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Introduccién general

1.1 Phaseolus vulgaris L.

La familia de las leguminosas (o Fabaceae) incluye mas de 18.000 especies silvestres y
cultivadas que se extienden por climas tropicales y templados. La subfamilia de las
Papilionoideae, constituida por 476 géneros, se estima que aparecio en el continente americano
hace 50 millones de afios. En ella, la tribu Phaseolae relne las leguminosas mas importantes
desde el punto de vista econdmico, incluyendo las especies Vigna unguiculata L. (“frijol caupi”),
Glycine max L. (soja) y Phaseolus vulgaris L. o judia comun (Freytag y Debouck, 2002;
Broughton et al., 2003).

Dentro del género Phaseolus ssp. se cultivan 5 especies (Debouck, 1999; Freytag y
Debouck, 2002): P. polyanthus (conocida como “year long”, ‘bolti’ o ‘piloya’), P. acutifolius
(“terapy bean”, ‘térapy’, ‘escomite’), P. lunatus (“Lima bean”, “judia de Lima”, ‘comba’), P.
coccineus (“scarlet runner”, ‘ayocote’, ‘judién’) y P. vulgaris (‘faba’, judia comun, alubia, ‘frijol’)
siendo esta Ultima la que mayor distribucién ha alcanzado a nivel mundial. La distancia genética
entre algunas de estas especies es grande, impidiendo en la mayoria de los casos realizar
cruzamientos interespecificos de gran interés para transferir caracteres deseables de una

especie a otra (Debouck, 1999).

Tanto en materiales silvestres como en cultivados, en judia comun se han descrito dos
grupos de germoplasma o0 acervos genéticos principales en base a diferencias en una proteina
de semilla, la faseolina (Gepts, 1990), en marcadores moleculares (Koening y Gepts, 1989;
Tohme et al., 1996; Beebe et al., 2000; Duran et al., 2005) y caracteres morfoldgicos (Gepts y
Debouck, 1991; Singh et al., 1991). El acervo mesoamericano, mayoritariamente con faseolina
tipo S en sus formas cultivadas, se extiende desde Méjico a través de Centro América hasta el
norte de Colombia. El acervo andino, mayoritariamente con faseolina tipo T o C en sus formas
cultivadas, abarca Perq, Chile, Bolivia y norte de Argentina. La distancia existente entre los dos
acervos genéticos se refleja en los problemas encontrados por algunos autores para realizar
cruzamientos entre materiales andinos y mesoamericanos (Shii et al., 1980; Gepst y Bliss, 1985;
Koinange y Gepts, 1992; Singh y Molina, 1996). Algunos autores han llegado a sugerir,
considerando principalmente caracteres morfoldgicos y procedencias geograficas, la existencia
de subgrupos que denominan ‘razas’ dentro del material local cultivado en América Latina. En
este sentido, dentro del grupo mesoamericano se han sefialado las razas Mesoamérica, Durango
y Jalisco y dentro del andino las razas Nueva Granda, Perd y Chile (Singh et al., 1991). La
existencia de estos subgrupos de germoplasma dentro de los dos principales acervos genéticos

se ha puesto de manifiesto también con marcadores moleculares (Diaz y Blair, 2006).
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Desde Latinoamérica y a través de las relaciones que se establecieron entre el
continente europeo y americano, la judia comenzé a dispersarse por todo el mundo llegando a
estar presente actualmente en los cinco continentes (Anuario Estadistico de la FAO
www.fao.org/statistics/). La informacion proporcionada principalmente por la faseolina, ha
sugerido diferentes rutas de dispersion. Por ejemplo, la mayor parte de los cultivares locales
encontrados en Europa presentan caracteristicas propias de los materiales andinos, como
faseolina tipo T o C y un tamafio grande de semilla (Gepts y Bliss, 1988) por lo que posiblemente
hayan sido introducidos desde esa area geografica. En cambio, los materiales cultivados en el
Caribe, en Chile o en Brasil, poseen preferentemente, unas caracteristicas propias del
germoplasma mesoamericano, como son faseolina tipo S y tamafio pequefio de semilla (Gepts,

1988; Paredes y Gepts, 1995) sugiriendo una introduccion desde este origen.
1.2 Descripcion morfolégica

La especie Phaseolus vulgaris L., en su forma cultivada, es una planta anual herbacea.
El tallo es delgado y esta formado por nudos y entrenudos de nimero y longitud variable. En el
primer nudo se sitdan los cotiledones, en el segundo surgen las hojas primarias simples y en el
tercero nacen las hojas caracteristicas de la judia, formadas por tres foliolos agudos con
estipulas en la base. El habito de crecimiento, o porte de la planta, se ha clasificado en cuatro
tipos principales atendiendo a caracteres como la terminacién del tallo, nimero y longitud de los
entrenudos y aptitud para trepar (Singh, 1982; Debouck e Hidalgo, 1985) que pueden

simplificarse en dos grandes grupos (véase figura 1.1):

- Habito de crecimiento determinado: el tallo principal terminan en inflorescencia o racimo

de flores (tipo I).

- Habito de crecimiento indeterminado: el tallo no termina en inflorescencia. A su vez
dentro de esta categorias se han descrito tres variantes principales: indeterminado erecto

(tipo 1), indeterminado rastrero (tipo Ill) e indeterminado trepador (tipo 1V).
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Figura 1.1. Habitos de crecimiento en judia comdn. A. Plantas en maduracion con habito de crecimiento
determinado (tipo I). B. Plantas en maduracion con habito de crecimiento indeterminado trepador (tipo 1V).

Las flores son papilonaceas y estan organizadas en racimos axilares o terminales. Cada
flor estd compuesta por una quilla espiral formada por dos pétalos fusionados, dos pétalos
laterales denominados alas y un quinto pétalo, llamado estandarte, orientado hacia el exterior. La
quilla envuelve el gineceo y el androceo favoreciendo el contacto de las anteras y el estigma.
Poseen diez estambres y un Unico ovario que contiene varios 6vulos (Freytag y Debouck, 2002).
La fecundacion es generalmente de tipo autbgama. En las condiciones de cultivo en Asturias la
tasa de alogamia se ha estimado en menos del 0,74% (Ferreira et al., 2000). Tras la
fecundacién, el ovario crece formando una vaina que contiene un nimero variable de semillas.
Como se observa en la figura 1.2, la morfologia de las hojas, flores, vainas y semillas es muy
diversa ya que existe una gran variabilidad en cuanto a tamafo, forma, color y patrones de
distribucion de color (Voysest, 2000; Ferreira et al., 2005; Pérez-Vega et al., 2006b). En general,
es una especie extraordinariamente polimérfica desde el punto de vista morfolégico.
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Figura 1.2. Ejemplos de la variacion para algunos caracteres morfolégicos en judia. A. Diversidad para forma,
tamafio y color de la vaina. B. Diversidad para la forma de las hojas. C. Diversidad para el color de las alas y el
estandarte de la flor. D. Diversidad para forma, tamafio, color y patrén de distribucién de color de la semilla.

1.3 Utilizaciéon y produccion

La gran variabilidad morfolégica de la especie hace que su aprovechamiento para el
consumo humano sea también diverso. Dependiendo de la variedad/genotipo, se pueden
aprovechar las semillas o las vainas. Las semillas secas se pueden consumir cocidas después
de hidratarse (judia seca o judia grano) o tostadas (‘nufias’). En ocasiones las semillas también
se pueden consumir antes de su madurez, es decir, antes de finalizar su deshidratacion en la
vaina (‘pochas’). En el aprovechamiento como vaina inmadura (judia verde o fréjoles), las vainas
se cosechan antes de que comiencen a desarrollarse las semillas. Algunos ejemplos de los

distintos tipos de aprovechamiento pueden observarse en la figura 1.3.
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Figura 1.3. Diferentes aprovechamientos de la judia comun. A, B y C. Fenotipos de vaina con aprovechamiento
para verdeo: amarillas, verdes y jaspeadas. D. Semillas ‘pochas’ de faba Granja. E. Semillas secas de faba

Granja.

En lo que se refiere a la produccion, la judia comun es una de las leguminosas mas
importantes. La produccién mundial de judia seca superé las 23x10° t/afio, segtn datos de la
FAO para el afio 2004 (Anuario Estadistico de la FAO www.fao.org/statistics/). Aunque no se
encuentra entre las 10 especies mas consumidas en la alimentacion humana, su semilla
constituye una fuente muy importante de proteinas en la dieta, sobre todo en América Latina y
Africa (Broughton et al., 2003), donde complementa a otros alimentos como el maiz, como fuente
de carbohidratos. Ademas, aporta vitaminas como la biotina y micronutrientes como el hierro,

fésforo, magnesio y manganeso y en menor medida zinc, cobre y calcio (Broughton et al., 2003).

En Espafia, la produccion de judia grano en 2005 superé las 16.000 t y la de judia verde
alcanzé las 215.000 t (Anuario de estadisticas Agroalimentarias;
www.mapa.es/es/agricultura/pags/hechoscifras/cifras.htm) lo que la convierte en el mayor
productor de esta legumbre dentro de la Unién Europea. En términos generales, la produccion
para vaina (judia de verdeo) se localiza en el area mediterrdnea mientras que en el noroeste se

localiza el cultivo para semilla seca, judia grano (Marco fisico de la agricultura;
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www.mapa.es/es/agricultura/pags/hechoscifras/cifras.htm). Existen notables diferencias entre
ambos aprovechamientos de la especie que afectan al manejo del cultivo, mecanizacion, nivel de
modernizacién/tecnificacion, etc. De hecho, el cultivo para vaina verde, se considera cultivo
horticola. Todos estos factores han favorecido que las empresas de semillas fundamentalmente
trabajen y comercialicen variedades para produccion de vaina, disponiendo de sus propios
programas de mejora genética. En cambio, las empresas de semilla no trabajan sobre
variedades cuyo aprovechamiento es la semilla seca debido, entre otras causas, al menor
rendimiento econdémico frente a la judia de verdeo, a la facilidad con que se conserva la
identidad varietal (es una especie autdbgama) y a la ausencia de un habito de adquisicién de

semilla de siembra por parte de los agricultores.

Probablemente el hecho de que no se hayan desarrollado variedades comerciales de
judia grano, como ocurre en otras especies horticolas, ha favorecido que en la Peninsula Ibérica
se continlen cultivando variedades locales entre las que se pueden destacar: los tipos Rifién y
Canela de Ledn, cultivadas tradicionalmente en los regadios leoneses (Asensio et al., 1990;
Reinoso et al. 2007), el tipo Ganxet en Catalufia, los tipos Pinta alavesa y Tolosana en el Pais
Vasco, el tipo faba Granja o el tipo Verdina en Asturias (Ferreira et al., 2005). Son humerosas las
variedades locales descritas en Espafia (véase por ejemplo, Puerta Romero, 1961) por lo que el
cultivo de la judia, se considera un cultivo tradicional en nuestro pais representando, para

muchas regiones un importante recurso socioeconémico.

Algunas de estas variedades de alto prestigio y asociadas a la gastronomia regional
cuentan ademas, con una marca de calidad reconocida como: la produccién ecoldgica,
principalmente en el caso de la judia de verdeo o las Indicaciones Geograficas Protegidas (IGP)
para la semilla grano. Son los casos de: la “Alubia de La Bafieza-Leén” (Orden APA/289/2006,
BOE N° 35 10/2/2006), la “Judia de el Barco de Avila” (Orden 5/1/1989) y la “Faba Granja
Asturiana” (Orden 6-7/1990, BOE N° 170 17/7/1990). A pesar de que estas variedades se estan
haciendo un hueco importante en el mercado al considerarse productos de alta calidad,
actualmente en Espafia la mayor parte de la legumbre seca que se consume procede de la

importacion.
1.4 Caracterizaciones

Para aprovechar la diversidad dentro de las especies cultivadas es necesario conocer
previamente sus caracteristicas y poder decidir asi, que materiales se ajustan mejor a unas
necesidades especificas. Una caracterizacion se puede definir como una descripcién de los
materiales en funcién de un juego de caracteres o descriptores, a ser posible estandarizados

para facilitar el intercambio de la informacion. Los enfoques y caracteres que se pueden usar en
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la descripcion de los materiales pueden ser de muy distinta naturaleza: morfoldgicos,

bioguimicos, fenoldgicos, agrondmicos o moleculares.

En general, una descripcion de los materiales comienza por una caracterizacion
morfolégica basada en caracteres cualitativos y/o cuantitativos. Estos, son caracteristicas
fenotipicas variables dentro de la especie como forma, color, tamafio y otras propiedades de
diferentes partes de la planta, fruto o semilla. Es deseable que estos caracteres sean sencillos y
rapidos de tomar, estables, con pocas clases y bien definidas (que no se solapen), de interés
para la utilizacibn de la especie, repetibles y objetivos. Los mayores inconvenientes que
presentan estas caracterizaciones basadas en descriptores morfolégicos son: el nimero limitado
de caracteres, las diferencias entre clases fenotipicas que en ocasiones no son claras, la
herencia compleja de muchos de estos caracteres, la influencia ambiental en algunos casos, la
necesidad de invertir importantes recursos en este trabajo y la necesaria experiencia del

personal implicado.

En los dltimos afios las caracterizaciones morfologicas tienden a ser complementadas
con la utilizacién de marcadores moleculares. Un marcador molecular se puede definir como
cualquier diferencia a nivel molecular que esta controlada genéticamente y puede ser utilizada en
el analisis genético. Los marcadores moleculares presentan una serie de ventajas respecto a los
marcadores morfolégicos: pueden ser altamente polimérficos (multialélicos) por lo que detectan
mayor variabilidad; no estan afectados por el ambiente; son objetivos, puesto que el resultado
del andlisis no depende tanto de la apreciacion de la persona que realiza la caracterizacion;
pueden obtenerse en estadios tempranos del desarrollo de la planta; en principio son neutros a
la seleccion natural y generalmente presentan una herencia sencilla (Nuez, 2000). Los
marcadores moleculares pueden clasificarse en marcadores bioquimicos (isoenzimas y proteinas
de semilla) y en marcadores de ADN, aunque frecuentemente el término “marcador molecular”
se aplica s6lo a variantes en el ADN. En otras palabras, los marcadores de ADN exploran la
variacion a nivel de la molécula donde reside la informacion genética, el ADN. No obstante, en
judia comun uno de los marcadores moleculares mas utilizados es una proteina de semilla, la
faseolina, cuya variacién ha sido asociada con los dos principales acervos genéticos descritos
dentro de la especie: grupo andino y grupo mesoamericano (Gepts et al., 1986; Gepts y Bliss,
1988).

Respecto a los marcadores de ADN, se han desarrollado diferentes técnicas que
permiten revelar la variacion a nivel de la molécula de ADN. Algunos autores agrupan los
diferentes tipos de marcadores atendiendo a la metodologia seguida para su obtencién (Garcia-
Mas et al., 2000):



Introduccién general

- Marcadores no basados en la amplificacion por PCR (“polymerase chain reaction” o reaccion en
cadena de la polimerasa), entre los que se incluyen marcadores RFLPs (polimorfismo para la
longitud de los fragmentos de restriccidon), minisatélites, etc. Para visualizar este tipo de

marcadores generalmente se utilizan técnicas de hibridacion con sondas marcadas.

- Marcadores obtenidos mediante amplificacion por PCR, como los marcadores RAPDs (ADN
polimérfico amplificado al azar), microsatélites (secuencias simples repetidas), AFLPs
(polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados), SCARs (regién amplificada de una
secuencia caracterizada), ISSR (secuencias internas simples repetidas), CAPs (polimorfismo por
digestion del producto de amplificacion) y STS (sitios etiquetados por la secuencia). Para la
visualizacion de este tipo de marcadores se utilizan diferentes metodologias, ya sea para poner
de manifiesto el ADN mediante tinciones (tincidon con nitrato de plata o con bromuro de etidio) o

mediante marcaje (con fluorescencia o radiactividad).

La utilizacion de un tipo u otro de marcador dependera de la disponibilidad del
laboratorio, de la especie y de los objetivos perseguidos. Cada marcador presenta ventajas y
desventajas, relacionadas con su tipo de herencia, el nivel de polimorfismo que proporciona, la
repetibilidad, la facilidad en la obtencién e identificacién, el coste econdmico, el conocimiento de
su posicion en el mapa genético, etc. En todo caso, la informacién derivada de las
caracterizaciones asistidas por marcadores moleculares ha sido aplicada en plantas en la
conservacién y gestion de los recursos fitogenéticos, en el conocimiento del sistema
reproductivo, en la seleccion asistida, en la identificacion varietal, en la elaboracion de mapas
genéticos, en el andlisis de la herencia de caracteres complejos, en estudios de diversidad

genética, etc.

A pesar del interés que tiene una caracterizacion morfoldgica o molecular, al final resulta
imprescindible conocer el comportamiento del material vegetal en campo, es decir, su adaptacion
a diferentes manejos de cultivo, sus producciones, su fenologia, su comportamiento frente a
estrés bidtico y abidtico y su rendimiento (caracterizacion agronémica). La informacién que
proporciona este tipo de caracterizacion es imprescindible, por ejemplo, antes de promover la

distribucién de determinados materiales.

1.5 Trabajos previos

En las dos Ultimas décadas, el Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo
Agroalimentario (SERIDA) junto con el Area de Genética de la Universidad de Oviedo han
desarrollado diferentes lineas de investigacion con el fin Ultimo de promover el cultivo sostenible

de esta especie. Fundamentalmente, se ha trabajado en los siguientes aspectos:
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1.5.1 Caracterizacion, conservacion y utilizacion d e recursos

fitogenéticos

En el afio 1991, se establecié la coleccion de judias del SERIDA con el objeto de
contribuir a la conservacién y utilizacion de la diversidad genética de la especie Phaseolus spp.
de la Cornisa Cantébrica. Esta coleccion fue creada a partir de una coleccién de trabajo reunida
por M. A. Fueyo, fruto de prospecciones realizadas en Asturias, centrada en los fenotipos de
semilla tipo faba Granja y Granjina (Fabada y Canellini, respectivamente, segun Voysest, 2000).
Desde entonces, han sido constantes las incorporaciones de nuevos materiales, a partir de otras

colecciones o de prospecciones realizadas por investigadores del SERIDA (Ferreira et al., 2005).

Las entradas conservadas en la coleccibn SERIDA estan agrupadas en dos grandes
grupos en funcién de su origen: germoplasma local y stock genético. El germoplasma local
incluye 381 entradas recolectadas en el norte de Espafia. El stock genético incluye 387 lineas o
variedades obtenidas de otras instituciones como fuentes de genes y caracteres o derivadas de
los programas de mejora genética desarrollados en el SERIDA (Ferreira et al., 2005). El material
local ha sido sometido a diferentes caracterizaciones y evaluaciones (Campa, 2006; Campa et
al., 2006; Ferreira et al., 2007) y se ha definido un juego de 72 entradas representativas de la

diversidad conservada en esta coleccidn y por tanto, prioritarias en su conservacion.

