaturas
etc. reflejdndose asi la escasez del agua por la falta de lluvias en periodos extensos (Pace et
al. 2013). Este recurso es vital para el desarrollo de los procesos fisiol6gicos de las plantas,
como el crecimiento, la reproduccién y la produccion de alimento. Generalmente las plantas
tienen mecanismos de respuesta a diferentes tipos de estrés, bidtico o abibtico que contribuyen
a la sobrevivencia de la planta en condiciones adversas. Hay especies que presentan mayor
diversidad en cuanto a las respuestas ambientales favorables o no y por lo tanto una
sobrevivencia mas alta respecto a otras especies, por lo tanto es importante el estudio de
especies silvestres con este tipo de caracteristicas para la sustentabilidad de la produccion

alimentaria.

El frijol comun es la leguminosa mas importante de grano para el consumo humano ya que
tiene alta fuente de proteina, vitaminas y minerales (Beebe 2012). La sequia en el frijol comun
afecta algunos procesos de la planta donde reduce la biomasa de dosel, rendimiento de la
semilla, numero de vainas y semillas, peso de las semillas y dias de maduracién (Beebe et al.
2013). Por lo tanto es importante conocer acerca de los parientes silvestres, como frijol tépari
Phaseolus acutifoliusel cual tiene la cualidad de crecer en ambientes poco favorables para el
frijol comun, y relacionar la informacién a nivel genémico y su relacion con la capacidad de

respuesta fisioldgica de la especie a estos ambientes (Gujaria-Verma et al. 2016).

La diversidad y polimorfismo provenientes de los genes se analizaron considerando los
cambios obtenidos en los exones de los genes evaluados, de esta forma discriminar las
mutaciones que ocurren en la region codificante y por lo tanto la posible funcion y respuesta de

estos para contrastarlos entre frijol tepari y frijol comun.

En el caso del gen ASR2 los cambios de composicién nucleotidica entre Phaseolus acutifolius,
Phaseolus parvifolius y Phaseolus vulgaris fue a nivel de un solo nucleétido, para el caso de
Phaseolus acutifolius el cambio fue en el exdn 2 nucledtido 243 y para Phaseolus parvifolius en
el ex6n 1 nucleétido 15. Este gen fue conservado en las variaciones obtenidas, donde los
cambios de nucle6tidos ocurrieron en el tercer nucleétido del codén significando una mutacion

sinbnima o ningun cambio de aminoacido, en el caso de el gen Dreb2B donde se obtuvieron
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mayores variaciones dentro de los individuos de Phaseolus acutifolius silvestre, sucede lo
mismo, teniendo en cuenta que los cambios mutacionales fueron entre 9 y 11, lo cual es
mucho mayor que en ASR2, estas sustituciones a nivel de nucle6tido son también sinénimas y
de todas las sustituciones encontradas solo hay 2 cambios de aminoacidos. En este gen se
encontraron algunos individuos de Phaseolus acutifolius silvestre y Phaseolus parvifolius la
insercion de un coddn que no afecta el marco de lectura de la secuencia, ni de los aminoacidos
siguientes a la insercion, en este tipo de eventos se ha documentado el incremento de las tasas
de mutacion de los nucleotidos cercanos a un evento de insercion - delecion, donde estas
mutaciones no solo contribuyen a la variacidén entre sitios en las tasas evolutivas, si no también
tienen el potencial de contribuir con las tasas de evolucion diferencial entre los linajes (Gaut et
al. 2011).

Para este mismo gen se encontraron 17 cambios mutacionales, teniendo en cuenta todos los
cambios entre todos los individuos, se encontré que mas del 60% fueron transiciones, este
resultado comprueba que debido a la composicién quimica de los nucleétidos, que estan
caracterizados por la base bioquimica de la mutacién, es mas probable la sustitucion en las
transiciones. Se conoce bien el hecho que durante la evolucién de la secuencia de ADN la tasa
de cambios transicionales difiere de la tasa de cambios transversionales, las transiciones
generalmente ocurren mas frecuentemente que las transversiones. Esta diferencia se refiere a
menudo como un sesgo de las transiciones, y la estimacion de la extension de este sesgo en
las transiciones podria ser de interés debido a que esta puede variar para los diferentes
organismos y para diferentes genes dentro de un grupo de organismos, es por lo tanto
importante conocer las tasas de variacion por que ayudan a entender los patrones de evolucion
molecular (Strandberg & Salter 2004)