En 2003 se incorpora al stock genético, la coleccién nuclear del CRF-INIA (Centro de
Recursos Fitogenéticos del Instituto Nacional de Investigacidon y Tecnologia Agraria y
Alimentaria) propuesta por De la Rosa et al. (2000). Esta coleccion estd constituida por 211
entradas recolectadas en Espafia y hasta la fecha no habia sido caracterizada y evaluada en su
totalidad. La disponibilidad de una coleccion nuclear bien caracterizada desde diferentes

enfoques constituye una herramienta de gran utilidad para posteriores trabajos en la especie.
1.5.2 Andlisis genéticos

En los Ultimos afios se han llevado a cabo diferentes estudios encaminados a ampliar la
informacion acerca de la herencia de caracteres de interés como la resistencia a antracnosis
(Méndez de Vigo et al., 2005; Ferreira et al., 2008), se han identificado marcadores moleculares
estrechamente ligados a genes de resistencia o el habito de crecimiento (Mukeshimana et al.,
2005; Pafieda et al., 2007) y se han desarrollado dos mapas genéticos con el objeto de disponer
de una herramienta para la localizacién de genes de interés. Uno de estos mapas fue elaborado
sobre la descendencia F, derivada del cruzamiento Andecha x A252 (Rodriguez-Suarez et al.,
2007b). Otro mapa genético se ha elaborado en la poblacibn de lineas recombinantes
consanguineas derivadas del cruzamiento ‘Xana' x Cornell 49242 (Pafieda, 2005; Rodriguez-

Suarez, 2005; Campa, 2006; Sanchez, 2006). Este mapa incluye un total de 302 marcadores
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organizados en 11 grupos de ligamiento por lo que resulta un soporte excelente para la
localizaciéon de loci vinculados a caracteres cuantitativos (QTLs) de interés agrondémico,

fenoldgicos y relacionados con la calidad comercial de las semillas.
1.5.3 Mejora genética desarrollada en faba Granja

En los dltimos afios se han desarrollado programas de mejora genética con objeto de
incorporar caracteres que mejoren la rentabilidad del cultivo de faba Granja en Asturias, los

caracteres sometidos a mejora fueron:

- Resistencia genética a antracnosis. Enfermedad fungica producida por el hongo Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Bri. y Cav. que afecta de forma grave al cultivo de judia en el
norte de Espafa. El tipo faba Granja resulta susceptible frente a las razas locales de este

patégeno.

- Resistencia genética al virus del mosaico comun (BCMV) y el virus necrético del mosaico

comun (BCMNV). El tipo faba Granja resulta susceptible a ambos patégenos.

- Arquitectura o habito de crecimiento de la planta. Las poblaciones cultivadas de faba Granja
tienen un habito de crecimiento indeterminado trepador lo que repercute negativamente en el

manejo y rendimiento del cultivo

Fruto de este trabajo de mejora se dispone de una serie de lineas esencialmente
derivadas de la variedad comercial ‘Andecha’ (tipo faba Granja) con fenotipo de semilla faba
Granja aunque portadoras de nuevas combinaciones de genes. Al inicio de este trabajo no se
disponia de datos acerca del comportamiento de estas variedades élite en campo desde una
perspectiva agronémica y de calidad, aspectos de gran importancia antes de iniciar el proceso de

liberacion las nuevas variedades.
1.6 Objetivos generales

A partir de la situacién descrita en el punto anterior, el objetivo general de esta Tesis

pretende aportar una nueva contribucion a:

a) Ampliar el conocimiento de la diversidad genética local mediante el estudio de la coleccién

nuclear del Centro de Recursos Fitogenéticos (Madrid).

b) Conocer en profundidad los materiales desarrollados en el SERIDA via mejora genética para

promover la liberacién de aquellas lineas con mejores resultados.
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¢) Obtener informacién acerca del control genético de caracteres cominmente utilizados en las

caracterizaciones y en el desarrollo de programas de mejora.

Para facilitar el seguimiento del trabajo, éste se ha organizado en tres apartados
estrechamente relacionados. A su vez, cada apartado se ha estructurado en: introduccion,

material y métodos, resultados y discusion. Los apartados se han titulado:

- Caracterizacion y utilizacion de la coleccion nuclear de judias del CRF-INIA.

- Evaluacion agrondmica y de calidad de nuevas lineas de judia (Phaseolus vulgaris L.)
desarrolladas en el SERIDA.

- Incorporacion de caracteres cuantitativos morfo-agronémicos y de calidad de semilla en

el mapa genético de judia.
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2.1 Introduccion

2.1.1 Los recursos fitogenéticos

El hombre siempre ha utilizado los diferentes recursos disponibles en su entorno,
entre ellos se incluyen las especies vegetales. De este modo, ha domesticado y adaptado un
gran numero de dichas especies con diferentes fines dando lugar a numerosas variedades
locales que constituyen una diversidad genética particular conocida como recursos

fitogenéticos (Cubero et al., 2006).

El Tratado Internacional sobre Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion y la
Agricultura los define como "cualquier material genético de origen vegetal de valor real o
potencial para la alimentacion y la agricultura” (www.fao.org/AG/cgrfa/Spanish/itpgr.htm). Bajo
esta definicion, se incluyen normalmente las siguientes categorias de materiales: variedades
locales o variedades comerciales de especies cultivadas; especies silvestres o asilvestradas
afines a las cultivadas y materiales obtenidos en trabajos de mejora genética (Esquinas-
Alcazar, 1983). Los recursos fitogenéticos son la base para la recuperacion de variedades
locales, el desarrollo de nuevas variedades y para llevar a cabo estudios genéticos basicos de
ahi que sean considerados una pieza clave en la seguridad alimentaria y el en desarrollo
sostenible (véase por ejemplo Planes de actuacion 2004-2007 en conservacion y utilizacion
de recursos fitogenéticos; BOE N° 180 del 27/07/04).

En Espafia, la conservacion de los recursos fitogenéticos se articula a través de una
red de colecciones de germoplasma (colecciones de campo y colecciones de semilla) que en
el caso concreto de la judia esta formada por diversas colecciones de trabajo y bancos de
semilla. Dentro de las primeras destacan la de la ESTIA de la Universidad de Leén, la del
NEIKER-Pais Vasco y la del Consorci Escola Industrial de Barcelona. Los bancos de semillas
gue constituyen colecciones activas, se localizan en el Servicio Regional de Investigacion y
Desarrollo Agroalimentario del Principado de Asturias (SERIDA) (Ferreira et al., 2005), en la
Misién Biolégica de Galicia (CSIC) en Pontevedra, en el Banco de Germoplasma de
Horticolas de Zaragoza y en el Centro de la Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad
Valenciana (COMAYV). Ademas, en esta red se incluye el Centro de Recursos Fitogenéticos
del Instituto Nacional de Investigacidén y Tecnologia Agraria y Alimentaria (CRF-INIA), Madrid,
donde segun la legislacion vigente (Orden del 23/04/1993; Orden ECI/2510/2004) reside la
coleccién base de semillas y en la que debe estar depositado un duplicado de todas las

colecciones de semilla incluidas en la red.
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2.1.2 Colecciones nucleares

El mantenimiento de una coleccion de germoplasma implica una serie de actividades
como son: la adquisicién del material, la conservacién, la multiplicacion y regeneracion, la
caracterizacion y evaluacién y la documentacion (Kameswara et al., 2006). Estos procesos
pueden llegar a ser muy costosos en tiempo y en recursos materiales y humanos,
dependiendo de la especie y del nimero de accesiones que se reunen. Muchas colecciones
llegan a disponer de numerosas entradas, algunas de ellas incorporadas de un modo poco
organizado, lo que conduce a que exista presencia de: entradas duplicadas (accesiones
idénticas derivadas del intercambio entre colecciones), repetidas (accesiones idénticas
procedentes de diferentes prospecciones), o muy similares (proximas desde un punto de vista
genético y/o morfoldgico). Por todo esto, se tiende a depurar las colecciones o a establecer
colecciones nucleares que faciliten el mantenimiento y utilizacion de la diversidad genética. La
depuracién de una coleccién busca minimizar aquellas entradas repetidas o duplicadas, cuya
contribucion a la diversidad total reunida sea escasa. En definitiva, lo que se pretende es
disponer de colecciones de menor tamafio para facilitar su mantenimiento, caracterizacion y

utilizacion.

El concepto de coleccidon nuclear fue introducido por Frankel (1984). Para una
coleccion de germoplasma dada, una coleccion nuclear se define como un limitado juego de
entradas que representan la diversidad genética reunida en dicha coleccion (Brown, 1995;
van Hintum et al., 2000). De este modo, las colecciones nucleares se crean para proporcionar
una muestra representativa y estructurada de la coleccién, que ademas presenta un tamafio

mucho mas manejable que la coleccion completa.

En judia comdn se han descrito algunas colecciones nucleares que se han utilizado
con fines muy diferentes. Asi, por ejemplo, a partir de la coleccion del Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT, Cali, Colombia) donde se relne la mayor coleccién mundial de
esta especie, se han propuesto colecciones nucleares tanto para las entradas cultivadas
como para la entradas silvestres (Tohme et al.,, 1996). Estas colecciones nucleares se
establecieron considerando la caracterizacién morfoldgica y los datos de pasaporte con el fin
de representar la mayor parte de las areas agroecologicas del continente americano.
También, han sido sometidas a diferentes niveles de evaluacidn y caracterizacion
confirmandose en todos los casos la existencia de dos grandes grupos de germoplasma:
grupo andino y grupo mesoamericano. En Europa, donde la especie fue introducida, se han
propuesto algunas colecciones nucleares como la descrita por Rodifio et al., (2003) para la
Peninsula Ibérica a partir de la coleccion conservada en la Mision Bioldgica de Galicia o la
coleccién nuclear del CRF-INIA propuesta por de la De la Rosa et al. (2000); en adelante CN-
CRF.
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2.1.3 La coleccion nuclear de judias del CRF-INIA

El Centro de Recursos Fitogenéticos (CRF-INIA, Alcala de Henares, Madrid) es el
responsable del mantenimiento del inventario nacional y de la conservacién de la coleccién
base de semillas ortodoxas de la red espafiola de recursos fitogenéticos (O.M. de 23 de Abril
de 1993; BOE del 7/05/1993). En la coleccion base se conservan las entradas a largo plazo y
los intercambios son reducidos. Ademas, este centro mantiene colecciones activas de algunos
grupos de cultivos, siendo las leguminosas grano uno de los mas importantes (De la Rosa et
al., 2005). Las entradas han llegado al CRF procedentes de expediciones de recoleccidén o a
través de donaciones e intercambios con otras colecciones incluidas en la red. En la
actualidad, esta coleccion incluye 2842 entradas de la especie Phaseolus vulgaris L., de las
que 2472 se han recolectado en Espafia y se conservan en la coleccion activa
(www.inia.es/webcrf/CRFesp/Paginaprincipal.asp). Es por tanto, la coleccion mas numerosa y
representativa de la diversidad genética local espafiola. La amplia diversidad descrita en esta
especie en la Peninsula Ibérica ha llevado a algunos autores a sugerir que constituye un

centro de diversidad secundario de esta especie (Santalla et al., 2002).

En el afio 2000, De la Rosa et al. (2000) proponen una coleccion nuclear de 211
entradas para la coleccién de P. vulgaris L. reunida en aquel momento en el CRF-INIA (2287
entradas). Esta coleccion fue establecida a partir del andlisis de los datos de pasaporte
(provincia, localidad y altura sobre el nivel del mar del lugar de recoleccién) y de fenotipo de
semilla (color, forma y tamafio). Desde que fue propuesta, esta colecciébn no habia sido
sometida a una caracterizacién conjunta ni se habia profundizado en su conocimiento a fin de
disponer de una informacién minima que permitiera tanto su utilizacion como su modificacion.
Una coleccién nuclear bien caracterizada y representativa de la diversidad reunida en la
coleccion inicial, proporciona una herramienta de gran valor en la especie tanto para la
conservacién de la diversidad genética como para los trabajos de evaluacién (van Hintum et
al., 2000). Las colecciones nucleares son el juego de entradas que preferentemente se

conservan y se someten a caracterizaciones y evaluaciones desde diferentes puntos de vista.
2.1.4 Objetivos

Los objetivos de este apartado son:
- Profundizar en el conocimiento de la CN-CRF desde un punto de vista morfolégico.

- Conocer la estructura de la diversidad genética reunida mediante el empleo de

marcadores moleculares.

19



Apartado 2

- Definir el grupo de germoplasma al que pertenece cada una de las entradas.

- Contribuir a la actualizacion de la CN-CRF.

20



Apartado 2

2.2 Material y métodos

2.2.1 Material vegetal

Coleccioén nuclear del CRF-INIA

En este trabajo se analizaron 201 entradas de Phaseolus vulgaris L. de las 211 que
inicialmente se incluyeron en la coleccién nuclear del CRF-INIA propuesta por De la Rosa et
al. (2000). Todas las entradas estan conservadas en la CN-CRF del INIA (Madrid) aunque 35
de ellas también se encuentran duplicadas en la coleccién activa de judias del SERIDA. La
CN-CRF fue incorporada a la coleccion de semillas del SERIDA en 2004 y desde entonces se
esta manteniendo en dicha coleccion. La figura 2.1 muestra una semilla de cada una de las
accesiones que componen la coleccidon nuclear. Un total de 10 entradas: BGE022811,
BGE026247, BGE028943, BGE020065, BGE020089, BGE022825, BGE029584, BGE025104,
BGE025106 y BGE027097 no estaban disponibles porque presentaron baja/nula capacidad

de germinacién y el material existente era escaso.

Figura 2.1. Diversidad de fenotipos de semilla
presentes en la CN-CRF. Cada semilla representa

una entrada multiplicada con éxito en Villaviciosa.

Los datos de pasaporte de las 211 entradas que componen la CN-CRF, se pueden
consultar de forma mas detallada en el CD que acomparia a esta memoria y en la direccion
www.inia.es/webcrf/CRFesp/Paginaprincipal.asp. Cada entrada se identifica con el codigo del
Inventario Nacional de Recursos Fitogenéticos y se nombran con las letras BGE (Banco de
Germoplasma Espafiol) seguidas de un numero de 6 digitos. En la figura 2.2 se representa en
un mapa de Espafia el numero de entradas utilizadas en este trabajo de la CN-CRF

distribuidas por Comunidades Autbnomas.
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Desde su incorporacidn a la coleccion SERIDA, se han realizado diversos trabajos
sobre la CN-CRF:

- Caracterizacion asistida por proteinas de semilla como por ejemplo, la faseolina
(Pérez - Vega et al. 2006b).

- Evaluacion de la respuesta frente a cinco raza locales de antracnosis (Pérez - Vega
et al. 2006a).

Toda la informacién reunida de cada entrada se encuentra conservada en una base

de datos.
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Figura 2.2. Mapa de Espafia en el que se indica el nUmero de entradas de judia utilizadas en este trabajo

presentes en las Comunidades Auténomas y que constituyen la CN-CRF.

Variedades de referencia

Se utilizaron como testigos en el analisis molecular, 7 variedades de judia comudn
ampliamente conocidas: Michelite, TU, AB136, G2333 y Sanilac que pertenecen al grupo de
germoplasma mesoamericano y MDRK y Tendergreen pertenecientes al grupo de
germoplasma andino. Ademas, se incluyeron otras 3 entradas conservadas en la coleccion
del SERIDA: V215 de la especie P. coccineus y las entradas silvestres, G13004 (acervo

genético andino) y G23415 (acervo genético mesoamericano).
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2.2.2 Caracterizaciéon morfologica

Las 201 entradas de la coleccion nuclear se sembraron en invernadero en las
instalaciones del SERIDA-Villaviciosa, utilizandose entre 8-10 semillas por entrada, en un
marco de plantacion de 0,6 x 1,4 m y como tutores, varilla de hierro de 12 mm de diametro y
2,5 m de longitud. El objetivo de la siembra fue tanto la multiplicacion como la caracterizacion
mediante descriptores morfolégicos sencillos. Posteriormente, con el objeto de aumentar las
existencias de cada entrada, se realizaron otras multiplicaciones que también permitieron
caracterizar cada entrada al menos dos veces. En esta caracterizacion, se emplearon 28
descriptores cualitativos sencillos, todos ellos, con una importante componente genética en su
expresion. Ademas, se incluyé el caracter cuantitativo: peso medio de 100 semillas (g) para
clasificar las entradas en funcién del tamafio de las semillas. Estos descriptores (ver tabla
2.1), son los utilizados habitualmente en las caracterizaciones que se realizan en esta especie
en el SERIDA (Ferreira et al., 2005), adaptados a partir de las listas de descriptores
internacionales propuestas por IBPGR (1982), van Schoohoven y Pastror-Corrales (1987) y la
UPQV (1994).
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Tabla 2.1. Listado de los 29 descriptores empleados en la caracterizacién morfolégica segun Ferreira et al.
(2005).

Descriptores Clases fenotipicas
Planta/hoja
Habito de crecimiento | I 1] v
Color hipocaotilo Verde No verde Mezcla
Forma foliolo central Ovalado Hastado Acorazonado Romboédrico Otros

Flor/inflorescencia

Color alas Blanco Lila Violeta
Color estandarte Blanco Lila Violeta
Estrias en el estandarte Presente Ausente
Forma bracteola Ovalada Triangular Acorazonada Lanceolada
Tamafio bracteola Mayor caliz  Igual caliz Menor céliz
Fruto (vainas)
Color vaina verdeo Verde Amarilla Yerde
jaspeada
Forma vaina Recta tL%ie/;amente Curvada Recurvada
Seccion vaina Aplanada En pera Redondeada En ocho
Posicion del pico Marginal Central
Forma del pico Afilado Romo
Longitud vaina <10cm 10-15cm  >15cm
Color vaina madura Amarilla gr:paéglja Violacea
N° semillas / vaina 2-4 4-6 >6
Semilla
Forma longitudinal Ovalada Redonda Arrifionada  Oblonga
Forma transversal Llena Semillena Aplanada
Ne° colores uno Dos Tres
Brillo Blillante Medio Mate
Color principal Blanco Amarillo Marrén Rosado Pdrpura Negro Crema Otros
Color secundario Crema Pdrpura Marrén Gris Blanco
Color terciario Crema Pdrpura Marrén Negro
Distribucion de color Sin dibujo Mancha hilum (’\:Ao(::;i(t)e Rayado Partida Punteado
Proporcion color Uniforme Mitad Menos mitad Mas mitad
Venosidad Presente Ausente
Color hilum Presente Ausente
Tamafio de semilla Muy grande Grande Mediana Pequefia Muy pequefia
Aprovechamiento
Utilidad para verdeo Si No

Por otro lado, las entradas fueron agrupadas atendiendo a su parecido con las clases
comerciales descritas para semilla seca (Santalla et al., 2001). Las entradas que no fueron
incluidas en ninguna de estas clases se agruparon en la clase ‘Otros’. En aquellas entradas
que presentaron aptitud para verdeo (consumo de la vaina inmadura), se consideraron
ademas, las clases comerciales para vaina inmadura propuestas por Campa (2006) y que se
muestran en la tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Clases comerciales de vaina inmadura en funcion de los caracteres seccién de la vaina, color y

longitud.
Seccion
Plana Redonda
Longitud/color Larga Corta Larga Corta
Verde Plana larga vede Plana corta verde Redonda larga verde Redonda corta verde
Jaspeada Plana larga jaspeada Plana corta jaspeada Redonda larga jaspeada Redonda corta jaspeada
Amarilla Plana larga amarilla  Plana corta amarilla Redonda larga amarilla  Redonda corta amarilla

2.2.3 Caracterizacion asistida por marcadores molec  ulares

Obtencion de ADN gendémico

El ADN gendmico se obtuvo de hojas trifoliadas jévenes frescas procedentes de 5
plantas/entrada. Para la extraccion de ADN el tejido se pulverizé con nitrégeno liquido. Se
utilizaron entre 0,10-0,15 g de tejido fresco. La extraccion se realizé siguiendo el protocolo
descrito por Doyle y Doyle (1990) con ligeras modificaciones. EI ADN se diluy6 en TE (10 mM
TRIS, 1 mM EDTA, pH = 8) y se conservd a 4°C para su utilizaciéon a corto plazo y a -20°C
para su utilizacion a largo plazo. La concentracion de ADN se cuantific6 mediante
espectrofotometria a 260/280 nm y para la amplificacion de ADN se utilizaron alicuotas con

una concentracion de 10 ng/pl.
Obtencion de marcadores moleculares

A partir del ADN gendmico se realizaron amplificaciones mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Para llevar a cabo este trabajo se seleccionaron un total de
11 marcadores localizados en grupos de ligamiento independientes, con un alto nivel de
polimorfismo y de facil lectura e interpretacion. Todos estos marcadores presentan una
herencia mendeliana sencilla (Campa, 2006). En la Tabla 2.3 se indican los marcadores
analizados, el tipo de marcador, el grupo de ligamiento en el que se ubican y la referencia

donde se han descrito por primera vez.
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Tabla 2.3. Marcadores moleculares tipo microsatélite y SCAR utilizados. Se indica el grupo de ligamiento en
gue se ha ubicado cada marcador (GL) y la referencia de su descripcion. Microsatélite = repeticion de

secuencia simple. SCAR = regién amplificada de una secuencia caracterizada.

Marcador Tipo GL Referencia

BMd45 Microsatélite B1 Blair et al., 2003
BMd17 Microsatélite B2 Blair et al., 2003
BM172 Microsatélite B3 Blair et al., 2003
SW12 SCAR B4 Miklas et al., 2000
BM175 Microsatélite B5 Blair et al., 2003
BM170 Microsatélite B6 Blair et al., 2003
BM210 Microsatélite B7 Blair et al., 2003
BM151 Microsatélite B8 Blair et al., 2003
BM141 Microsatélite B9 Blair et al., 2003
SAP6 SCAR B10 Miklas et al., 2000
BM184 Microsatélite B11 Blair et al., 2003

Las reacciones de amplificacién, se realizaron en un termociclador MJResearch
PT100 siguiendo los programas de amplificacion descritos por cada autor. Se utilizé el enzima
EcoTaq polimerasa (Ecogen) variando las concentraciones de MgCl, segun las indicaciones
de los respectivos autores. En cada amplificaciéon se incluyeron las variedades de referencia

como control.

Visualizacion de los productos de amplificacion

Los productos derivados de las reacciones de amplificacién se separaron, atendiendo

a sus pesos moleculares, en dos tipos de geles:

- Geles de agarosa: Este tipo de geles se utilizé para los marcadores tipo SCAR vy el
microsatélite BMd45. Se usaron geles de agarosa a una concentracion del 2% (p/v). El
producto de amplificacién se mezclé con tampoén de carga 6x (15% Ficoll, 0,25% azul de
bromofenol) y se sometié a electroforesis con un voltaje constante (50 voltios). Se utilizaron
geles de unas dimensiones de 15 x 10 x 0,6 cm. Para el desarrollo de la electroforesis se
utilizé tampdn TAE 1x (40 mM TRIS, 0,12% acido acético, 1 mM EDTA). Los geles se tifieron

con bromuro de etidio y los fragmentos se visualizaron con luz ultravioleta.

- Geles de poliacrilamida: Este tipo de geles resultan méas eficaces en la separacién de
fragmentos de bajo y parecido peso molecular. Se utilizaron en los microsatélites, excepto
para el BMd45. Se trata de geles verticales de poliacrilamida al 8% (p/v) en condiciones no
desnaturalizantes con unas dimensiones de 21 x 18 x 0,1 cm. Para el desarrollo de la
electroforesis se utilizé6 tampon TBE 0,6x (89 mM TRIS, 89 mM &acido borico, 2 mM EDTA).
Los geles se tifleron con bromuro de etidio y los fragmentos se visualizaron con luz

ultravioleta.
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En ambos casos el tamafio de los fragmentos amplificados se estimé por comparacion
con un marcador de peso molecular (100 y 50 pares de bases, Amersham Biosciences)
respectivamente y con ayuda del programa informatico Photocapt MW 99.03. Las diferentes
variantes de cada marcador fueron clasificadas de acuerdo al tamafio de los fragmentos

amplificados y por comparacion con las variedades de referencia.
2.2.4 Agrupamiento del material

Se analizaron las relaciones filogenéticas a partir de una matriz binaria (0,1) elaborada
con los resultados obtenidos en la caracterizacion molecular. La presencia de cada alelo se
codific6 como 1 y la ausencia como 0. A partir de esta matriz se obtuvo la correspondiente
matriz de similaridad utilizando el coeficiente de Jaccard (Jaccard, 1908). El dendrograma se
obtuvo a partir de esta matriz de similaridad utilizando el método UPGMA (unweighted pair-
group method with arithmetic average). Por otra parte, las accesiones se agruparon también,
mediante un analisis de los componentes principales (ACP). Las dos variables que explican el
mayor porcentaje de variacion se utilizaron para obtener una gréfica de dispersion. Ambos

tipos de andlisis se llevaron a cabo con el programa informatico NTSYSpc v 2.1 (Rohlf, 1992).
2.2.5 indices de diversidad

Se utilizaron los indices de Shannon-Wienner y de Simpson para estimar la diversidad
de los caracteres morfoldgicos cualitativos analizados (van Hintum et al., 2000). Ambos
indices indican la heterogeneidad de la muestra, es decir, la cantidad y proporcién de los

diferentes elementos que la componen (Moreno, 2001).
El indice de Shannon-Wienner es un indice de equidad que se define como:
H'=-3piln (pi)
El indice de Simpson es un indice de dominancia que se define como:
A=YpZ 6 1/A=1/3ps?

Siendo p;, para ambos indices, la frecuencia de cada una de las clases fenotipicas de

un caracter. A medida que aumentan los valores H' y 1/A la diversidad es mayor.

La herencia de los marcadores utilizados (SCAR y microsatélites) habia sido
analizada previamente en distintas poblaciones segregantes. Por ello, los fragmentos de

diferente tamafio observados en los distintos genotipos para cada marcador se consideraron
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alelos. La diversidad para cada locus fue calculada utilizando el indice de contenido
polimérfico o PIC (polymorphism index content):

PIC = 1-3p/?

Donde p; es la proporcién de individuos que presentan el alelo i, calculado para cada
locus (Anderson et al., 1993).
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2.3 Resultados

2.3.1 Resultados de la caracterizacion morfologica

En el afio 2004 todas las entradas disponibles que se habian incluido dentro de la
coleccién nuclear se multiplicaron en invernaderos del SERIDA y se caracterizaron
morfologicamente. La tabla 2.4 resume los resultados obtenidos indicando en cada clase
fenotipica considerada el nUmero de entradas y la frecuencia de cada clase. Estos resultados
se pueden consultar de forma detallada para cada entrada en el CD que acompafia a esta
memoria. Los datos obtenidos muestran que en el conjunto de las entradas estudiadas, en
mayor o menor frecuencia, estan presentes todas las clases fenotipicas establecidas lo que
sugiere la existencia de una amplia diversidad genética dentro de la coleccién nuclear
espafiola. Siete entradas: BGE008273, BGE003696, BGE003700, BGE025130, BGE028964,
BGE026211 y BGE029592 presentaron mezcla para algun caracter.

La caracterizacion, pone de manifiesto también, que la mayor parte de las entradas
disponen de un fenotipo de planta con un habito de crecimiento indeterminado tipo IV (57%) y
el foliolo central de la hoja de forma ovalado (56%). En cuanto los caracteres de flor destacan
aquellas con las alas y el estandarte de color lila (48%). Por lo que respecta a los caracteres
de la vaina en estado de verdeo, la mayor parte de las entradas disponen de vaina recta o
ligeramente curvada, con seccion en forma de pera, de color verde, generalmente con el pico

en la posicion central y con una longitud no mayor de 15 cm.
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Tabla 2.4. Resultados de la caracterizacion morfolégica sobre la CN-CRF en base a 29 descriptores morfolégicos propuestos por Ferreira et al. (2005). Se indica entre

paréntesis el nimero de entradas y la frecuencia dentro de cada clase fenotipica establecida para cada caracter. El total se refiere al nimero de entradas analizadas para

cada descriptor.

Descriptores Total Clases fenotipicas (N° entradas/frecuencia)
Planta/hoja
Habito de crecimiento 201 1(43/21,4%) 11 (4/2,0%) 111 (40 / 19,9%) IV (114 / 56,7%)
Color hipocotilo 201 Verde (104 / 51,7%) No verde (94 / 46,8%) Mezcla (3 / 1,5%)
Forma foliolo central 201 Ovalado (112 /55,7%) Hastado (30 / 14,9%) Acorazonado (48 / 23,9%) Romboédrico (10 / 5,0%) Otros (1 /0,5%)
Flor/inflorescencia
Color alas 201 Blanco (86 / 42,8%) Lila (96 / 47,8%) Violeta (18 / 9,0%) Mezcla (1 / 0,5%)
Color estandarte 201 Blanco (85/42,3%) Lila (97 / 48,3%) Violeta (18 / 9,0%) Mezcla (1 / 0,5%)
Estrias en el estandarte 201 Presente (15/7,5%) Ausente (186 / 92,5%)
Forma bracteola 200 Ovalada (88 /43,8%) Triangular (16 / 8,0%) Acorazonada (34 / 16,9%) Lanceolada (62 / 30,8%)
Tamafio bracteola 200 Mayor cdliz (105 /52,2%) Igual céliz (83 / 41,3%) Menor céliz (12 / 6,0%)
Fruto (vainas)
Color vaina verdeo 201 Verde (173 /86,1%) Amarilla (21 / 10,4%) Verde jaspeada (6 / 3,0%) Mezcla (1 / 0,5%)
Forma vaina 201 Recta (108 /53,7%) Ligeramente curva (58 / 28,9%) Curvada (31 15,4%) Recurvada (4 / 2,0%)
Seccién vaina 201 Aplanada (49 / 24,4%) En pera (122 / 60,7%) Redondeada (27 / 13,4%) En ocho (3 /1,5%)
Posicién del pico 201 Marginal (85 /42,3%) Central (116 / 57,7%)
Forma del pico 201 Afilado (107 / 53,25) Romo (94 / 46,8%)
Longitud vaina 201 < 10cm (82/40,8%) 10 - 15 cm (83 / 41,3%) >15cm (36 /17,9%)
Color vaina madura 201 Amarilla (138/68,7%) Amarilla jaspeada (47 / 23,4%) Violacea (14 / 7,0%) Mezcla (2 / 1,0%)
Ne° semillas / vaina 201 2-4(63/31,3%) 4-6 (105 / 52,2%) > 6 (33 16,4%)
Semilla
Forma longitudinal 201 Ovalada (75/37,3%) Redonda (16 / 8,0%) Arrifionada (86 / 42,8%) Oblonga (24 / 11,9%)
Forma transversal 201 Llena (101 /50,2%) Semillena (80 / 39,8%) Aplanada (20 / 10,0%)
N° colores 201 Uno (143 /71,1%) Dos (42 / 20,4%) Tres (17 / 8,5%)
Brillo 201 Blillante (70 / 34,8%) Medio (95 / 47,3%) Mate (36 / 17,9%)
Color principal 201 Blanco (52 / 25,9%) Amarillo (16 / 8,0%) Marrén (33 / 16,4%) Rosado (22 / 10,9%) Purpura (16 / 8,0%) Negro (20 / 10,0%) Crema (33/16,4%) Otros (9/4,5%)
Color secundario 42  Crema (15/35,7%) Purpura (13 / 31,0%) Marrén (11 / 26,2%) Gris (21 4,8%) Blanco (1/2,4%)
Color terciario 17 Crema (7/41,2%) Purpura (7 / 41,2%) Marrén (2 / 11,8%) Negro (1/5,9%)
Distribucién de color 201 Sindibujo (159/79,1%) Mancha hilum (11 /5,5%) Moteado constante (12 / 6,0%) Rayado (16 / 8,0%) Partida (2 / 1,0%) Punteado (1 / 0,55%)
Proporcién color 201 Uniforme (159/79,1%) Mitad (8/4,0%) Menos mitad (33 / 16,45) Mas mitad (1 / 0,5%)
Venosidad 201 Presente (50 /24,9%) Ausente (151 / 75,1%)
Color hilum 201 Presente (118/58,7%)  Ausente (83 /41,3%)
Tamarfio de semilla 200 Muy grande (13/6,5%) Grande (61 /30,3%) Mediana (73 / 36,3%) Pequefia (49 / 24,4%) Muy pequefia (4 / 2,0%)
Aprovechamiento
Utilidad para verdeo 201 Si(72/35,8%) No (129 / 64,2%)
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En cuanto al fenotipo de semilla se ha constatado la existencia de una gran variacion.
La mayor parte de las entradas presentan semillas de color blanco, con brillo medio o brillante
y con forma longitudinal arrifionada u ovalada. Atendiendo al color principal, la coleccion
estudiada dispone de representantes en todas las clases consideradas, ademas, aparecen 9
entradas que no estan incluidas en ninguna de estas categorias: 7 grises (BGE002209,
BGE003165, BGE003554, BGE023180, BGE023190, BGE025142 y BGE028940) y 2 verdes
(BGE024024 y BGE0289477). Las entradas con semilla verde se corresponden con una
variedad conocida en el norte de Espafia como Verdina o faba de marisco cuyo color verdoso

es debido a una recoleccion precoz, cuando la semilla no ha completado su maduracion.

También, es de destacar, que 72 entradas (34% del total de la coleccion) permiten un
aprovechamiento en vaina inmadura o en verde (vainas con poca fibra y muy carnosa). La
tabla 2.5 muestra las clases comerciales de judias de verdeo identificadas, la mayor parte se
clasifican dentro de la clase judia plana larga verde. Solamente 2 clases de las propuestas en
la tabla 2.2, redonda corta jaspeada y plana corta jaspeada no estan presentes en la

coleccion nuclear espafiola.

Tabla 2.5. Namero de entradas de la CN-CRF con utilidad para verdeo que muestran parecido con las clases

comerciales de judias verdes o fréjoles propuestas por Campa (2006).

Clase comercial N° entradas
Plana larga verde 32
Plana larga jaspeada 1
Plana larga amarilla 5
Plana corta verde 17
Plana corta amarilla 1
Redonda larga verde 11

Redonda larga jaspeada

2
Redonda larga amarilla 1
Redonda corta verde 1

1

Redonda corta amarilla

La tabla 2.6 agrupa las diferentes entradas en clases comerciales atendiendo a la
semejanza con las clases comerciales de judia grano descritas por Santalla et al. (2001). De
las 48 clases comerciales descritas por estos autores, dentro de la coleccién nuclear estan
presentes 37 siendo el tipo Rosada (19 entradas) y Marrow (11 entradas) las clases mas
frecuentes. Sin embargo, 46 entradas (‘Otros’ en la tabla 2.6) no fue posible asociarlas a
ninguna clase comercial. Dentro de este grupo ‘Otros’ se ha identificado una amplia variacién
en cuanto a fenotipo de planta, vaina y semilla. Atendiendo al fenotipo de semilla, se han
establecido al menos 36 clases distintas en el mencionado grupo: 7 subgrupos formados por
varias entradas con fenotipo de semilla similar y 29 con una Unica entrada que representa ese

fenotipo de semilla.
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Tabla 2.6. Numero de entradas de la CN-CRF que muestran parecido con las clases comerciales propuestas
por Santalla et al. (2001). Se indica el fenotipo de semilla representativo de cada clase comercial.

Clase comercial N® entradas  Clase comercial N° entradas
(,_J Azufrado 4 @3 Ofros1 2
‘;J Bayo gordo 6 a Oftros 2 4
@ cockcanclini 5 @ Ovos3 1
@D Backmoted 1 @D oross 2
. Black turtle 2 é Otros 5 4
- Brown garbanzo 6 @ otross 2
. Brown marrow 2 a Otros 7 1
° Brown mottled 7 é Otros 8 1
L Canario bola 1 aOtros 9 2
Q. Canela 6 @ otos 10 1
___ Canelini 2 & otos 11 1
. Carioca 1 .Otros 12 1
° Cranberry 3 - Otros 13 1
o Dark garbanzo 3 @ oOtros 14 1
- Dark red kidney 2 -’/ Otros 15 1
___ Fabada 3 &P Otos16 2
u; Fabada pinto 1 - Otros 17 1
__  Great nothemn 9 . Otros 18 1
_— Kidney caparron 1 @ Otros 19 1
@ Large cranberry 4 i Otros 20 1
— Large great nothern 4 @ Otros 21 1
o Large red mottled 1 @ otos 22 1
@D Lghtredkidney 1 @ ovos2z 1
- Manteca 2 & Otros 24 1
i Marrow 11 @ Otros25 1
@ wuiatinho 2 “..) Otros 26 1
. Negro brillante 8 Wy Ofros 27 1
° Ojo de cabra 2 . Otros 28 1
-.,a Red caparron 2 @) Otros 29 1
- Red pinto 4 & otos 30 1
@D Rosada 19 @ otos 31 1
N Rounded caparron 7 @) Ofros 32 1
. Sangretoro 6 “ Oftros 33 1
@ smalrea 1 @ otos3ze 1
z Small white 3 @»  Otros 35 1
(] Small yellow 6 @ otos36 1
770 White kidney 6

32



Apartado 2

En la tabla 2.7 se muestran los grupos de entradas que pertenecen a la misma clase
comercial segun Santalla et al. (2001) y que presentan alto grado de similitud para el conjunto
de caracteres morfologicos estudiados. La clase comercial Rosada presente

mayoritariamente en la coleccion es la que tiene mayor nimero de entradas similares.

Tabla 2.7. Entradas de la CN-CRF con alto grado de similitud. Estan incluidas en el mismo grupo de fenotipo

de semilla y no presentan diferencias en la caracterizacién morfolégica.

Clase comercial Entradas similares

Rosada BGE003484 y BGE024038
BGE004496 y BGE028958
BGE025124 y BGE029593
Brown garbanzo BGE025080 y BGE027076

Bayo gordo BGE003482 y BGE005440
Fabada BGE010957 y BGE011016
Great nothern BGE004026, BGE005484 y BGE028953
Large great nothern BGE013972y BGE019991
Negro brillante BGE004469 y BGE029569
Rounded caparron BGE002016 y BGE013952
Small yellow BGE004031 y BGE004435

2.3.2 indices de diversidad

En la tabla 2.8 se presentan los indices diversidad de Shannon-Wienner y de Simpson
estimados para los caracteres morfoldgicos analizados en la CN-CRF. Los valores estimados
de estos indices resultan, en general elevados, indicando la importante diversidad reunida en
la coleccion nuclear para los caracteres morfologicos considerados. El indice de Shannon-
Wienner oscil6 entre 1,479 para el caracter color principal de la semilla y 0,265 para la
presencia de estrias en el estandarte.
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Tabla 2.8. Estimacién del valor de los indices de diversidad de Shanon-Wienner (H’) y de Simpson (1/A) para
los caracteres morfologicos analizados en la CN-CRF. Se indican los valores estimados para caracteres de

planta, vaina y aprovechamiento y caracteres de semilla.

indice de Shannon- indice de

Descriptores . .
Wienner (H") Simpson (A)

Planta/hoja

Habito de crecimiento 1,051 2,454
Color hipocotilo 0,759 2,055
Forma foliolo central 1,127 2,549
Flor/inflorescencia

Color alas 0,959 2,385
Color estandarte 0,958 2,382
Estrias en el estandarte 0,265 1,160
Forma bracteola 1,226 3,108
Tamafio bracteola 0,873 2,237
Fruto (vainas)

Color vaina verdeo 0,496 1,329
Forma vaina 1,059 2,524
Seccién 0,980 2,242
Posicién del pico 0,681 1,954
Forma del pico 0,691 1,992
Longitud vaina verdeo 1,039 2,710
Color vaina madura 0,829 1,883
N° semillas / vaina 0,999 2,512
Semilla

Forma longitudinal 1,186 2,916
Forma transversal 0,942 2,376
Ne° colores 0,775 1,802
Brillo 1,030 2,654
Color principal 1,479 6,353
Distribucion de color 0,713 1,566
Proporcion color 0,637 1,528
Venosidad 0,561 1,597
Color hilum 0,678 1,941
Tamario de semilla 1,329 3,472
Aprovechamiento

Utilidad para verdeo 0,652 1,851

2.3.3 Resultados de la caracterizacion molecular

Anéalisis de marcadores moleculares en la CN-CRF

La tabla 2.9 indica, para cada marcador, el nimero de alelos observados en el
material analizado y el valor del indice de contenido de informacién polimoérfica (PIC). La
mayor parte de los marcadores presentaron un nimero de alelos (o variantes) mayor de 6 y

un valor de PIC superior a 0,7.
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Tabla 2.9. Marcadores analizados en la CN-CRF. Se indica en cada caso, el tipo de marcador, el grupo de

ligamiento, el rango de peso molecular (pares de bases) que comprenden los diferentes alelos, asi como el

valor del indice PIC.