Segun los estudios realizados en evolucibn molecular sobre las mutaciones y cambios
puntuales, utilizando comparaciones entre las secuencias de aminoacidos, se descubrié que
algunas caracteristicas sobre la evolucion de las proteinas, donde los residuos de los
amino&cidos varian en su dindmica evolutiva y algunos son invariantes, por lo que se propone
codifican aspectos criticos de la funciébn de dicha proteina, mientras que los otros son
evolutivamente l4biles, por lo tanto las tasas evolutivas son iguales a la tasa de mutacion
neutra y de acuerdo a esto se establecié que las velocidades de evolucion molecular varian
entre sitios (aminoacidos y proteinas) y que las tasas evolutivas varian entre los sitios por

seleccion natural que actia diferencialmente entre sitios, como los cambios no sinénimos que
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evolucionan mas lentamente que los sitios sinénimos, esto debido a que los reemplazos de

aminoacidos son funcionalmente limitados (Gaut et al. 2011).

Por otra parte en este estudio se consideraron tres especies las cuales fueron comparadas
entre si con la referencia de un RNAmM de Phaseolus vulgaris reportado por (Schmutz et al
2013), (gen ASR2 y Dreb2B), en el alineamiento multiple del gen ASR2 se encontr6 que el
intrdn en las especies silvestres de Phaseolus acutifolius y Phaseolus parvifolius es 24 pb mas
grande que en Phaseolus vulgaris el cual fue también reportado por (A. Cortés et al. 2012),
esta diferencia en longitud podria estar relacionada con la presion de seleccion de los genes a
las que se ha sometido el frijol comun y estar relacionado particularmente con los multiples
procesos de domesticacion que ha sufrido, por lo tanto se podria considerar que el gen ASR2
es un gen ortélogo, ya que los intrones aparecen en las mismas posiciones y delimitan exones
de tamafos similares y en su mayoria el tamafio de los genes esta relacionado con el tamafo

de los intrones (Long 2002).

Para el caso del gen ERECTA, no fue posible obtener referencia del gen por lo tanto se realizd
la anotacion desde el cromosoma 1 del genoma de referencia de Phaseolus vulgaris G19833
del gen donde se encuentra ubicado, este resulté mucho mas conservada que los otros dos
genes teniendo en cuenta que la evaluacion incluyé 4 exones del gen y solo hubo un cambio
mutacional para todas las especies, para lo cual la mutacion resulté ser sinbnima y sin ningun
cambio de aminoéacido para ninguna de las tres especies, esta caracteristica de poca variacion
se respaldé con los resultados de las distancias genéticas de Nei, el cual considera el nUmero
de cambios mutacionales que a nivel de nucleétido se han acumulado, estas distancias en los
tres genes fueron bajas con distancias menores a 0.1 entre las diferentes poblaciones de las
especies estudiadas, lo cual se corrobora con las pocas variaciones que ocurren en las
regiones codificantes. Lo que en la teoria se ha estudiado en los cambios evolutivos en las
regiones codificantes, considerando que las proteinas que son los productos de la transcripcion
y traduccién de genes, los cambios evolutivos de estos pueden ser examinados con las
secuencias de aminodcidos de las proteinas, y en la teoria de la evolucion molecular las
sustituciones en los aminodcidos son menos frecuentes en proteinas funcionalmente
importantes (Nei 2005).

Para el estudio de los tres genes en Phaseolus acutifolius, la cual no se tienen reportes del

estudio de genes candidatos tolerantes a sequia, se tom6 como referencia el genoma de
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Phaseolus vulgaris; para los genes ASR2 y Dreb2B se tomaron de referencia RNAm, se realizd
un alineamiento con las secuencias de diferentes genotipos de Phaseolus vulgaris
secuenciados en este estudio: Bat477, Bat93, G19833 y Bat881, al encontrar total coincidencia
se realizaron las anotaciones de la ubicacion de las regiones en el NCBI y se delimitaron las
secuencias codificantes y los intrones para estimar la ubicacion de estas. Teniendo esto en
cuenta se puede relacionar con las altas similitudes con el genoma de Phaseolus vulgaris y

resaltando el caracter ancestral que se obtuvo al analizar los cambios en la regién codificante.