Marcador

Tipo

PIC

BMd45
BMd17
BM172
Swil2

BM175
BM170
BM210
BM151
BM141
SAP6

BM184

Microsatélite
Microsatélite
Microsatélite
SCAR

Microsatélite
Microsatélite
Microsatélite
Microsatélite
Microsatélite
SCAR

Microsatélite

Grupo Rango peso
ligamiento alelos Mmolecular

B1 2 150-200

B2 4 94-120

B3 9 84-119

B4 7 475-750

B5 9 162-200

B6 7 200-250

B7 7 160-195

B8 6 136-153

B9 9 185-260
B10 2 800

B11 5 150-163

0,47
0,56
0,75
0,56
0,76
0,79
0,70
0,71
0,81
0,44
0,76

Se observo un valor medio de 6,1 alelos por marcador (minimo 2; maximo 9) y un

valor medio de PIC de 0,66 (minimo 0,44; méaximo 0,81). Destacan los microsatélites BM210,
BM170, BM172, BM141 y BM175, tanto por su elevado PIC como por el nimero de alelos

identificados (>7). En la figura 2.3 se muestran, sobre geles de poliacrilamida o agarosa,

algunos de los alelos observados para 6 de los marcadores analizados.
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Figura 2.3. Alelos observados para algunos de los microsatélites 0 SCAR analizados. A, B, C, D, E geles de
poliacrilamida al 8% (p/v) mostrando los alelos encontrados para los microsatélites BMd17 (A), BM151 (B),
BM210 (C), BM141(D) y BM170 (E). F, gel de agarosa al 1% (p/v) con los alelos del SCAR SAP6. En todos
los casos la calle 1 muestra el marcador de peso molecular, de 50 pb en las figuras A, B, C, D, y E, y de 100

pb en la figura F. En las calles 2 a la 10 aparecen diferentes entradas de la CN-CRF.
Andlisis de las relaciones filogenéticas

A partir de los datos obtenidos para cada entrada y para cada marcador (matriz de
datos 0, 1) se realizd un analisis de componentes principales con el fin de reducir el nimero
de variables e identificar agrupamientos entre los materiales. Mediante este analisis, se
encontraron dos variables que explican el 36,87% de la varianza: la variable 1 (Dim-1) explica
el 25,65% y la variable 2 (Dim-2) explica el 11,22% de la varianza. Considerando una tercera
variable (Dim-3), los resultados no cambian significativamente porque sélo explica el 5,11%.
La figura 2.4 representa, en una grafica de dispersién, la disposicion de cada entrada
analizada en funcién de estas dos nuevas variables. En esta representacion se observa que
aparecen dos grupos principales, uno en el extremo superior izquierdo (A) y otro en el
extremo inferior derecho (M). Considerando la posicién de las variedades testigo, un grupo
podria considerarse como germoplasma andino (superior izquierdo) y otro como
germoplasma mesoamericano (inferior derecho). Entre ambos grupos aparecen una serie de

entradas que ocupan una posicién ambigua. El testigo silvestre andino y la especie Phaseolus
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coccineus L. (V215) se separan del resto de materiales. La mayoria de las entradas estan

préximas al grupo de germoplasma andino.
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Figura 2.4. Gréfica de dispersion obtenida a partir de las dos principales variables (Dim-1 y Dim-2) derivadas
del analisis de componentes principales en base a los datos moleculares de 11 marcadores en 201 entradas
de la CN-CRF y 10 variedades testigo. El analisis permite establecer dos grupos de materiales que teniendo
en cuenta la posicién que ocupan las variedades testigo podrian considerarse que pertenecen al grupo de
germoplasma andino o mesoamericano. Cada punto representa una entrada. Se indican en rojo las
variedades utilizadas de referencia. El circulo azul sefiala los materiales que podrian pertenecer al
germoplasma andino (A) y el circulo rojo los que podrian pertenecer al germoplasma mesoamericano (M).

Los puntos negros representan las entradas que se localizan en una posicion ambigua.

Por otra parte, las entradas fueron agrupadas en un dendrograma obtenido mediante
el método UPGMA y a partir del indice de similitud de Jaccard (1908). En la figura 2.5 se
representa el dendrograma, que puede verse con el nombre de cada entrada en el CD que

acompafa a esta memoria.
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Figura 2.5. Dendrograma obtenido utilizando la distancia de Jaccard y el método de agrupacion UPGMA a
partir del andlisis de 11 marcadores moleculares en 201 entradas de la CN-CRF y en 10 variedades testigo.
Cada final de linea se corresponde con una entrada y se sefialan las variedades testigo y P. coccineus. Las
entradas representadas con un punto negro, se corresponden con las sefialadas del mismo modo, en la
gréfica de dispersion obtenida a partir del analisis de componentes principales.
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En este dendrograma, se observa como la especie P. coccineus se separa del resto
del material analizado (valor del indice de similitud = 0,084), ya que generalmente presentd
alelos muy diferentes a Phaseolus vulgaris L. El material de P. vulgaris se organizé en dos
grandes grupos que, por la posicidn de las variedades de referencia podrian ser asignados a

los dos principales grupos de germoplasma:

Grupo mesoamericano: constituido por 56 entradas, incluye las variedades de
referencia descritas como de origen mesoamericano (Sanilac, Michelite, TU, AB136, G2333 y
el silvestre de esta procedencia G23415). Dentro de este grupo aparecen los tipos
comerciales: Bayo gordo (1 entrada), Black turtle (2), Brown garbanzo (1), Brown marrow (2),
Brown motled (5), Carioca (1), Great northern (9), Large great northern (3), Fabada (3),
Marrow (2), Manteca (1), Rosada (3), Small yellow (3), Sangretoro (1), Small white (3) y Otros
(16 entradas; subgrupos: 1, 6, 10, 14, 15, 18, 21, 22, 23, 26, 27, 29, 32, 35y 36).

Grupo andino: constituido por 145 entradas, incluye las variedades de referencia
consideradas de origen andino (Tendergreen, MDRK vy el silvestre de esta procedencia
G13004). Dentro de este subgrupo aparecen las clases comerciales: Azufrado (4 entradas),
Black canellini (4), Bayo gordo (6), Black mottled (1), Brown garbanzo (2), Brown marrow (2),
Brown motled (1), Canario bola (1), Canela (5), Canellini (2), Cramberry (4), Dark garbanzo
(3), Dark red kidney (2), Fabada pinto (1), Great northern (2), Kidney caparron (1), Large
cranberry (4), Large great northern (1), Light red kidney (1), Large red mottled (1), Marrow (9),
Manteca (1), Mulatinho (2), Negro brillante (8), Ojo de cabra (2), Red caparron (3), Red pinto
(4), Rosada (15), Rounded caparron (7), Sangretoro (5), Small red (1), Small yellow (3), White
kidney (6) y Otros (31 entradas, subgrupos: 1, 2, 3,4,5, 6,7, 8,9, 11, 12, 13, 16, 17, 19, 20,
24, 25, 28, 30, 31, 33y 34).

Las entradas que ocupaban una posicion ambigua entre los dos grupos de
germoplasma en la representacién del analisis de componentes principales (ver figura 2.4), se
han incluido en el grupo andino o mesoamericano de acuerdo a su posicion en el
dendrograma. En su mayoria, estas entradas (representadas con un punto negro), aparecen

agrupadas (ver figura 2.5).

Finalmente, estos resultados muestran que hay muy pocos grupos de entradas
idénticas, ya que la mayor parte ellas presentaron diferencias en el patrén de amplificacién de
los marcadores analizados, para un valor de indice de similitud menor de 1. En la tabla 2.10
se indican los grupos de entradas que no presentaron diferencias en el patron molecular para
los marcadores analizados (valor del indice de Jaccard = 1). Por otro lado, considerando un
valor del indice de similitud = 0,77, las entradas difieren en 1 o 2 alelos en el patrén de

amplificacion. La pareja de entradas BGE010957 y BGE011016 del tipo comercial Fabada
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comparte el 99% del patrén de amplificacion (sélo difieren en 1 alelo); en el resto de los casos

los grupos de entradas se diferencian en 2 alelos.

Tabla 2.10. Grupos de entradas de la CN-CRF que no presentan diferencias en al menos el 98% en el patron

molecular para los marcadores analizados (valores del indice de Jaccard = 0,77).

indice de B
Entradas coleccion nuclear CRF-INIA
Jaccard
1 BGE002108 y BGE008272

BGE022508 y BGE022512
BGE003283 y BGE003645
BGE022476 y BGE022494

20,77 BGE010957 y BGE011016
BGE002108, BGE008273 y BGE011758
BGE022508, BGE022512 y BGE025080
BGE003283, BGE003645 y BGE026166
BGE004453 y BGE005475
BGEO000993 y BGE001472
BGE024699 y BGE011060
BGE004469 y BGE005487
BGE026211 y BGE013952
BGE002116 y BGE004445
BGR003121 y BGE029705
BGE003261 y BGE003626
BGE003203 y BGE029604
BGE029593 y BGE026151
BGE013964 y BGE004432
BGE001452 y BGE022070
BGE010387 y BGE003128
BGE003654 y BGE004025
BGE001856 y BGE003079
BGE003208 y BGE003246

Por otro lado se investigé la asociacion entre cada uno de los marcadores moleculares
y morfolégicos y el grupo de germoplasma. En la tabla 2.11 se muestran las frecuencias de
las distintas variantes encontradas para cada marcador en funcion del grupo de
germoplasma. Se indica la posible diferencia significativa mediante el test de Chi-cuadrado de
contingencia. No se han encontrado marcadores moleculares exclusivos de grupos de
germoplasma, aunque aparecen diferencias significativas tanto para la faseolina como para el
resto de los marcadores y los dos grupos de germoplasma, es decir, determinados alelos se
encuentran preferentemente en un determinado grupo de germoplasma. Por ejemplo, en el
marcador BMd45 el alelo de 200 pb se encuentra preferentemente en el germoplasma andino
mientras que el alelo 150 pb se encuentra preferentemente en el grupo de germoplasma

mesoamericano.
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Tabla 2.11. Frecuencias de las distintas variantes encontradas para cada marcador en funcion del grupo de
germoplasma. Se indican las variedades de referencia que presentan el alelo de cada marcador. Se sefiala la

posible diferencia significativa mediante el test de Chi-cuadrado de contingencia p < 0,01* 0,01 > p < 0,05*

ns p > 0,05.
Tamano Andino Mesoamericano 5
Marker x p
(pb) Observados Esperados Observados Esperados
SAP6 - 126 100,8 23 48,2 67,26 **
800 16 41,2 45 19,8
Swil2 - 108 89,0 15 34,0 44,32 **
475 0o 2,2 3 0,8
550 9 13,7 10 53
600 4 8,0 7 3,0
700 9 13,7 10 53
725 14 15,2 7 58
750 5 7,2 5 2,8
BMd17 94 4 8,5 8 3,5 60,86 **
105 96 70,7 4 29,3
120 47 67,8 49 28,2
BM184 150 4 32,6 42 13,4 113,67 **
155 22 18,4 4 7,6
157 54 46,1 11 18,9
160 50 36,9 2 15,1
163 16 12,0 1 5,0
BM151 142 4 3,6 1 1,4 13,29 **
145 18 17,1 6 6,9
148 62 51,9 11 21,1
150 45 54,1 31 21,9
153 19 21,3 11 8,7
BMd45 150 20 54,0 55 21,0 121,37 **
200 127 93,0 2 36,0
BM210 165 80 63,8 8 24,2 120,18 **
170 56 42,8 3 16,2
178 7 11,6 9 4,4
183 1 16,7 22 6,3
188 1 73 9 2,8
195 0 2,9 4 1,1
BM170 - 8 5,6 o 2,4 46,90 **
200 17 24 17 10
210 16 26,8 22 11,2
220 11 14,1 9 59
230 64 48,7 5 20,3
240 26 21,9 5 9,1
250 4 4,9 3 2,1
BM172 84 2 1,4 0o 0,6 155,05 **
87 o 57 8 2,3
89 0o 21 3 0,9
91 81 58,9 2 24,1
96 7 36,2 44 14,8
98 10 71 0o 2,9
110 29 8,4 0o 8,4
119 20 17 4 7
BM141 185 1 0,7 0o 0,3 117,81 **
190 o 0,7 1 0,3
195 2 22 29 9
218 14 25,5 22 10,5
240 42 32,6 4 13,4
243 54 41,1 4 16,9
245 23 16,3 0o 6,7
248 8 6,4 1 2,6
260 3 2,1 [¢] 0,9
BM175 170 5 24,7 30 10,3 132,94 **
173 8 16,2 15 6,8
180 21 15,5 1 6,5
185 85 60,7 1 25,3
190 24 18,3 2 7,7
195 2 71 8 2,9
198 1 1,4 1 0,6
200 0 2,1 3 0,9
Faseolina A 8 57 o 23 113,22 **
C 81 62,5 6 24,5
H 3 2,2 o 0,8
S 3 30,2 39 11,8
T 49 42,4 10 16,6
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En la tabla 2.12 se muestran las frecuencias de las distintas clases analizadas para
algunos caracteres morfolégicos y para cada grupo de germoplasma. Se indica la posible
diferencia significativa mediante el test de Chi-cuadrado de contingencia. Los caracteres
morfologicos: forma del foliolo central de la hoja, presencia de estrias en el estandarte, forma
de la bractedla, posicién del pico de la vaina y tamafio de la semilla se han asociado

tradicionalmente a grupos de germoplasma particulares (Singh et al., 1991).

No se han encontrado caracteres morfolégicos exclusivos de grupos de germoplasma.
Dos caracteres: estrias en el estandarte y posicion del pico no muestran unas frecuencias
significativas entre grupos de germoplasma. Si aparecen diferencias significativas para la
forma del foliolo central de la hoja, la forma de la bractedla y el tamafio de la semilla y los dos

grupos de germoplasma.

Tabla 2.12. Frecuencias de las clases analizadas para cinco caracteres morfoldgicos asociados a grupos de
germoplasma (Singh et al.,, 1991). Se sefala la posible diferencia significativa mediante el test de Chi-
cuadrado de contingencia p < 0,01** 0,01 >p <0,05* nsp >0,05.

Carécter Andino Mesoamericano :
Observados Esperados Obsrvados Esperados
Forma foliolo central de la hoja Ovalado 83 81,8 29 30,2 18,9 **
Hastado 30 21,9 0 8,1
Acorazonado 27 35,0 21 13,0
Romboédrico 6 7,3 4 2,7
Estrias estandarte Si 136 135,0 49 50,0 0,3 ns
No 10 11,0 5 4,1
Forma bracteola Ovalada 69 64,6 19 23,4 29,0 **
Triangular 12 11,7 4 4,3
Acorazonada 12 24,2 21 8,8
Lanceolada 53 45,5 9 16,5
Posicién pico Marginal 87 84,7 29 31,3 0,6 ns
Central 59 61,3 25 22,7
Tamafio semilla Muy grande 10 9,5 3 35 48,5 **
Grande 59 44,5 2 16,5
Mediana 56 53,3 17 19,7
Pequefia 20 35,8 29 13,2
Muy pequefia 1 29 3 11
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2.4 Discusion

La judia comUn es una especie extraordinariamente polimorfica para distintos
caracteres morfologicos. En la caracterizacion de esta especie, se describen multitud de
alternativas o clases y las combinaciones que existen entre ellas son numerosas. Por
ejemplo, el polimorfismo de la semilla afecta al color, la forma, las dimensiones y la
distribucién del color. Asi, se han descrito al menos 48 clases comerciales (Voysest, 2000;

Santalla et al., 2001) y ademéas numerosos fenotipos de semilla distintos.

Los resultados de esta caracterizacion morfolégica ponen de manifiesto la amplia
diversidad genética presente en el material analizado ya que, en mayor o menor medida
estan representadas todas las clases fenotipicas y el numero de clases con muy pocos
representantes es muy escaso (ver tabla 2.4). Los elevados valores obtenidos para los
indices de Shannon-Wienner y Simpson (ver tabla 2.8), en la mayoria de los caracteres,
reflejan esta diversidad también puesta de manifiesto en los trabajos pioneros de Puerta
Romero (1961) o en trabajos mas recientes (Santalla et al., 2002; Ferreira et al., 2005). La
elevada diversidad genética local conservada en la CN-CRF, fruto de numerosas

prospecciones por el territorio nacional, puede ser consecuencia de diferentes procesos:

a) Una introduccion continua de germoplasma local procedente de otras partes del

mundo y posterior seleccién/adaptacion por parte del medio y de los agricultores.

b) Un proceso de adopcion, por parte de los agricultores, de variedades comerciales

sobre todo en las entradas de judia de verdeo.

¢) Una hibridacion natural que haya generado nuevas combinaciones genéticas

seguida de una seleccidn por parte del medio y de los agricultores locales.

La caracterizacion morfologica es el primer paso en la descripciéon de un material y
puede realizarse con mayor o menor detalle. Para la caracterizacion morfolégica llevada a
cabo en este trabajo, se utilizaron los descriptores empleados habitualmente en las
caracterizaciones de judia en el SERIDA (Ferreira et al., 2005). Se trata de descriptores
cualitativos con una importante base genética en su expresién (véase Lista de genes de
Phaseolus vulgaris L.; Bassett, 2004). Estos descriptores resultaron sencillos, objetivos y
rapidos de tomar, con pocas clases objetivas y de interés en la especie. El juego de
caracteres se ha revelado muy eficaz en la descripcién y diferenciaciéon de la diversidad
reunida, sin recurrir a tediosos caracteres cuantitativos como dimensiones de vainas,
dimensiones de semilla, fenologia... con mayor o menor influencia ambiental (véase apartado

3 de esta memoria).
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Algunos de los caracteres morfoldgicos empleados en este trabajo, como la forma del
foliolo central de la hoja, forma de la bracteola, posicion del pico de la vaina, presencia de
estrias en el estandarte y tamafio de la semilla se han asociado a grupos de germoplasma
(Singh et al., 1991). Sin embargo, los resultados obtenidos en esta caracterizacion plantean
dificultades para asignar las entradas a los grupos de germoplasma en base a descriptores
morfoldgicos (ver tabla 2.12). Un ejemplo de esta situacidon es el tipo comercial Fabada
(BGE010957, BGE011016 y BGE027962) que muestra caracteres morfologicos tipicos de
materiales mesoamericanos (foliolo central ovalado o acorazonado, pico de la vaina en
posicién ventral y bracteola ovalada) y caracteres tipicos de materiales andinos (pilosidad en
las hojas, entrenudos largos y semilla muy grande). Estos resultados sugieren que la
asignacion de un material a un grupo de germoplasma no deberia realizarse exclusivamente

atendiendo a caracteres morfologicos.

La agrupacion de las semillas atendiendo a su parecido con las clases comerciales
también refleja la importante diversidad genética presente en la coleccion nuclear analizada
puesto que de las 48 clases propuestas encontramos 37 dentro del material estudiado (ver
tabla 2.6). Asi mismo, se identificaron un total de 46 entradas cuyo fenotipo de semilla no se
ajusta a estas clases comerciales y que constituyen 36 fenotipos de semilla distintos. Las
clases comerciales mas frecuentes son Rosada, Marrow, Great nothern y Negro brillante.
Ademads, dentro de este juego de entradas estan presentes los principales tipos varietales
cultivados en Espafia como Fabada, Verdina, Tolosana, Rifidn, Granjina o Canellini, Canela,
Arrocina, Negrito, Palmefia, Manto de la virgen y Canario muchas de ellas descritas
previamente (Puerta Romero 1961; Asensio et al., 1990; Reinoso et al., 2007). Finalmente,
esta caracterizacion de las entradas evidencia la ausencia en la coleccién analizada, de al
menos dos fenotipos de semilla de judia importantes en Espafia; por una parte el tipo Hen
eye que si esta presente en la coleccion del SERIDA (entradas V211 y V294) y el tipo Hook o
Ganxet caracteristico de Catalufia (la entrada BGE001145 que figura en los datos de
pasaporte como Ganxet no se ajusta a este fenotipo de semilla). La inclusién de estos 2 tipos

en la coleccion deberia ser considerada a corto plazo.

Para desarrollar este trabajo se ha buscado disponer de marcadores altamente
variables como los microsatélites aunque en el caso de los grupos de ligamiento B4 y B10 se
ha tenido que recurrir a marcadores tipo SCAR por el reducido nimero de marcadores tipo
microsatélite disponibles (Blair et al., 2003). Ademas los marcadores moleculares utilizados,
presentan una herencia conocida y sencilla (Campa, 2006), no estan influenciados por el
ambiente y son faciles de interpretar (presencia/ausencia). Los resultados obtenidos indican
que los 11 marcadores moleculares utilizados (SAP6, SW12, BMd17, BM184, BM151,
BM170, BMd45, BM210, BM172, BM141 y BM175) resultaron altamente eficaces para la

diferenciacion del material analizado. La mayor parte de ellos presentaron un nimero de
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alelos mayor de 6 y un valor de PIC superior a 0,7. Para llevar a cabo estudios de diversidad,
es deseable disponer de marcadores con un valor elevado de PIC, es decir, con humerosos
alelos que se distribuyen homogéneamente en el material analizado (Prassad et al., 2000;
Elia et al., 2004). Campa (2006) utilizé este juego de marcadores en el andlisis de entradas
conservadas en la coleccion SERIDA identificando méas de 70 genotipos diferentes. Blair et al.
(2003) en un analisis de 44 variedades de judia utiliz6 9 microsatélites comunes con este
trabajo (BMd17, BM184, BM151, BMd45, BM170, BM210, BM172, BM141 y BM175), en
general, el numero de alelos y los valores de PIC que encontré fueron mas elevados. La
diferencia en el nimero de alelos detectada puede explicarse por los genotipos analizados
(variedades internacionales frente a materiales locales de Espafia). Esto confirma el potencial

de este grupo de marcadores en el andlisis de diversidad dentro de la especie.

En cuanto a la estructura y organizacion de la diversidad genética, los resultados
proporcionados tanto por el andlisis de componentes principales como por el dendrograma
(ver figuras 2.4 y 2.5) muestran la existencia de dos grandes grupos de germoplasma dentro
del material analizado. Utilizando diferentes tipos de marcadores moleculares (RAPDs,
AFLPs, microsatélites) también ha sido posible identificar estos dos acervos genéticos, tanto
en materiales cultivados como domesticados (Tohme et al., 1996; Papa y Gepts, 2003; Blair
et al., 2006a). A partir de la localizacion de las variedades testigo es posible relacionar estos
grupos con los acervos genéticos andino y mesoamericano. Este resultado es coherente con
lo descrito por otros autores que analizan materiales locales espafioles y que también
encuentran la presencia de estos dos grandes grupos de germoplasma (Casquero, 1997;
Santalla et al., 2002; Campa et al., 2006). Todo esto confirma el potencial de este juego de
marcadores en la asignacion de un material a un grupo de germoplasma. Ademas, la
presencia de estos dos acervos genéticos (andino y mesoamericano) coincide con los
resultados obtenidos con otro tipo de marcador genético, la faseolina, una proteina de semilla
ampliamente utilizada en esta especie en estudios evolutivos (Gepts et al., 1986; Gepts y
Bliss, 1988; Gepts, 1990). En el analisis de estas entradas recolectadas en la Peninsula
Ibérica se ha encontrado una mayor frecuencia de faseolina tipo T o C, asociada con
germoplasma de origen andino (Gepts y Bliss, 1988; Santalla et al., 2002). Sin embargo, los
resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el tipo de faseolina no siempre se
relaciona con el grupo de germoplasma (véase tabla 2.12). Asi, por ejemplo en el grupo de
germoplasma andino se localizan tres entradas (BGE004031, BGE004435 y BGE022832) con
faseolina tipo S, generalmente asociada a materiales mesoamericanos. Estos resultados
sugieren que la asignacion de un material a un grupo de germoplasma no deberia realizarse

exclusivamente atendiendo al tipo de faseolina.

Los resultados muestran que entradas incluidas dentro de la misma clase comercial

pueden pertenecer a cualquiera de los dos grupos de germoplasma, sugiriendo que la
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aparicion de estas variedades es posterior a la domesticacion inicial. Es el caso de las clases
comerciales Bayo gordo, Brown garbanzo, Brown marrow, Brown mottled, Great northern,
Large great northern, Manteca, Marrow, Rosada, Sangretoro y Small yellow, que se incluyen
tanto en el grupo andino como en el mesoamericano. También los resultados ofrecidos por
los marcadores moleculares ponen de manifiesto la variacion existente dentro de las clases
comerciales establecidas, lo que podria ser debido a que esta agrupacion se basa

Unicamente en el fenotipo de semilla.

Por otro lado, tanto el andlisis de componentes principales como el dendrograma
obtenido mediante el método de agrupacion UPGMA (ver figuras 2.4 y 2.5) revelan la
existencia de entradas con una posicibn ambigua entre los dos grupos de germoplasma.
Dichas entradas podrian considerarse fruto de la introgresién entre ambos acervos genéticos
derivada de hibridaciones. En situaciones en las que convive el cultivo de materiales de
grupos de germoplasma diferentes, bien silvestre y cultivado, o bien andino vy
mesoamericano, se ha descrito un flujo de genes o introgresiones que ha conducido a la
aparicion de formas intermedias o recombinantes (Johns et al., 1997; Papa y Gepts, 2003;
Duran et al., 2005; Zizumbo-Villareal et al., 2005). En cuanto al origen de estos materiales
intermedios, la hipétesis de una hibridacién natural entre materiales de ambos acervos

genéticos presenta algunas dificultades como:

a) La baja tasa de alogamia descrita en la especie, generalmente por debajo del 1%
(Ferreira et al., 2000).

b) Los problemas de expresion de letales descritos en cruzamientos entre ambos
acervos genéticos que dificultan la viabilidad de tales hibridos (Singh y Gutiérrez, 1984; Gepts
y Bliss, 1985).

c) La seleccion del material de siembra por parte de los agricultores que generalmente
descartan las semillas fuera de tipo. Esta seleccion no seria posible si no aparecen
marcadores morfolégicos que diferencien los hibridos como por ejemplo, en cruzamientos

entre materiales con semilla blanca.

Finalmente, los resultados de este trabajo aportan informacion acerca del origen de las
clases comerciales de importancia culinaria en Espafia. Por ejemplo, dos clases comerciales
de importancia en la comunidad de Castilla y Le6n como son el tipo Rifion (White kidney) o el
tipo Canela aparecen incluidas dentro del germoplasma andino. Por otro lado, en el caso de
la clase comercial Fabada, las tres entradas (BGE010957, BGE011016 y BGE027962)
aparecen en el grupo de entradas que ocupan una posicion intermedia. Dicha posicién, se ve
apoyada con que no se han detectado problemas en los cruzamientos de este material con

materiales de procedencia mesoamericana. Sin embargo, en el andlisis efectuado por Campa
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(2006), utilizando los mismos marcadores moleculares, dos entradas de la clase comercial
Fabada (V143 y V154, coleccion SERIDA) aparecen claramente incluidas en el grupo andino.
Dado el interés que presenta la clase comercial Fabada en Asturias, estos resultados

sugieren la necesidad de profundizar en este tipo de analisis dentro de este grupo comercial.

Para que una coleccién nuclear cumpla su funcién (representar la diversidad reunida en
una coleccion de germoplasma), las entradas que la integran podrian revisarse
periédicamente proponiendo tanto la incorporacion de nuevas entradas como la salida de
alguna de ellas. La coleccion nuclear estudiada en este trabajo fue propuesta en el afio 2000
cuando la coleccion de judia comun (Phaseolus vulgaris L.) del CRF-INIA disponia de 2287
entradas. En los Ultimos afios se han incorporado nuevas accesiones en dicha coleccion, de
modo que actualmente se conservan en la coleccion activa de dicha especie un total de 2472
entradas recolectadas en Espafia (De la Rosa, comunicacion personal). La existencia de
nuevas incorporaciones, hace necesario revisar el conjunto de esas nuevas entradas a fin de
identificar posibles materiales susceptibles de ser incluidos en la CN-CRF. Por otro lado,
continuando con los mismos criterios geograficos con los que se seleccionaron las entradas
gue constituyen la actual coleccion nuclear espafiola se deberia hacer un esfuerzo para
incorporar entradas de areas pobremente representadas. Analizando los datos de pasaporte,
se observa que en esta coleccidn se incluyen entradas procedentes de las 17 comunidades
auténomas, aunque resulta llamativa la desigual contribucion de alguna de ellas, donde la
superficie destinada a este cultivo es significativa. Tal puede ser el caso de las comunidades
auténomas de Andalucia, Canarias, Catalufia y Murcia representadas con 7, 2, 2 y 1 entradas
respectivamente. En otros casos, el nimero de entradas que representan determinadas
comunidades auténomas resulta sorprendentemente elevado como es el caso de Castilla y
Ledn o Asturias con 52 y 38 entradas respectivamente. En todo caso, lo que refleja esta
distribucién es la composicion de la CN-CRF en el momento de proponerse esta coleccion

nuclear.

Una moadificacién de la coleccion nuclear también puede suponer descartar algunas
entradas con el objetivo de representar el maximo de diversidad con el minimo de entradas.
Para descartar entradas de la CN-CRF, son de enorme utilidad los datos derivados de este
trabajo. Los resultados aportados tanto por la caracterizacion morfolégica como molecular
sugieren la existencia de entradas muy similares (véase tabla 2.7 y 2.9). Los resultados
proporcionados por los marcadores moleculares sefialan, que la mayor parte de las entradas
difieren en méas del 98% para el patron molecular analizado. S6lo en 4 casos no se han
encontrado diferencias a nivel molecular (indice de similitud de Jaccard = 1): BGE002108 y
BGE008272, BGE022508 y BGE022512, BGE003283 y BGE003645, BGE022476 y
BGE022494. Sin embargo, estas entradas presentan fenotipos de semilla distintos aunque

representados en otras accesiones. Si se consideran ambos criterios por separado y se
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incluyen las 7 entradas que presentaron mezcla para algun caracter y las 10 entradas que no
germinaron se podrian eliminar de la coleccion nuclear un total de 33 entradas sin que los

indices de diversidad se modifiquen significativamente.
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3.1. Introduccidn

3.1.1 Tipo comercial faba Granja Asturiana

El tipo faba Granja Asturiana es el material mas ampliamente cultivado en Asturias y en
otras regiones del norte de Espafia. Se caracteriza por poseer un habito de crecimiento
indeterminado (tipo 1V), una semilla blanca, oblonga, recta y con un peso medio superior a 100
0/100 semillas (Ferreira et al., 2005). Estas caracteristicas de semilla hacen que este material sea
Unico dentro de la especie Phaseolus vulgaris L. y dentro de las variedades locales espafiolas
(Puerta Romero, 1961; Pérez-Vega et al., 2006b). Sus caracteristicas de semilla se corresponden
con el tipo comercial Fabada (Voysest, 2000; Santalla et al., 2001). Los datos estadisticos indican
que en los Gltimos afios en Asturias ha generado méas de 7-10° €/afio (www.sadei.es) ocupando
una superficie de 738 ha en 2005 (www.mapa.es/es/agricultura/pags/hechoscifras/cifras.htm).
Ademas, detras de este cultivo existe una creciente industria agroalimentaria y turistica que utiliza
esta legumbre como materia prima en sus diferentes ofertas. La propuesta comercial de este
material es muy diversa y abarca desde diferentes presentaciones en semilla seca hasta
precocinados (véase por ejemplo, www.faba-asturiana.org/principal.htm). Esta variedad goza de
un reconocido prestigio nacional en cuanto a su calidad y es altamente valorada en el mercado
(alrededor de 9 €/kg en la camparia de 2006). En este punto, debe tenerse presente que la semilla
de faba Granja es el ingrediente esencial de la fabada (véase figura 3.1) y de sus variantes
gastronémicas. Ademas, el cultivo de faba Granja goza de una Indicacién Geogréfica Protegida
(Orden 6-7/1990, BOE N° 170 17/7/1990) amparada por el Consejo Regulador de la

Denominacion Especifica “Faba Asturiana”.

Figura 3.1. A. Semillas de faba Granja Asturiana. B. Detalle del plato regional caracteristico de Asturias, la
fabada.
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3.1.2 Programas de mejora genética: objetivos y var iedades

desarrolladas

Entre los problemas que mayor incidencia tienen en el rendimiento final del cultivo del
tipo faba Granja en el norte de Espafia se pueden destacar la susceptibilidad a las razas locales
de antracnosis, a potyvirus (BCMV y BCMNV) y la arquitectura trepadora de la planta.

Antracnosis

La antracnosis, producida por el hongo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.)
Bri. y Cav. es una enfermedad que puede llegar a afectar de forma grave a la especie Phaseolus
vulgaris L., especialmente en situaciones de temperaturas templadas y alta humedad ambiental
(Pastor-Corrales y Tu, 1994). Se caracteriza por presentar sintomas que comienzan siendo
pequefas lesiones concavas sobre el tallo y/o las hojas (ver figura 3.2). Sobre las hojas se
observan necrosis en las venas principales que irradian hacia las secundarias. Si la enfermedad
progresa, las lesiones se convierten en chancros oscuros que pueden llegar a colapsar los
diferentes tejidos y matar la planta en estadios juveniles. Si la planta no muere y produce vainas,
los sintomas de la enfermedad aparecen como chancros oscuros céncavos que pueden tener
coloracién rosacea debido a la produccién de esporas. Sobre las semillas aparecen unas
manchas oscuras caracteristicas, especialmente visibles sobre semillas blancas, que disminuyen
de forma notable el rendimiento econdmico del cultivo. Este hongo, es el principal responsable

del manchado de la semilla.

Se han recomendado diferentes medidas de control para esta enfermedad, como la
utilizacion de semillas libres de patdgeno, desinfeccion del material de siembra con fungicidas,
rotacion de cultivos y tratamientos con diferentes fungicidas a lo largo del cultivo (Tu, 1988; Hall y
Nasser, 1996). Estas medidas ofrecen una proteccién que no es segura ni total y en ocasiones
son dificilmente aplicables en las condiciones locales de cultivo: cultivo asociado a maiz,
materiales indeterminados, humedad elevada, lluvias al final del cultivo y altas densidades de
siembra. Ademas, la aplicacion de fungicidas puede generar efectos no deseables en el medio y
las plantas. En consecuencia, el desarrollo y utilizacion de cultivares resistentes es el método de

lucha mas eficaz contra esta enfermedad.

En judia se ha propuesto la existencia de hasta once genes diferentes de resistencia a
antracnosis (denominados Co-1 a Co-11; Kelly y Vallejo, 2004; Gongalves-Vidigal et al., 2005)
aunque sélo siete de ellos se han caracterizado con mas profundidad y se han localizado en el
mapa genético de la especie: el gen Co-1 en el grupo de ligamiento B1, Co-2 en B11, Co-3/Co-9
en B4, Co-4 en B8 y Co-5 y Co-6 que se han localizado en el grupo de ligamiento B7. Hasta

ahora, la idea méas generalizada sobre la organizacion de estos genes suponia que se trataba de
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genes uUnicos repartidos por el genoma, de tal forma que cada alelo confiere resistencia a un
espectro mas o menos amplio de razas fisiolégicas del hongo. Sin embargo, trabajos mas
recientes (Rodriguez-Suarez et al. 2007a,b) aportan una nueva vision acerca de la herencia y
organizacion de la resistencia genética en judia frente a este patdgeno. Asi, lo que se venia
considerando como un locus con diferentes alelos (cada alelo con distintas especificidades de
resistencia), estaria formado por loci estrechamente ligados formando un cluster, ofreciendo

cada uno de ellos proteccion frente a una raza especifica de antracnosis.

El tipo faba Granja Asturiana resulta altamente susceptible frente a algunas razas locales
de antracnosis: razas 6 y 38 (Ferreira et al., 2008). La introduccién de genes de resistencia se
presenta como la mejor solucion para combatir este hongo de dificil control en los cultivos locales

favoreciendo ademas, un cultivo mas sostenible al evitarse los tratamientos fitosanitarios.

Figura 3.2. Sintomas de antracnosis producidos por el hongo Colletotrichum lindemuthianum sobre diferentes
organos de la planta en la especie Phaseolus vulgaris L.: A. Chancros oscuros y concavos sobre vaina. B.
Necrosis sobre las venas principales irradiando hacia las secundarias en las hojas. C. Manchas oscuras sobre
las semillas de faba Granja. D. Detalle de chancros en tallo en estado de plantula.

Virus del mosaico comun y necrético de la judia

El virus del mosaico comin (BCMV) vy el virus necrético del mosaico comin (BCMNV),
son los potyvirus mas extendidos y destructivos para el cultivo de judia en todo el mundo
(Drijfhout, 1978; Morales, 1983). Se transmiten con relativa facilidad entre plantas, ya sea
mecanicamente o mediante insectos chupadores como los pulgones. Los sintomas de esta
enfermedad (ver figura 3.3), se manifiestan sobre las hojas como manchas en mosaico verde
claro/verde oscuro o en bandas perinerviales de color verde oscuro, arrugamientos del limbo
foliar o enrollamiento de las hojas hacia abajo y deformaciones. Las plantas susceptibles se

debilitan, dan poca flor y la cosecha se reduce tanto para vainas frescas como para semillas
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disminuyendo el rendimiento del cultivo. El tipo faba Granja Asturiana resulta susceptible frente a
ambos patégenos (ver figura 3.3B y 3.3C), aunque no muestra sintomas de necrosis sistémica
(figura 3.3D). Sobre este material, los sintomas son particularmente evidentes al inicio del cultivo,

en prefloracion.