Para el gen ASR2 se encontrd una diversidad haplotipica muy baja, en relacién a la especie
Phaseolus acutifolius se encontraron dos haplotipos y para las especies Phaseolus vulgaris y
Phaseolus parvifolius solo un haplotipo. Cada especie presentd solo un punto mutacional, la
variedad Phaseolus acutifolius var. tenuifolius presentd el mismo haplotipo que Phaseolus
acutifolius, esto se ve reflejado en el numero de sitios polimérficos ya que en Phaseolus
acutifolius fue 1 y en P.vulgaris y P.parvifolius no hubo cambios. El primer haplotipo encontrado
para Phaseolus acutifolius se encuentra en 9 regiones geogréaficas de México y una regiéon de
EEUU, y el otro haplotipo de esta especie perteneciente a la region de Sinaloa. En P.
parvifolius el Unico haplotipo para este gen fue mas frecuente en la regiéon de Durango, Jalisco,
Arizona y Guerrero, probablemente este haplotipo se encuentra relacionado con la
concentracion de las variedades silvestres los cuales estan concentradas en desiertos

marginales semiaridos de Sonora y Chihuahua.

En el gen Dreb2B el numero de sitios segregantes fue mayor, en P.parvifolius fue de 11,
P.acutifolius silvestre 9, P.vulgaris 2 y P.acutifolius cultivado 1. En este mismo orden se
obtuvieron la mayor cantidad de haplotipos, en la red haplotipica obtenida se encontré un
haplotipo de origen que comparten: P.acutifolius silvestre y P.parvifolius en la misma
proporcion, de este haplotipo divergen otros dos, uno de los cuales se encuentra la especie
P.parvifolius con otros haplotipos derivados, el otro haplotipo esta conformado por P.acutifolius
silvestre, y desde el haplotipo de origen hasta los haplotipos de P.vulgaris se encuentran
muchos cambios mutacionales identificAndose para esta especie dos haplotipos, el haplotipo P.
acutifolius var. tenuifolius, menos divergente incluso que el haplotipo donde se encuentra P.

acutifolius cultivado compartido con P. acutifolius silvestre y P. parvifolius.

Al realizar la revision de la distribucion geogréafica de los haplotipos se encontré que el

haplotipo de origen tiene una region: Durango la cual es la misma para los primeros haplotipos
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de la red. El dltimo haplotipo de la red es muy diverso en regiones, encontrdndose: Sonora,
Nayarit, Zacatecas, Jalisco, Chiapas, Veracruz y Oaxaca. Para el caso del gen ERECTA hay un
genotipo de origen con varios individuos: P. acutifolius silvestre, P. vulgaris, P. acutifolius
cultivado y P. acutifolius var. tenuifolius, de este genotipo se extienden solo 4 haplotipos mas,
dos de P. parvifolius, un haplotipo de P .acutifolius silvestre el cual contiene un haplotipo, los
cambios mutaciones fueron solo 1 a partir del haplotipo de origen, en cuanto a las regiones
geogréficas en el haplotipo de origen se encuentra disperso en muchas regiones geograficas

de México, Sudafrica y Arizona.

La importancia de variedades de tépari para las tribus indigenas del desierto de Sonora y la
presencia de tépari silvestre en regiones inter-montafiosas de estas tierras, apunta a que esta
region es el centro de diversidad de la especie, asi como también el centro de origen. La
domesticacion de Phaseolus acutifolius involucra un solo evento geografico limitado,
participando dos o mas eventos independientes que conducen a diferencias en las frecuencias
alélicas entre silvestres y domesticados y por lo tanto la domesticacion independiente de
Phaseolus acutifolius en diferentes regiones geograficas (Garvin & Weeden 1994).

Como se habia mencionado anteriormente, realizando las comparaciones de distancias
genéticas, diversidad haplotipica y las redes haplotipicas, la variabilidad de las poblaciones por
el andlisis de coordenadas principales, las cuales se observa cada especie agrupada y
corroborando con el gréafico en 3 dimensiones (Figura 7) se observa la discriminacién en grupos
definidos debido al Unico cambio entre los individuos, aunque aqui se observa a Phaseolus
acutifolius var. tenuifolius en el grupo de Phaseolus acutifolius silvestre y no se muestra
separacion, lo que se puede inferir que esta variedad comparte un grado similitud bastante alto
con los silvestres teniendo en cuenta este gen y concuerda con los analisis de diversidad
reportado por (Mufioz et al. 2006). En el andlisis de diversidad de Neighbor-Joining y el analisis

de méxima verosimilitud respalda nuevamente la agrupacion de los individuos (Figura 8).

De acuerdo a los analisis obtenidos se clasifica este gen ASR2 con nivel de polimorfismo bajo y
con cambios mutacionales especificos para las especies, obteniéndose un cambio mutacional
para cada especie considerada Phaseolus acutifolius, Phaseolus parvifolius respecto a la
referencia: Phaseolus vulgaris, donde los sitios polimérficos en los exones es muy bajo
reportado asi por (A. Cortés et al. 2012), pero en este caso para las tres especies,

posiblemente estos resultados en las regiones codificantes estan relacionadas con la
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funcionalidad de gen ASR2, ya que como es dependiente de ABA, que esta principalmente
involucrado en la sefializacion de la apertura y cierre de los estomas como respuesta a la falta
de agua, por lo cual esta reaccion afecta negativamente el crecimiento vegetal, adicional a esto
se han encontrado concentraciones importantes de ABA en las raices durante los periodos de
estrés hidrico y el crecimiento del meristemo apical de la raiz bajo estas condiciones. Este
proceso esta directamente involucrado con el complejo inhibidor de las ciclinas dependientes
de kinasa (CDK), las cuales estan involucradas en la regulacién del ciclo celular, de esta
manera el inhibidor (ABA) es el que regula la actividad de CDK en las raices durante estas

condiciones de estrés (Buchanan et al. 2015).

En el gen Dreb2B el polimorfismo fue mas alto considerando solo la regién codificante, por lo
gue para este se obtuvieron por lo menos 9 cambios mutacionales, la variaciébn en la
composicién nucleotidica tuvo diferencias entre los individuos, y no se siguieron patrones para
las especies, en el andlisis de coordenadas principales los individuos estuvieron muy dispersos,
aunque las distancias genéticas no fueron muy altas entre las poblaciones o grupos de
especies teniendo como maxima 0.007 entre los grupos de Phaseolus silvestre, ya que a
diferencia con Phaseolus vulgaris las distancias fueron mucho més altas 0.024 considerando la
divergencia de la especie cultivada de P. vulgaris; este mismo comportamiento se observé en
el analisis de diversidad de Neighbor-Joining y el analisis de maxima verosimilitud, figura 16, 17
y 18.

En este mismo gen la inserciébn de un codon fue encontrado en individuos de Phaseolus
acutifolius y de Phaseolus parvifolius, en este ultimo con mayor nimero de individuos que
presentaron dicho evento, por lo que se sugiere que esa caracteristica puede estar relacionada
con un cardcter ancestral de la especie relacionada con una respuesta de este gen a una
presién ambiental de tolerancia a sequia. Los genes DREB son factores de transcripcion que
inducen un juego de genes relacionados con estrés abidtico que ofrecen a las plantas
tolerancia a factores abio6ticos, los genes DREB pertenecen a los factores de union a elementos
de respuesta a etileno, por sus siglas en ingles (ERF). DREB2 esta directamente involucrado
en el gen de expresion de respuesta a estrés osmoético de la planta, en Arabidopsis este es el
promotor del gen RD29A/COR787LTI contiene este elemento que actua en cis relacionado con
un gen de expresion inducible de estrés. DRE funciona en una via independiente de ABA en
respuesta a la sequia, alta salidad y al estrés por frio. Los cADN codifican proteinas de union
DRE, DREB1/ CBF, Y DREB2, estas proteinas contienen un dominio de union conservado

encontrado en proteinas ERF y AP2. Estas se unen a la secuencia DRE y activa la expresion
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de genes manejados por esta secuencia. Entre las proteinas tipo DREB2, las DREB2A y
DREB2B son categorizados como los mejores factores de transcripcion que funcionan bajo
condiciones de estrés por sequia o alta salinidad (Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki 2009).