Se han descrito algunas estrategias agronémicas para minimizar los efectos de estos
patégenos, como la utilizacién de semilla libre de potyvirus o el aislamiento de los cultivos (Hall y
Nasser, 1996). Sin embargo, la facilidad con que se transmiten hace dificil su control. Por ello, el
método mas efectivo y duradero para el control de estos patégenos es el desarrollo y utilizacion
de variedades resistentes (Drijfhout, 1978; Kelly et al., 1995). En el caso de los potyvirus, la
estrategia inicial fue la incorporacion del alelo dominante del gen | (situado en el grupo de
ligamiento B2), que parece impedir la replicacién o el movimiento del virus dentro de la planta
(Kelly et al., 1995, 2003). Sin embargo, se pudo observar que ciertas cepas del virus necrotico en
presencia de este gen producen una respuesta de hipersensibilidad dando como resultado una
necrosis vascular y muerte de la planta. Los genes de resistencia recesivos bc-1 y bc-3 (situados
en B3 y B6 respectivamente), combinados con el gen | o con el gen recesivo bc-u (situado en el
grupo de ligamiento B3), proporcionan una proteccion mas efectiva a largo plazo para estas
enfermedades (Fraser, 1992; Johansen et al.,, 2001). La independencia de estos genes de
resistencia asi como la descripcion de marcadores moleculares ligados (Melotto et al., 1996;
Johnson et al., 1997), facilitan el desarrollo de nuevas variedades portadoras de resistencia

genética. En concreto, la combinacion genética méas utilizada para proteger los materiales es

I+bc-3 que confiere resistencia a todas las cepas descritas de BCMV y BCMNV (Drijfhout, 1978;
Morales, 1983).

Figura 3.3. Sintomatologia debida a la
sensibilidad o resistencia al BCMV o
BCMNV. A. Hoja trifoliada sin sintomas
o resistente. B. Hoja trifoliada con
mosaicos. C. Hoja trifoliada con
arrugamientos. D. Planta con reaccion

de hipersensibilidad.
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Arquitectura o habito de crecimiento de la planta

El tipo faba Granja presenta un habito de crecimiento indeterminado trepador, por lo que
el cultivo tradicional solia ser asociado a maiz. Este tipo de habito de crecimiento, a pesar de ser
mas productor, complica el manejo del cultivo porque necesita tutores, lo que implica una
recoleccién manual y dificulta la aplicacién de productos fitosanitarios. Todo ello repercute en el
rendimiento final del cultivo.

En esta especie, las variantes para el habito de crecimiento o porte de la planta se han
clasificado en 4 tipos principales (véase Introduccién general) que se pueden simplificar en dos
grandes grupos: crecimiento determinado (tipo 1) y crecimiento indeterminado (tipos II, 1l y 1V).
La herencia genética de los habitos de crecimiento determinados frente a indeterminados esta
relativamente bien establecida. Se ha descrito que el gen fin, de herencia dominante y localizado
en el grupo de ligamiento B1, controla los habitos de crecimiento. Asi, los genotipos recesivos
dan lugar al habito de crecimiento determinado y la expresién del caracter dominante da lugar al
hébito indeterminado (Bassett, 2004).

Programas de mejora genética desarrollados

Con objeto de minimizar los tres problemas anteriormente mencionados, a lo largo de la
Ultima década el Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA) junto
con el Area de Genética de la Universidad de Oviedo, han desarrollado programas de mejora
genética, para mejorar caracteres que incrementen la rentabilidad del cultivo de faba Granja en
Asturias.

En todos los casos el objetivo perseguido era incorporar en la variedad comercial
‘Andecha’ (tipo faba Granja) nuevos alelos manteniendo las caracteristicas esenciales de este
tipo comercial. Por ello, las nuevas lineas desarrolladas son clasificadas como lineas
esencialmente derivadas de la variedad ‘Andecha’. Estas lineas estan constituidas por materiales
determinados e indeterminados en los que se han reunido los genes de resistencia: Co-2 y Co-9
frente a antracnosis y los genes | y bc-3 que confieren resistencia frente al BCMV o BCMNV. La
figura 3.4 resume el trabajo desarrollado y las lineas obtenidas. Las metodologias seguidas para

la generacién y aprovechamiento de la variacion son diferentes segun el caso:

- Seleccion individual dentro de entradas conservadas en la coleccion de semillas del
SERIDA.

- Programas de retrocruzamiento.

- Programas geneal6gicos con seleccion individual a partir de cruzamientos sencillos.
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Por lo que respecta a la metodologia seguida para la seleccion se ha utilizado:

- Seleccion asistida por marcadores moleculares ligados a los genes especificos

manejados.

- Evaluacion de la resistencia mediante inoculaciones con las razas o cepas locales.

- Evaluacion fenotipica en campo atendiendo a caracteres morfol6gicos y resistencias.
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Figura 3.4. Esquemas mostrando la metodologia seguida para la obtencion de las lineas esencialmente
derivadas de ‘Andecha’ con habito de crecimiento indeterminado y determinado. En un recuadro aparecen los
nombres de las lineas desarrolladas. Debajo del nombre de cada linea, se indican los genes que contienen en
cuanto a la resistencia a antracnosis (Co-2, Co-9), BCMV y BCMNV (I, bc-3) y para el habito de crecimiento
determinado/indeterminado (fin/Fin). Se indica en rojo la metodologia seguida para la obtencién de cada linea,
asi como el procedimiento de seleccion: C = Cruzamiento sencillo, R = Retrocruzamiento, S = Seleccion
individual, MAS = Seleccién asistida por marcadores, E = Evaluaciones de resistencia o de campo.
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3.1.3 Objetivos

Las lineas desarrolladas en el SERIDA mediante los programas de mejora genética
poseen genes de resistencia y/o modificaciones de la arquitectura de la planta, manteniendo las
caracteristicas esenciales la variedad comercial ‘Andecha’ (tipo faba Granja). En total, se han
obtenido 14 lineas (con fenotipo de semilla tipo Fabada) y 2 lineas con fenotipos diferentes (tipo

White kidney y Canellini).

El objetivo de este apartado es evaluar estas lineas en las condiciones locales de cultivo,
desde una perspectiva agronémica y de calidad, a fin de disponer de la maxima informacion
antes de proceder a su posible liberacidén. En el caso de las lineas tipo Fabada, hay un objetivo

adicional que consiste en compararlas con la variedad comercial ‘Andecha’.
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3.2 Material y métodos

3.2.1 Material vegetal

La tabla 3.1 describe el origen de cada una de las lineas estudiadas y la combinacién
genética incorporada asi como sus principales caracteristicas (véase también esquema de las
lineas, figura 3.4). Todos los materiales de siembra utilizados en este trabajo derivan de
multiplicaciones en invernadero bajo condiciones controladas, siguiendo un método genealégico
con seleccién individual para preservar la identidad varietal y mantener las lineas. Todas ellas
presentan un fenotipo de semilla dentro del tipo Fabada, excepto la linea 36, que es tipo

comercial White kidney y la 93 del tipo comercial Canellini.

Tabla 3.1. Lineas obtenidas en el SERIDA incluidas en este trabajo. Se indica la clase comercial segun Santalla
et al. (2001), el origen, los genes y las nuevas caracteristicas incorporadas respecto a la variedad comercial
‘Andecha’. Determinado = Plantas con tallo y ramas terminados en inflorescencia. Indeterminado = Plantas con

tallo no terminado en inflorescencia.

Material Habi.to _de Clase . Origen Caracteristicas Gen.e_S
crecimiento comercial modificados

Andecha* Indeterminado Fabada V143

Cimera* Indeterminado Fabada V272 Precocidad

A1878* Indeterminado Fabada A25 / Sanilac Resistencia antracnosis + BCMV | + Co-2

A2418* Indeterminado Fabada A25/BRB130 Resistencia a BCMV +BCMNV | +bc-3

A1183* Indeterminado Fabada A25 / Sanilac Resistencia antracnosis Co-2

A2438 Indeterminado Fabada A1220 x A1183 Resistencia antracnosis Co-2 + Co-9

C1969 Indeterminado Fabada A1220 x Cimera Resistencia antracnosis Co-9

A1220* Indeterminado Fabada A25/ A493 Resistencia antracnosis Co-9

A1258 Indeterminado Fabada A25 [ A252 Resistencia antracnosis Co-2*

A2806* Indeterminado Fabada A1878 x A2418 Resistencia a antracnosis, BCMV y BCMNV | + Co-2+bc-3

Xana* Determinado  Fabada A25 x V203 Arquitectura tumbada Fin

X1633* Determinado Fabada A25/BRB130 Arquitectura erecta

X1612 Determinado  Fabada Xana x A1878 Resistencia antracnosis | + Co-2

X1358 Determinado  Fabada Xana x A1183 Resistencia antracnosis + virosis Co-2

X1319* Determinado Fabada Xana x A1220 Resistencia antracnosis Co-9

36* Determinado  White kidney A25 x BRB57 Resistencia a virosis | + bc-3

93 Determinado  Canellini A25/BRB130 Resistencia antracnosis | + bc-3

" Variedades inscritas en la lista espafiola de variedades comerciales y protegidas.
/ = Varios retrocruzamientos, x = cruzamiento sencillo.

3.2.2 Ensayos de campo
Los ensayos de evaluacion se llevaron a cabo en parcelas del SERIDA situadas en

Villaviciosa (Asturias) (43°29°01°N, 5°26°11"'W, 6,5 msnm) durante los afios 2004 y 2005 (figura

3.6A y 3.6B). Los datos climaticos para los meses en que se realizé el cultivo en campo pueden
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encontrarse en la direccién http://infomet.am.ub.es/infomet/clima/gijon/. La temperatura y la

pluviometria se muestran de forma detallada en la figura 3.5.

Temperatura

30

Dias

—— 2004 —— 2005

Pluviometria

60

50

40

mm 30

Al I
1 O Y PN P 1Y

181

Dias

—— 2004 —— 2005

Figura 3.5. Registro de la temperatura y la pluviometria durante los meses de mayo a octubre en los dos afios de

cultivo. En el eje abcisas, 1 corresponde al 1 de mayo, 181 al 31 de octubre.

El cultivo se desarroll6 sobre un suelo con textura franco-arcillosa siguiendo las
recomendaciones de Fueyo (2004) en su manejo. Para las variedades indeterminadas, se

emplearon tutores de varilla de hierro de 12 mm de didmetro y 2,5 m de longitud. Para obtener la
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densidad de plantacion buscada se realizé la siembra sobre cepell6on de turba méas trasplante.
Las caracteristicas de los ensayos se describen a continuacion.

e Ao 2004: 2 repeticiones distribuidas al azar por cada linea.

- Materiales indeterminados: cada parcela constaba de 3 lineas de cultivo de 3 m de largo. El

marco de plantacion fue: 1,2 x 0,20 m. La densidad inicial era alrededor de 3,9 plantas/m?.

- Materiales determinados: 5 filas de 2,5 m de largo. Marco de plantacién: 0,5 x 0,20 m. La

densidad inicial era alrededor de 9 plantas/m?.

La linea A2806 no se incluyd en los ensayos de campo llevados a cabo en el 2004.
e Afo 2005: 3 repeticiones por cada linea en parcelas distribuidas al azar.
- Materiales indeterminados: idéntico al afio anterior.

- Materiales determinados: 3 filas de 3 m de largo. Marco de plantacion: 1 x 0,15 m, buscando

una densidad de plantas similar a la del afio anterior.

Figura 3.6 A. Cultivo en pleno desarrollo de las lineas objeto de estudio en 2005. En primer plano aparecen las
lineas determinadas; al fondo, las lineas indeterminadas. B. Estado mas avanzado de cultivo en 2004 con
problemas en el control de las malas hierbas. Algunas variedades empiezan a secarse debido a su precocidad
(‘Cimera’).

Los problemas observados durante el cultivo del primer afio (ver figura 3.6B) en las
variedades determinadas relacionados con el control de las malas hierbas, particularmente en
las fases finales del cultivo, obligaron a variar el marco de plantacion en 2005 de tal forma que la
densidad de plantas por metro cuadrado no se modificé con respecto al 2004. Para facilitar las
labores de limpieza de malas hierbas en 2005, se amplioé el marco de plantacién lo que permitio

realizar pases de motocultor entre calles y mejorar asi, el desarrollo general del cultivo.
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3.2.3 Caracteres analizados

Con objeto de disponer de una amplia informacién acerca del comportamiento del
material, las variedades incluidas en esta evaluacion fueron sometidas a una caracterizacion
morfoldgica, fenolégica, agrondmica y de calidad. Para realizar estas evaluaciones, las semillas
cosechadas se secaron en invernadero hasta que alcanzaron una humedad del 12-15%.
Posteriormente, permanecieron en camara a -20 °C durante 48 horas para evitar problemas de
gorgojo (Fueyo, 2004). Para su conservacion las semillas se guardan en botes de cristal
herméticos en una camara de refrigeracion con una temperatura de 4° C y humedad relativa del
30-35%.

Caracteres morfoldgicos

El material fue sometido a una caracterizacion morfoldgica utilizando la lista de
descriptores cualitativos cominmente aplicados en el SERIDA para la caracterizacién de
germoplasma de judia (Ferreira et al., 2005) y que se describen en la tabla 2.1 del apartado 2 de
esta memoria. Para completar esta caracterizacion, se consideraron las siguientes clases en el

hébito de crecimiento que se observan en la figura 3.7.
- Habito de crecimiento (Singh, 1982; Debouck e Hidalgo, 1985):

Indeterminado tipo IVa: Plantas trepadoras con entrenudos cortos, predominante

ramificacion basal y vainas distribuidas a lo largo de toda la planta.

Indeterminado tipo IVb: Plantas trepadoras con entrenudos largos y una distribucién de

las vainas localizadas preferentemente en la parte alta de la planta.

Determinado tipo la: Plantas con entrenudos cortos, nula aptitud para trepar y sin

tendencia al encamado en las fases finales del cultivo.

Determinado tipo Ib: Plantas con entrenudos largos, cierta capacidad de torsion del tallo,

cierta aptitud para trepar y elevada tendencia al encamado a partir de la floracion.
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Figura 3.7 . Habito de crecimiento indeterminado tipo IV y determinado tipo I. A. Habito de crecimiento IVa con
predominante ramificacion basal. B. Habito de crecimiento Vb, distribucién de vainas a lo largo de la planta. C.
Habito de crecimiento la, las plantas se mantienen erectas. D. Habito de crecimiento Ib, las plantas presentan

cierta tendencia al encamado.

Ademas, se midieron seis caracteres cuantitativos relacionados con las dimensiones de
la semilla y de la vaina, la clase comercial segin Santalla et al. (2001) y se controlé en campo la

presencia de sintomas para antracnosis y virus.

- Longitud de la vaina (cm). Longitud media de 10 vainas extendidas en estado de verdeo

tomadas al azar.

- Ancho de la vaina (mm). Anchura media a la altura de la segunda semilla desde el punto de
insercién de la vaina, de 10 vainas extendidas en estado de verdeo tomadas al azar. Se mide

perpendicularmente a la longitud.

- Grueso de la vaina (mm). Media del grosor de 10 vainas en estado de verdeo tomadas al azar.
Se mide a la altura de la segunda semilla desde el punto de insercién. Se toma transversalmente

a la longitud.
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- Longitud de la semilla (mm). Longitud media de 20 semillas tomadas al azar de cada muestra.

- Ancho de la semilla (mm). Anchura media de 20 semillas tomadas al azar de cada muestra, se

mide perpendicularmente al hilum.

- Grueso de la semilla (mm). Grosor medio de 20 semillas tomadas al azar de cada muestra y
medido transversalmente al hilum.

Finalmente, en esta caracterizacion se consideraron los siguientes caracteres:
- Clase comercial, segin Santalla et al. (2001).
- Se control6é en campo la presencia de sintomas de antracnosis y/o virosis.
Caracteres fenologicos
En este apartado los caracteres considerados fueron (seguin Debouck e Hidalgo, 1985):

- Dias al inicio de floracion (dias): dias transcurridos desde la siembra hasta que el 50% de las

plantas de la parcela presentan la primera flor abierta.

- Dias al final de floracion (dias): dias transcurridos desde la siembra hasta que la mayor parte

de las plantas carecen de flores abiertas.

- Dias a la cosecha de verdeo (dias): dias transcurridos desde la siembra hasta que el 50% de
las plantas desarrolladas tienen las vainas en su estado Gptimo para su consumo en verde (vaina

totalmente desarrollada en su longitud y semillas iniciando su engrosamiento).

- Dias a la recoleccion (dias): dias transcurridos desde la siembra hasta que las vainas estan

secas, la humedad de la semilla entorno al 15% y alcanzan su coloracion tipica.
Caracteres de interés agronomico
En este apartado los caracteres considerados fueron:

- Peso de 100 semillas (g): se estima a partir de 2 lotes de 100 semillas tomadas al azar de las

semillas limpias producidas en cada parcela.

- Numero medio de semillas/vaina: se estima a partir del nUmero de semillas en 25 vainas secas

tomadas al azar del material cosechado.
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- NGmero de vainas producidas (vainas/m?): se analizé el nimero total de vainas producidas por

pardela y se dividi6 entre el nimero de m?.

- Produccién bruta (g/m?): se considera produccién bruta, la produccién de semillas con valor

comercial y el destrio.

- Peso del destrio o semilla deteriorada (g/m?): se consideran semillas deterioradas aquellas sin

valor comercial: rotas, pequefias, deformes, con podredumbres, etc. (ver figura 3.8).

- Composiciéon del destrio. La semillas consideradas como destrio se clasificaron en 5 clases
principales: con podredumbres; pequefias; arrugadas, deformes o abiertas; manchadas y otros.

El analisis se realiza a partir de dos lotes de 100 semillas tomadas al azar de cada muestra.

Figura 3.8. Distintos tipos considerados en la composicion de la semilla deteriorada: semillas con podredumbres,

pequefias, deformes, arrugadas o abiertas, manchadas y otros.

Para los caracteres relacionados con la produccién: nimero de vainas/m?, produccién
bruta (g/m?) y peso del destrio (g/m?) se consideraron sélo aquellas parcelas cuya densidad final

(plantas/m?) diferia en menos de un 10% de la densidad inicial.
Caracteres vinculados a la calidad

Se consideraron varios caracteres de interés relacionados con la calidad como el
rendimiento en calibres comerciales o el comportamiento en el remojo y tras la coccion. La
metodologia seguida para evaluar el comportamiento tras el remojo, la proporcién de piel y el

comportamiento en coccion, fue adaptada de Guzman-Maldonado et al. (1995).

- Rendimiento en calibre de la semilla (%). Dentro de la semilla con valor comercial se toman dos
muestras aleatorias de 100 semillas. Cada semilla se pasa por los diferentes orificios del calibre
de menor a mayor diametro, asignandose cada semilla a la clase en la que primero entra
longitudinalmente. Los diametros considerados de los orificios fueron: 18, 20, 22, 24, 26 y > 26
mm (ver figura 3.9). Atendiendo al calibre longitudinal de las semillas, se evalla el rendimiento

en semilla de diferentes categorias en cada una de las variedades, considerando:

- Categoria extra, si la longitud de las semillas es mayor de 22 mm (pasa por los orificios
de 24y 26 mm).
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- Categoria primera si estd entre 20 mm y 22 mm (orificios de 20 y 22 mm).

- Categoria pequefia menor de 20 mm (orificio de 18 mm).

Figura 3.9. Regleta con orificios de diferentes diametros utilizada para estimar las proporciones de las distintas

categorias de un lote de semillas. Diametros de los orificios en mm.

- Capacidad de absorcion de agua (%). Se toman al azar 3 muestras de 25 semillas por cada
repeticion y se ponen a remojo en agua destilada a temperatura ambiente. Se determina el peso
de las 25 semillas antes y después del remojo, transcurridas 4 horas y 16 horas. La capacidad
de absorcién a las 4 y 16 horas de remojo se cuantifica mediante la siguiente férmula (Bressani
et al., 1988; Guzman-Maldonado et al., 1995).

(Peso en remojo (g) — Peso seco (g))

Capacidad de absorcién = x 100
Peso seco (g)

Donde:

Peso en remojo (g): Peso medio de 25 semillas tras remojo en agua destilada durante 4 y
16 horas.

Peso seco (g): Peso medio de 25 semillas antes de iniciar la hidratacion.