Los individuos de la especie Phaseolus acutifolius evaluados en este estudio, pertenecen a
regiones semidridas y aridas por lo tanto son considerados muy tolerantes, ya que
fisiologicamente pueden regular el metabolismo cuando estan expuestos a este tipo de estrés,
por ello es importante la evaluacion no solo de genes responsables de la respuesta si no
también factores de transcripcion involucrados en la activacion de estos genes. Se considera
gue este gen no solo es un activador de respuesta si ho que actla como un punto terminal de
la sefal del estrés en este proceso de sefalizacion (Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki 2009).
Es importante conocer sobre la diversidad nucleotidica y haplotipica en los genes ya que puede
estar relacionada con seleccién adaptativa y mayor posibilidad de respuesta a estrés ambiental,
por esto se relaciona la diversidad encontrada entre las especies de Phaseolus acutifolius
silvestre, la especie Phaseolus parvifolius y las variedades cultivadas, en regiones codificantes,
ya que puede contribuir al entendimiento de las respuestas que tienen estas plantas y ser
utilizadas de referencia para mejoramiento en los cultivos cercanos como frijol comun y que

son susceptibles en este caso al estrés por sequia.

El gen ERECTA como se ha mencionado, en las especies del género Phaseolus, fue bastante
conservado donde en todos los individuos se encontré un solo cambio mutacional en la misma
posicion para Phaseolus acutifolius silvestre y cultivado, Phaseolus acutifolius var. tenuifolius y
Phaseolus parvifolius con respecto a frijol comdn, lo cual indica puede ser distintivo de la
cualidad silvestre de P. acutifolius y P. parvifolius, esto se refleja en la baja diversidad
nucleotidica y en los pocos haplotipos obtenidos. Como se observa en la red haplotipica, este
gen se considera muy conservado ya que el haplotipo comin se encuentra en un rango
geografico muy grande, donde hay un individuo de Sudafrica, individuos de EEUU, y varias
regiones de México. Esto se demuestra la poca diversidad observada en el analisis de
coordenadas principales y el andlisis de diversidad de Neighbor-Joining, asi como el
agrupamiento en el analisis de méaxima verosimilitud. Este gen ha sido estudiado en algunas
especies de plantas y ha sido denominado quinasa putativa parecida a receptores repetidos
ricos en leucina o (LRR-RLK) por sus siglas en inglés, tiene la funcion de regular la eficiencia
en la transpiracion, y también se ha demostrado que este gen actla en el control del 6rgano de

crecimiento y desarrollo floral, promoviendo la proliferacion celular y también en el uso eficiente

74



Evaluacion de tres genes candidatos tolerantes a sequia: ASR, DREB y ERECTA en frijol tépari
Phaseolus acutifolius

del agua, estos evaluados en ensayos utilizando mutantes de la planta Arabidopsis thaliana
(Roorkiwal et al. 2014).

Es importante resaltar que es el primer reporte de estos tres genes en la especie Phaseolus
acutifolius y la especie hermana Phaseolus parvifolius, por lo tanto se validan para estas
especies la presencia de los tres genes candidatos y por lo tanto las respuestas fisioldgicas

diferenciales de estos genes en respuesta a la sequia.

En los tres genes no fue posible hacer una clara diferenciacion entre las especies Phaseolus
acutifolius silvestre y Phaseolus acutifolius var. tenuifolius ya que comparten los mismos
haplotipos para los tres genes. Evidenciar la presencia de los tres genes en plantas que natural
y adaptativamente responden a ambientes con déficit hidrico comprueba la existencia de un
complejo que incorpora muchas estrategias y mecanismos para una caracteristica particular,

en este caso hay tres genes gue posiblemente hacen parte de ese complejo de respuesta.
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Conclusiones y Recomendaciones

3.1. Conclusiones

Los tres genes candidatos ASR2, DREB2B y ERECTA estuvieron presentes en las especies de
Phaseolus acutifolius y Phaseolus parvifolius, soportando la posible relacion de un complejo de
respuesta adaptativa a la sequia.

La baja variabilidad en las regiones codificantes de los genes indica la funcionalidad critica que
puede tener la proteina asociada al mecanismo de defensa de la especie para resistir en
ambientes con déficit hidrico.