- Proporcion de piel de las semillas (%). Se toman al azar 4 lotes de 5 semillas por cada muestra
y se ponen a remojo en agua destilada a temperatura ambiente durante 16 horas. Se separa el
tegumento del albumen con ayuda de un bisturi y se someten a secado forzoso en estufa a 80 °C
durante 8 dias. Transcurrido ese periodo de secado, se pesa el tegumento y el albumen. La

proporcion de piel se estima aplicando la siguiente formula (Elias et al., 1986):

Peso tegumento (g)
Proporcion de piel = x 100
Peso tegumento (g) + Peso albumen (g)
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- Integridad tras la coccién (% semillas enteras). Se toman al azar 2 muestras de 25 semillas de
cada repeticibn y se ponen a remojo en agua destilada durante 16 horas a temperatura
ambiente. Se introducen las muestras en unos vasos de precipitados con 250 ml de agua
destilada y estos a su vez en un vaso de precipitados, con capacidad para 5000 ml con 1000 mi
de agua destilada durante 35 minutos contados desde que la temperatura alcanza los 90 °C
(tiempo estandar de coccion de ‘Andecha’ antes de que la semilla comience a deteriorarse
significativamente). Una vez transcurrido este tiempo, se sacan los vasos y se vierte su

contenido en una placa petri. La integridad se evalGa contando el nimero de semillas enteras.

- Tiempo Optimo de coccion (s): para estimar el tiempo de coccién Optimo de las lineas
estudiadas se utilizd6 un cocedor Mattson que se muestra en la figura 3.10, adaptado en el
SERIDA a partir del descrito por Jackson y Varriano-Marston, (1981). Se analizan 3 lotes de 20
semillas de cada muestra previamente hidratadas en 250 ml de agua destilada a temperatura
ambiente. Se colocan las semillas en el cocedor Mattson y se introduce el equipo en un vaso de
precipitados, con capacidad para 5000 ml, que contiene 3000 ml de agua destilada en ebullicion.
Se anota el tiempo que tarda en atravesar una varilla la primera semilla, tiempo de la undécima y
tiempo que tardara la dltima varilla, considerando las semillas atravesadas como cocidas. El
tiempo medio de coccion en segundos, se define como el tiempo necesario para que 11 varillas
(el 50%) atraviesen otras tantas semillas. El intervalo de tiempo de cada variedad es la diferencia
de tiempo entre la primera y la Gltima. Este valor ofrece una estimacion de la heterogeneidad de

la muestra para este caracter.

En todos los caracteres relacionados con el comportamiento en coccién se utiliza un
hornillo eléctrico con un potencia de 2000 W.

Figura 3.10. Cocedor tipo Mattson, adaptado en el SERIDA a partir
del descrito por Jackson y Varriano-Marston (1981).
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3.2.4 Analisis estadistico

Se analizaron las posibles diferencias significativas entre los materiales evaluados con
fenotipo de semilla Fabada, con respecto a la variedad testigo ‘Andecha’. Para ello se aplicé
un andlisis de varianza seguido de una comparacion de medias usando el test de Duncan
con un nivel de significacion p < 0,05. Los andlisis estadisticos fueron realizados con la
ayuda del programa informatico SPSS v.12.
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3.3 Resultados

3.3.1 Caracteres morfolégicos

Las lineas fueron sometidas a una caracterizacion morfolégica completa de acuerdo con
la lista de descriptores habitualmente utilizados en el SERIDA (Ferreira et al., 2005). Para la
mayor parte de los descriptores analizados no se encontraron evidencias de diferencias frente al
testigo ‘Andecha’. La tabla 3.2 reline los resultados de la caracterizacién morfolégica realizada
para un juego de caracteres considerados de mayor interés. En el caracter habito de crecimiento
0 arquitectura de la planta no sélo se han identificado diferencias a nivel de crecimiento
determinado e indeterminado. Asi, dentro de los materiales determinados, las lineas ‘Xana’,
X1612, X1358 y X1319 mostraron habito Ib. Por el contrario, las linea X1633 presenté habito la
(plantas erectas). Dentro de los materiales indeterminados A1878, A2418, A1183, A1220, y
A2806 presentaron habito IVb. En cambio, ‘Cimera’, A2438 y A1258 mostraron habito de

crecimiento IVa con predominante ramificacion basal.

Por lo que respecta a los caracteres de semilla, todas las lineas mostraron un fenotipo o
morfologia de semilla oblonga muy grande, dentro del tipo comercial Fabada (véase mas
adelante, figura 3.11). Sin embargo, se encuentran ciertas diferencias en cuanto a tamafio,
llenado de las semillas o forma mas o menos arrifionada. Asi, lineas determinadas como X1612,

X1358 y X1319 suelen presentar una semilla con un arrifionamiento mas acentuado.
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Tabla 3.2. Resultado de la caracterizacion morfolégica para habito de crecimiento, morfologia de la semilla y
presencia de sintomas de virosis y antracnosis. El habito de crecimiento se ha clasificado de acuerdo con Singh
(1982) y Debouck e Hidalgo (1985).

Morfologia de la semilla Sintomas
Material Hat.)lt(.) de Forma F(.)rmg Color  Brillo BCMV- Antracnosis
crecimiento transversal longitudinal BCMNV
Andecha Indeterminado IVb Semillena Oblonga Blanco Medio Si No
Cimera Indeterminado IVa Llena Oblonga Blanco Mate  Si No
A1878 Indeterminado IVb  Semillena  Oblonga Blanco Medio No No
A2418 Indeterminado IVb  Llena Oblonga Blanco Medio No No
A1183 Indeterminado IVb  Llena Oblonga Blanco Medio Si No
A2438 Indeterminado IvVa Llena Oblonga Blanco Medio Si No
C1969 Indeterminado IVb  Llena Oblonga Blanco Medio Si No
A1220 Indeterminado IVb  Llena Oblonga Blanco Medio Si No
A1258 Indeterminado Iva  Semillena  Oblonga Blanco Medio Si No
A2806 Indeterminado IVb  Semillena  Oblonga Blanco Medio No No
Xana Determinado Ib Semillena  Oblonga Blanco Medio Si Si
X1633 Determinado la Llena Oblonga Blanco Brillo  Si Si
X1612 Determinado Ib Semillena  Oblonga Blanco Medio No No
X1358 Determinado Ib Llena Oblonga Blanco Medio Si No
X1319 Determinado Ib Semillena  Oblonga Blanco Medio Si No
36 Determinado la Llena Arrifionada Blanco Brillo No No
93 Determinado Ib Semillena  Oblonga Blanco Brillo No Si

Por lo que respecta a la resistencia frente a virosis (BCMV o0 BCMNV) y antracnosis cabe
sefalar que las condiciones de cultivo fueron muy favorables para virosis y poco favorables para
el desarrollo del hongo. Se identificaron sintomas caracteristicos de virosis (mosaicos y
abultamientos en las hojas, retraso del desarrollo) en todas las linea excepto en las lineas
A1878, A2418, A2806, X1612. En ningun material se identificaron sintomas de necrosis
sistémica, respuesta de determinados genotipos frente a ciertas cepas de BCMNV (Morales,
1983). Sin embargo, la presencia de este tipo de cepas fue constatada sobre otras variedades en
la finca de Villaviciosa en las mismas campafas. Para la antracnosis los resultados fueron
menos concluyentes, debido a la escasa presencia de la enfermedad en los dos afios de cultivo,

no se identificaron sus sintomas en variedades susceptibles.

En cuanto a los caracteres cuantitativos medidos en este apartado, la tabla 3.3 muestra
los valores medios para las dimensiones de la vaina y la semilla en cada material evaluado. Los
resultados mostraron que las variedades determinadas disponen de una longitud de vaina

significativamente inferior a la de los materiales indeterminados.
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Tabla 3.3. Valores medios, error asociado a la media y numero de medidas (N) de las dimensiones de las vainas
y las semillas. Valores obtenidos en el ensayo desarrollado en Villaviciosa (Asturias) en las campafias 2004 y
2005. De acuerdo con el test de Duncan, las letras que acompafan a los valores indican sus diferencias: dos

valores que coinciden en al menos una letra no presentan diferencias significativas (p > 0,05).

Dimensiones de la vaina Dimensiones de la semilla
Longitud (cm) Ancho (mm) Grueso (mm) Longitud (mm) Ancho (mm) Grueso (mm)
Material N Media Error Media Error Media Error N Media Error Media Error Media Error

Andecha 50 151 #0,2 cd 13,7 +0,2 cd 75 0,1 abc 100 230 0,1 hfig 99 +0,0 f 74 0,1 bc
Cimera 50 149 0,2 bc 130 *01 ab 75 *£0,1 abc 100 21,9 +0,1 bc 93 *00 ab 71 £00 a
A1878 50 150 £0,2 cd 128 £ 04 bcd 85 =02 ef 100 22,8 £0,1 fgh 98 +£0,0 ef 7,8 £0,1 ef
A2418 50 156 *02 d 136 +02 cd 72 *02 a 100 216 £0,1 b 95 +£00 c 7,7 £0,0 def
A1183 50 156 £0,2d 13,7 £02 cd 73 0,2 ab 100 23,6 0,1 i 10,0 £0,0 ¢ 7,7 £0,1 def
A2438 50 150 *0,2 cd 134 +02 bc 72 *01 a 100 236 £0,1 i 10,0 £0,0 g 7,7 £0,1 def
C1969 50 148 0,2 bc 134 *#02 bc 70 £0,1 a 100 231 £0,1 gh 99 +£00 e 73 £00 b
A1220 50 145 +0,2 bc 135 *0,2 bc 74 +0,1 abc 100 23,2 +0,1 h 99 £0,0 fg 7,7 £0,0 def
A1258 50 144 £0,2 cd 132 £0,2 abc 7,0 x0,1 a 100 22,0 £0,1 cd 96 *0,0 d 71 £0,1 a
A2806 30 16,3 +0,3 147 £0,1 f 89 +02 f 60 22,7 £01fg 97 £01 de 78 =0,1 ef

(0]

Xana 50 136 +0,2 a 132 +0,2 abc 74 +£0,2 abc 100 231 +0,1 gh 96 +£00 d 76 +0,1 cde
X1633 50 133 +02 a 141 +02 de 7,9 £0,2 bed 100 20,8 £0,1 a 92 +0,0 a 7,7 £ 0,0 def
X1612 50 13,1 +02 a 143 £02 e 79 £0,2 cd 100 22,3 +0,1 de 98 +0,0 ef 7,6 0,0 de
X1358 50 136 +02 a 13,7 £+0,2 cd 83 +0,2 def 100 22,7 +0,1fg 94 +00 bc 75 +0,1 cd
X1319 50 13,7 +02 a 135 +0,2 bc 81 +0,2 de 100 225 +0,1 ef 92 +0,0 a 75 +0,1 bc
36 50 12,6 +0,2 12,7 +0,1 82 +0,2 100 16,2 £ 0,1 7,7 +0,0 7,3 £0,0

93 50 11,7 +0,1 126 +0,1 9,0 £+0,1 100 20,0 £ 0,1 86 0,1 6,6 + 0,0
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3.3.2 Caracteres relacionados con la fenologia

La tabla 3.4 refleja los valores medios obtenidos para los dos afios en cuanto a

caracteres fenoldgicos considerados: inicio de floracion, verdeo, final de floracion y recoleccion.

Tabla 3.4. Valores medios, error asociado a la media y nimero de medidas (N) de los caracteres fenolégicos
considerados. Valores obtenidos en el ensayo desarrollado en Villaviciosa (Asturias) en las campafias 2004 y
2005. De acuerdo con el test de Duncan, las letras que acompafan a los valores indican sus diferencias: dos

valores que coinciden en al menos una letra no presentan diferencias significativas (p > 0,05).

Inicio f!oraci(’)n Verdeo (dias) Final f[oracién Recol’ecci()n

(dias) (dias) (dias)
Material N Media Error Media Error  Media Error Media Error
Andecha 5 73,0 0,0 gh 825 +12 b 103,7 +1,4 cd 1400 £+1,8 ¢
Cimera 5 67,3 +£+0,7 de 86,0 £+0,6 cd 952 +04 bc 1243 +04 b
A1878 5640 £2,1 cd 828 +05 bc 946 +02 b 1278 +1,7 b
A2418 5614 £10 ¢ 820 £t09 b 946 +02b 1218 +20 b
A1183 5 738 +08 gh 876 +15 de 1062 +0,7 d 1520 +53 d
A2438 5 754 £1,0 h 90,0 +0,0 e 1038 +1,7 cd 1438 +16 ¢
C1969 5688 +05 ef 858 +0,7 cd 103,8 +£1,7 ¢d 1370 £29 ¢
A1220 5 724 +0,6 fgh 87,6 £+15 de 103,8 +1,7 c¢d 1410 *24 c
A1258 5 70,6 +0,6 efg 87,6 £+15 de 1050 +12 d 1398 +30 ¢
A2806 3630 +t00 ¢ 800 00 b 950 +0,0 bc 1250 +0,0 b
Xana 5530 +26 ab 718 +0,7 a 80,2 +39 a 1122 +20 a
X1633 5544 +17 b 709 09 a 804 +40 a 1056 *12 a
X1612 5496 +15 a 718 +0,7 a 818 *+29 a 1122 +20 a
X1358 5524 +19 ab 726 +13 a 804 *48 a 1094 +22 a
X1319 5510 +08 ab 714 +19 a 804 +56 a 1094 +22 a

36 5 458 +0,5 70,6 £1,5 770 +49 103,0 £0,0

93 5 52,0 £0,0 72,2 +2.2 80,4 +46 108,6 +3,4

En general, se observé una mayor precocidad en el ciclo de cultivo de las lineas
determinadas frente a las indeterminadas en todos los estados fenoldgicos considerados. Las
lineas determinadas se cosecharon alrededor de los 110 dias mientras que las indeterminadas
se recolectaron en torno a los 135 dias. Ademas, las lineas A1878, A2418 y A2806, portadoras
de resistencia a potyvirus junto con la variedad ‘Cimera’, resultaron ser mas precoces que la
variedad testigo ‘Andecha’. Por el contrario la linea A1183 se coseché significativamente mas

tarde que ‘Andecha’.
3.3.3 Caracteres de interés agronoémico
La tabla 3.5 muestra los valores medios obtenidos para caracteres intimamente

relacionados con la produccion y el rendimiento, como son: el peso medio de 100 semillas, el

nimero de semillas/vaina, el nimero de vainas/m?, la produccién bruta y el peso del destrio.
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El peso medio de 100 semillas varié dentro de los méargenes tipicos que definen el tipo
comercial Fabada, en torno a los 100 g o superior. Este caracter oscil6 entre 116,2 g (A1183) y
91,7 g (‘Cimera’). Los valores menores los presentaron la variedad ‘Cimera’, A2418, X1633 y
X1319, que aunque fueron significativamente inferiores al testigo ‘Andecha’, pueden
considerarse dentro del tipo Fabada. Por el contrario, los valores significativamente mayores los
presentaron las lineas A1220, A2438 y A1183.

Los valores medios del nUmero medio de semillas/vaina oscilaron entre 3,3 semillas de la

linea determinada X1633 y 4,5 semillas de la linea A2806.

Los caracteres de producciéon como el nimero de vainas/m?, oscilaron entre 102 de la
linea A2438 y 76 vainas/m?® de X1633. Por su parte, las producciones variaron entre 125,5 g/m?
de la linea X1633 y 333,7 g/m? de la linea indeterminada A2418. Se observa que las lineas
indeterminadas presentan una produccién de vainas ligeramente superior (91,5 frente a 84,1
vainas/m?) y una mayor produccién de semilla comercial (208 frente a 112 g/m?) que las lineas
determinadas, aunque estas diferencias no siempre resultaron significativas desde el punto de
vista estadistico. Dentro de las lineas indeterminadas destaca A2806, con una produccion bruta

superior a la del testigo ‘Andecha’.

Los valores medios del peso del destrio, oscilaron entre 32,4 g/m? de X1633 y 71,4 g/m?
de la linea A2806. Generalmente, los materiales con crecimiento determinado mostraron una
mayor proporcion de semillas deterioradas; 32% del total de la produccion frente al 20% de los
indeterminados. Ademas, un andlisis pormenorizado del tipo de destrio muestra que, en términos
generales, las lineas determinadas presentan una mayor proporcion de semillas con
podredumbres o arrugadas que las indeterminadas. En todo caso, la proporcion de destrio es un
parametro altamente variable entre campafias dada su enorme influencia ambiental,
obteniéndose para una misma linea valores que presentaron un amplio rango de variacion entre

un afio y otro.
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Tabla 3.5. Valores medios, error asociado a la media, nimero de medidas (N) y resultados de la comparacién de
medias del peso de 100 semillas, n® semillas/vaina, n° vainas/m?, produccion bruta y produccion de destrio en los
ensayos llevados a cabo en las instalaciones del SERIDA — Villaviciosa en las campafias 2004 y 2005. De
acuerdo con el test de Duncan, las letras que acompafan a los valores indican sus diferencias: dos valores que

coinciden en al menos una letra no presentan diferencias significativas (p > 0,05).

Peso 100 N° semillas / . ’ Produccién bruta Produccion de

semillas (g) vaina N vainas/m (g/m? destrio (g/m?)
Material N Media Error N Medig Error Media Error Media Error Media Error
Andecha 10 109,3+ 0,4 h 539+01 bcd 821 £83 a 2092 +33,0 abcde 38,2 +2,8 ab
Cimera 10 91,7 +0,7 a 54301 e 87,6 +40 a 2125+ 10,4 abcde 58,2 +50 abc
A1878 10 1056 +0,9 efg 543 +0,1 e 83,9 £+59 a 263,7 +43,3 bcde 60,3 £+4,0 abc
A2418 10 986 +09 b 54301 e 99,6 +6,0 a 3337571 e 63,9 £3,5 abc
A1183 10 116,2+ 1,0 i 542 +0,1 de 949 +82 a 2969 +524 de 46,6 +6,3 abc
A2438 10 115,6 £+ 0,8 i 539+01 cd 101,9+ 94 a 289,6 + 62,8 cde 41,8 +6,3 abc
C1969 10 107,0+ 0,4 fgh 5 4,2 +0,1 de 89,2 +88 a 2885 +620 cde 42,1 +7,6 abc
A1220 10 115,3+0,8 i 53701 bc 84,8 +11,9 a 201,2 + 42,9 abcd 34,0 +46 a
A1258 10 104,6 £ 0,9 ef 54,2 +0,1 de 90,5 +9,0 a 237,2+31,3 abcde 38,2 £8,1 ab
A2806 6 1075+05 gh 345+01 e 100,6+ 3,1 a 241,3 +22,2 abcde 71,4 £56 c
Xana 10 1035+ 05 de 5 35+0,1 bc 919 £59 a 204,6 £21,5 abcd 52,7 £8,2 abc
X1633 10 92,0 +£0,8 a 53301 a 76,4 £+66 a 1255 + 10,7 a 324 +28 a
X1612 10 101,7+ 10 bc 5 35+0,1 bc 959 +£+68 a 166,3 +17,1 abc 48,3 +15,5 abc
X1358 10 100,7+09 cd 536+0,1 abc 789 79 a 177,2 +32,1 abcd 59,9 £19,8 abc
X1319 10 983 +12 b 53701 abc 775 £85 a 146,2 +250 ab 67,5 +20,1 bc
36 10 62,3 = 0,5 539+01 118,3+ 8,1 173,8 £ 19,5 48,2 +14,9
93 10 79,4 +0,8 531+0,1 120,1+ 8,3 168,2 + 14,4 47,9 +£12,2

Un analisis pormenorizado del tipo de destrio se muestra en la tabla 3.6. Las semillas
consideradas como deterioradas se agrupan en 5 clases principales: con podredumbres;
pequefias; arrugadas, deformes o abiertas; manchadas y otras. Los resultados obtenidos no
muestran una clara diferencia en la composicion del destrio, entre las variedades determinadas e
indeterminadas. Sin embargo, en la tabla 3.6, se observan unos valores muy altos en los errores
de los valores medios en la composicion del destrio ya que los resultados obtenidos variaron en

los dos ciclos de cultivo.
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Tabla 3.6. Analisis de la composicion media del destrio. Se indican los valores medios obtenidos en cada clase,
errores asociados a las medias, nimero de medidas (N) y los resultados de la comparacion de medias. De
acuerdo con el test de Duncan, las letras que acompafian a los valores indican sus diferencias: dos valores que

coinciden en al menos una letra no presentan diferencias significativas (p > 0,05).