La similaridad de las especies Phaseolus acutifolius y Phaseolus parvifolius podrian indican el
caracter ancestral que comparten y su respuesta adaptativa a los ambientes de crecimiento de

las especies.

El estudio de esta especie adaptada a la sequia, puede ser una estrategia para disminuir las
pérdidas agrondmicas de los cultivos de frijol y de esta forma mejorarlo en las regiones donde
es cultivado, ya que considerando los cambios ambientales actuales, debido a los efectos del
cambio climatico, y que por lo tanto debe afrontar la frontera agricola, para la seguridad

alimentaria.
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3.2. Recomendaciones

Considerando los resultados obtenidos de la presencia de los tres genes candidatos de
tolerancia a sequia, en especies de P. acutifolius, seria importante evaluar los materiales en
campo, realizando una fenotipificacion para comparar los resultados del presente trabajo a nivel
de expresion, de estos genes y tener mayor conocimiento de los materiales que tienen una

respuesta mas eficiente.
Se recomienda la evaluacion de estos genes de la coleccidn completa de germoplasma de P.

acutifolius, para obtener informacién precisa de todos los materiales de la especie, como fuente

de recursos genéticos y esta informacién pueda ser utilizada en programas de mejoramiento.
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Figura 29. Evaluacion de la presencia del gen ASR2
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Figura 30.Evaluacién de la presencia del gen Dreb2B

81



Anexos

Figura 31. Evaluacién de la presencia del Gen ERECTA
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Figura 32. Lista de Genotipos Evaluados

Consecutivo Origen Genotipo Especie

1 cultivados acuti G40001 P.acutifolius

6 cultivados acuti G40006 P.acutifolius
26 cultivados acuti G40020 P.acutifolius
39 cultivados acuti G40034 P.acutifolius
40 cultivados acuti G40035 P.acutifolius
41 cultivados acuti G40036 P.acutifolius
51 sillvestre acut G40045 P.acutifolius
53 sillvestre acut G40045 P.acutifolius
58 sillvestre acut G40052 P.acutifolius
61 sillvestre acut G40055 P.acutifolius
62 sillvestre acut G40056 P.acutifolius
86 sillvestre acut G40079 P.acutifolius
87 sillvestre acut G40080 P.acutifolius
89 sillvestre acut G40082 P.acutifolius
96 sillvestre acut G40089 P.acutifolius
128 sillvestre acut G40121 P.acutifolius
176 sillvestre acut G40168 P.acutifolius
177 sillvestre acut G40169 P.acutifolius
267 sillvestre acut G40236 P.acutifolius
274 sillvestre acut G40242 P.acutifolius
276 sillvestre acut G40244 P.acutifolius
281 sillvestre acut G40248A P.acutifolius
110 sillvestre acut G40103 P.acutifolius
114 sillvestre acut G40107 P.acutifolius
224 sillvestre acut G40196 P.acutifolius
226 sillvestre acut G40198 P.acutifolius
230 sillvestre acut G40203 P.acutifolius
213 sillvestre acut G40187 P.acutifolius
214 sillvestre acut G40188 P.acutifolius
320 Tenuifolius G40286 P.acutifolius
271 Tenuifolius G40239 P.acutifolius
282 Tenuifolius G40249 P.acutifolius
286 Tenuifolius G40253 P.acutifolius
299 parvifolius G40264 P.parvifolius
301 parvifolius G40266 P.parvifolius
109 parvifolius G40102 P.parivifolius
116 parvifolius G40109 P.parvifolius
175 parvifolius G40167 P.parivifolius
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178 parvifolius G40170 P.parivifolius
207 parvifolius G40181A P.parvifolius
208 parvifolius G40182 P.parvifolius
209 parvifolius G40183 P.parvifolius
210 parvifolius G40184 P.parvifolius
211 parvifolius G40185 P.parvifolius
212 parvifolius G40186 P.parvifolius
220 parvifolius G40195 P.parvifolius
272 parvifolius G40240 P.parvifolius
273 parvifolius G40241 P.parvifolius
302 parvifolius G40267 P.parvifolius
303 parvifolius G40268 P.parvifolius
326 parvifolius G40292 P.parvifolius
327 parvifolius G40293 P.parvifolius
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