% con % pequefas % arrugadas % manchadas % otros
podredumbres ylo abiertas

Material N Media Error Media Error Media Error Media Error Media Error
Andecha 10 88 +11 a 76 +1,6 bcd 549 +35 a 256 +29 ab 31 *22 a
Cimera 10 10,1 £ 2,0 a 73 +1,2 bcd 525 +71 a 254 +55 ab 48 *12 a
A1878 10 145 +£04 a 96 +21 d 526 £57 a 229+41 ab 04 02 a
A2418 10 134 £20 a 91 +28 cd 429 +96 a 313+78 ab 33 22 a
A1183 10 6,3 £11 a 49 +13 abcd 451 +72 a 388+92 b 49 31 a
A2438 10 6,6 +£16 a 94 +31 d 527 +42 a 299+63 ab 14 +06 a
C1969 10 64 +£1,7 a 43 +0,8 abc 609 +29 a 27718 ab 07 04 a
Al1220 10 76 +£11 a 41 +1,2 abc 453 +88 a 424 +102 b 06 04 a
A1258 10 6,1 +£1,7 a 6,1 +09 abcd 498 +60 a 369+63 b 11 +06 a
A2806 6 90 *£32 a 43 +10 abc 703 +04 a 160+23 a 05 *03 a
Xana 10 159 £+ 6,4 a 30 +12 ab 46,8 +12,0 a 300 +66 ab 43 +22 a
X1633 10 124 £4,0 a 19 +08 a 482 +95 a 347+64 ab 29 +14 a
X1612 10 179 £73 a 28 +13 ab 48,2 +129 a 273 +55 ab 38 +15 a
X1358 10 18,6 £8,7 a 15 +05 a 433 +12,1 a 31,7 +62 ab 49 +22 a
X1319 10 16,7 £88 a 16 +09 a 529 +10,2 a 222 +26 ab 66 =39 a

36 10 155 + 8,6 41 +04 245 + 9,0 370 +7,0 18,9 + 9,3

93 10 16,1 £ 75 44 +14 35,7 £ 10,8 37,7 £ 5,7 6,1 =+ 32

En general, las variedades determinadas se caracterizan por producir una mayor
proporcion de semillas con podredumbres o manchadas, particularmente en la campafia 2004.
En este punto cabe mencionar, que no hay diferencias significativas en la produccion de semillas

manchadas en las lineas portadoras de resistencia genética a las razas locales de antracnosis.

3.3.4 Caracteres vinculados a la calidad

La semilla comercial se agrup6 atendiendo a su calibre longitudinal. En funcién de la
categoria a la que pertenece presenta diferente valor comercial. En la tabla 3.7 se observan los
valores medios obtenidos y los resultados de la comparacién de medias. Los rendimientos en
calibre extra oscilaron entre el 84% de A1183 y el 33% de X1633. Dentro de las variedades
indeterminadas, ‘Cimera’ y A2418 ofrecieron unos rendimientos significativamente menores en

categoria extra (alrededor del 55%).
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Tabla 3.7. Valores medios, error asociado a la media, nimero de medidas (N) y resultados de la comparacién de
medias para los diferentes calibres o categorias de semilla. Categoria extra: Longitud de la semilla > 22 mm;
Categoria primera: 22 mm < Longitud semilla >20 mm; Categoria pequefia: Longitud de la semilla < 20 mm. De
acuerdo con el test de Duncan, las letras que acompafan a los valores indican sus diferencias: dos valores que

coinciden en al menos una letra no presentan diferencias significativas (p > 0,05).

Calibre Calibre Calibre
longitudinal extra longitudinal longitudinal
(%) primera (%) pequefio (%)

Material N Media Error Media Error Media Error
Andecha 10 75,3 * 3,1 defg 22,3 +2,6 abcde 24 +0,6 a
Cimera 10 60,5 * 2,4 bc 36,7 £ 2.2 fg 28 +05 a
A1878 10 72,0 + 3,9 def 26,2 + 3,5 cde 1,8 05 a
A2418 10 553 +20 b 413 +18 ¢ 34 £05 a
A1183 10 846 +25 ¢ 146 +22 a 0,8 £05 a
A2438 10 76,0 +4,8 defg 21,9 + 4,6 abcde 2,1 +0,7 a
C1969 10 82,7 =18 fg 16,8 + 1,8 ab 05 £03 a
Al1220 10 839 +31 g 155 + 3,3 ab 0,6 £03 a
A1258 10 66,8 + 4,3 cd 30,6 + 3,8 ef 26 +06 a
A2806 6 744 +31 defg 24,3 £2,7 bcde 14 +09 a
Xana 10 82,0 +1,6 fg 17,4 £ 1,5 abc 06 =03 a
X1633 10 334 +55 a 553 39 h 114 £27 b
X1612 10 705 =1,4 de 279 = 1,4 de 16 +06 a
X1358 10 77,4 +2,1 defg 22,1 +2,0 abcde 0,5 0,2 a
X1319 10 79,3 = 1,6 efg 20,2 +1,8 abcd 05 +02 a

36 10 0,0 £0,0 14 +0,6 98,6 + 0,6

93 10 240 =19 584 +15 176 + 1,3

Las tablas 3.8 y 3.9 resumen los valores medios obtenidos en los dos afios de evaluacién
para caracteres tradicionalmente vinculados a la calidad comercial como comportamiento en el
remojo (absorcion de agua a las 4 horas y a las 16 horas), proporcién de piel y comportamiento
en la coccion (integridad, tiempo de coccion e intervalo de coccién). En cuanto a la capacidad de
absorcion de agua de las semillas en el remojo previo a su procesado, es importante destacar
gue en las 4 primeras horas de remojo se produce el 90%-95% de la absorcidn con respecto al
peso seco de la semilla, destacando los casos de las variedades X1358 y X1319 que superan el
100% de absorcion en este tiempo. Ademas, a las 16 horas todas las lineas han absorbido mas
del 100% de su peso seco, es decir, duplican su peso. Las lineas A2418 y A2438 presentan una
capacidad de absorcién significativamente menor que el testigo ‘Andecha’. En las lineas
estudiadas no se detecta el problema de testa dura (hardshell) que se caracteriza por una
absorcion de agua limitada lo que supone un problema para la coccién (Castellanos y Guzman-

Maldonado, 1995). Los valores de absorcion de agua son muy similares en todas las lineas.
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Tabla 3.8. Valores medios, error asociado a la media, nimero de medidas (N) y resultados de la comparacién de
medias en los caracteres relacionados con la calidad comercial: capacidad de absorcién de agua a las 4 y 16
horas y proporcion de piel. De acuerdo con el test de Duncan, las letras que acompafian a los valores indican sus

diferencias: dos valores que coinciden en al menos una letra no presentan diferencias significativas (p > 0,05).

C.AA. 4 horas C.A.A. 16 horas Proporcién piel (%)

Material N Media Error Media Error N Media Error
Andecha 15 97,6 *+1,4 bcd 1132 +15 bcde 20 6,9 + 0,1 defg
Cimera 15 92,7 +0,6 abc 110,1 + 1,0 abc 20 6,8 0,1 cdef
A1878 15 993 +29 cd 116,3 + 3,3 de 2064 01 b

A2418 15 89,9 =28 ab 1072 £21 a 20 60 =01 a
A1183 15 958 +2,7 abcd 111,8 £1,4 abcd 20 6,5 +0,1 bcd
A2438 15 92,0 +4,1 abc 107,2 £3,7 a 20 65 *0,1 bc

C1969 15 94,3 +25 abc 1135 +1,1 bcde 20 6,5 0,1 bcd
A1220 15 96,7 *1,0 abcd 116,0 * 1,7 cde 20 6,7 0,1 bcde
A1258 15 925 *1,1 abc 108,8 *0,8 ab 20 72 +0,2 gh
A2806 9 957 0,7 abcd 1084 + 0,6 ab 12 6,3 *0,2 ab

Xana 15 97,6 + 2,7 bcd 1178 £11 e 2073 +£0,1 h

X1633 15 894 +14 a 111,7 £1,0 abcd 20 7,0 0,1 efgh
X1612 15 94,0 +2,8 abc 1129 +0,8 abcde 20 6,9 * 0,1 defg
X1358 15 1020 +1,2 d 116,4 + 1,4 de 20 7,1 +0,1 fgh

X1319 15 1026 +13 d 1184 + 1,7 e 20 7,2 £0,1 fgh
36 15 922 £272 1132 +1,2 20 80 *01
93 15 89,9 *26 117,4 +0,9 20 88 *0,1

Las estimaciones de la proporcion de piel oscilan entre el 6,0% de A2418 y 7,3% de
‘Xana’. Como era de esperar, ya que es un caracter intimamente relacionado con el tamafio de
las semillas, las lineas determinadas mostraron una mayor proporcién de piel que las
indeterminadas (7,1% frente a 6,6%), en muchos casos significativamente mayor que el testigo
‘Andecha’. Dentro de las lineas indeterminadas, A1878, A2418, y A2806 (todas con el gen I)

mostraron una proporcion de piel significativamente menor que el testigo.

Por lo que respecta al comportamiento tras la coccidn, la tabla 3.9 muestra los valores de
la integridad tras la coccidn (expresada como proporcion de semillas enteras) en un tiempo
constante (35 minutos). Estos variaron entre 31% de la linea X1358 y 86% de semillas integras o
enteras de la linea A2438. A1220 y A2438 presentaron una integridad significativamente mayor
gue el testigo ‘Andecha’. El resto de las lineas tienen un comportamiento similar excepto en el
caso de las lineas determinadas X1358 y X1633 que mostraron una integridad significativamente
inferior. En general, las variedades determinadas presentan una menor proporcion de semillas

enteras gue las indeterminadas (50% frente a 76%).

El tiempo de coccién estimado con el cocedor Mattson oscilé entre 931 s de la linea
A2806 y 1142 s de la linea A2418, el menor y mayor intervalo de coccién corresponde a las
mismas lineas. La linea A2418 es la que mas difiere del testigo, con unos valores

significativamente superiores. A2418 y ‘Cimera’ presentan mayores intervalos de coccién y se
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separan significativamente del testigo. Sin embargo, no parece que haya una clara
correspondencia entre el tiempo de coccion Mattson, la integridad y la proporcion de tegumento.
Asi, las lineas con mayor proporcién de tegumento no son necesariamente las que mayor

integridad o tiempo de coccién presentan.

Tabla 3.9. Valores medios, error asociado a la media, nimero de medidas (N) y comparacion de medias para los
diferentes caracteres relacionados con el comportamiento en la coccion: integridad (%), tiempo medio de coccidn
(s) e intervalo de coccion (s) en el cocedor Mattson. De acuerdo con el test de Duncan, las letras que acompafian
a los valores indican sus diferencias: dos valores que coinciden en al menos una letra no presentan diferencias
significativas (p > 0,05).

Integridad (%) Tiempo medio (s) Intervalo (s)

Material N Media Error N Media Error Media Error
Andecha 10 68,7 1,2 bc 15 992,7 +£20,7 ab 290,2 +14,7 ab
Cimera 10 73,0 +3,4 bcd 15 1104,3 £52,6 bc 4094 +27,1 d
A1878 10 70,3 +2,6 bcd 15 1063,6 +32,3 abc 358,9 +18,1 bcd
A2418 10 80,6 +3,3 cdef 15 1142,1 +515 c 5772 £233 e
A1183 10 81,7 +2,9 cdef 15 1020,2 +44,2 abc 365,99 +17,2 bcd
A2438 10 86,3 +2,7 ef 15 1044,3 +65,8 abc 380,7 +37,7 cd
C1969 10 82,9 +2,4 def 15 1093,6 +759 bc 348,4 27,4 abcd
Al1220 10 87,4 +24 f 15 9952 +384 ab 316,4 +24,3 abc
Al1258 10 65,6 +69 b 15 943,7 +229 a 370,6 £22,3 cd

A2806 6 650 *19 b 9 9310 194 a 2723 £17,2 a
Xana 10 59,0 *59 b 15 1090,1 £29,9 bc 371,3 £245 cd
X1633 10 385 6,1 a 15 1099,7 +22,5 bc 3848 16,2 cd
X1612 10 589 +30 b 15 936,7 %239 a 2754 £120 a
X1358 10 31,4 +56 a 15 987,7 16,7 ab 319,7 +16,9 abc
X1319 10 62,3 +*24 b 15 1048,1 +37,6 abc 344,1 26,2 abcd
36 10 53,1 6,5 15 1187,1 £20,1 342,7 £30,8

93 10 23,2 +9,3 15 949,8 £40,0 467,8 +64,2
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3.4 Discusion

En este trabajo se evalud desde diferentes perspectivas, el comportamiento en campo de
las nuevas lineas derivadas de la variedad ‘Andecha’ portadoras de nuevos genes incorporados
gue participan en el control genético de la resistencia a patégenos (genes Co-2, Co-3/Co-9, I, bc-
3) 0 en caracteres vinculados con la arquitectura de la planta (gen Fin/fin). Los resultados han
revelado cierta variacion para algunos caracteres analizados. En cuanto a las diferencias
identificadas, se puede destacar la precocidad de las lineas determinadas (se cosechan unos 25
dias antes) frente a las indeterminadas (ver tabla 3.4). También las lineas indeterminadas
portadoras de resistencia genética a potyvirus se mostraron significativamente mas precoces que
las que carecian de esta resistencia. Se podria sugerir que las lineas mejoradas para resistencia
a potyvirus contienen regiones gendmicas procedentes de los donantes que confieren mayor
precocidad. Estas regiones gendmicas podrian localizarse junto a los genes de resistencia | y bc-
3 (en el apartado 4 de esta memoria, se muestran los resultados obtenidos en la localizacion de
varios QTLs para caracteres fenologicos en el entorno del gen 1), o bien, podrian localizarse en
otras zonas independientes de estos genes. Alternativamente, se podria plantear la hipétesis de
que las plantas infectadas con este patdgeno retrasan su desarrollo, aunque en condiciones de
invernadero, donde las plantas permanecen aisladas frente a potyvirus, también se mantienen

estas diferencias.

En lo referente a los pardmetros agronémicos vinculados con la produccion (véase tabla
3.5), la mayor parte de las lineas disponen de un peso medio de 100 semillas en torno a los 100
gramos caracteristico del tipo comercial Fabada. Sin embargo, las lineas X1633, X1319, A2418 y
‘Cimera’ disponen de un peso medio de 100 semillas menor y significativamente inferior al testigo
‘Andecha’. Este dato se correlaciona con el menor rendimiento en calibre extra de estas lineas,

inferior al 60%, lo que puede suponer un aspecto negativo en su valoracion final.

Los resultados obtenidos para las producciones medias mostraron que las lineas
determinadas producen cerca del 8% menos de vainas/m? y el 36% menos de produccion bruta
(g/m?). Esto supondria unas producciones en torno a los 1.800 kg/ha en las determinadas y
2.500 kg/ha en las indeterminadas, aungue estas estimaciones deberian tomarse con precaucion
dado que se extrapola a partir de parcelas cuya superficie es pequefia, se aproximan a los datos
que aportan los agricultores. Finalmente, cabe destacar la mayor produccion obtenida en las
lineas portadoras de resistencia a potyvirus (A1878, A2418 y A2806) frente al testigo ‘Andecha’

lo que supone una valoracion positiva ante la posible liberacién de materiales.

La produccién y composicidn del destrio resultaron altamente variables, como se observa

en las tablas 3.5 y 3.6. Este caracter esta muy influido por el ambiente. Los resultados revelaron

80



Apartado 3

qgue las lineas determinadas presentaban una mayor proporcién de semilla deteriorada (32%
frente a 20% en las indeterminadas). Los valores medios obtenidos en las diferentes clases de
semilla deteriorada no mostraban claras diferencias significativas entre las lineas portadoras de
resistencia genética a antracnosis frente a las no portadoras de esta resistencia, es decir, no
presentaban unos porcentajes de semillas manchadas inferiores a las no portadoras de esta
resistencia. Esto puede explicarse porque en 2004 y 2005 los ataques de antracnosis en las
parcelas de Villaviciosa no fueron graves. El testigo ‘Andecha’ present6 leves sintomas de este
patdégeno en vaina y semilla mientras que en los materiales con resistencia no se encontraron
sintomas evidentes de haber sufrido su ataque. No obstante, los resultados de las inoculaciones
artificiales confirman que las lineas A1878, A2418, A1183, C1969, A1220, A1258, A2806,
X1612, X1358 y X1319 son resistentes frente a las razas locales 3, 6, 19, 38 y 102 (Ferreira et
al., 2002; Rodriguez Suérez, 2005). Ademas dentro de las lineas determinadas, la arquitectura
de la planta parece jugar un papel determinante, los menores niveles de semillas con
podredumbres (véase figura 3.8 y tabla 3.6) se encontraron en la linea X1633 que dispone de
una planta que se mantiene erecta (habito la) hasta la recoleccién. En las otras lineas, en mayor
0 menor medida las plantas terminan tumbandose por lo que un mayor nimero de vainas entran

en contacto con el suelo con mayor riesgo de pudrirse.

El tipo comercial Fabada es altamente valorado por sus caracteristicas de calidad
destacando en los paneles de cata (Sanz y Atienza, 1998). Resulta deseable que las nuevas
lineas tengan un comportamiento similar al testigo ‘Andecha’. Para ello y como paso previo a
posteriores evaluaciones de calidad sensorial, se estimaron diferentes parametros vinculados
con la calidad (Guzman — Maldonado et al., 1995). En general, los valores de absorcion de agua
son muy similares en todas las lineas y tras 16 horas de remojo duplican ampliamente su peso
seco inicial (ver tabla 3.8). El interés que tiene el comportamiento en remojo radica en que se ha
descrito una correlacidén entre el tanto por ciento de absorcién de agua y el tiempo de coccién
(Jacinto et al., 2002; Pérez-Herrera et al., 2002), de modo que una rapida y elevada absorcién de

agua favorece tiempos de coccion relativamente cortos.

En cuanto a la proporcién de piel, se observa que es muy similar en todas las lineas,
aunque destacan las variedades determinadas (con menor tamafio de semilla) que disponen de
una mayor proporcién. Este resultado es coherente ya que ambos parametros estan intimamente
relacionados. Los valores obtenidos para este parametro, se corresponden con una baja
percepcion de la piel en los analisis sensoriales de Faba Granja, aunque esta percepcion, parece
depender de la composicion molecular del tegumento de las semillas y no del porcentaje

respecto al peso total de las mismas (Casafias et al. 2002).

Otros caracteres analizados y vinculados a la calidad, de gran interés para elaboradores

y consumidores, fueron los relacionados con el comportamiento en la coccion. Una propiedad
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valorada positivamente por el consumidor es que las semillas se mantengan integras tras la
coccion. En este punto conviene sefialar, que el tiempo 6ptimo de coccidon estimado para realizar
este tipo de analisis en las condiciones del laboratorio y para la variedad ‘Andecha’, es de 35
minutos. Para el caracter integridad se ha encontrado que la rotura de semillas fue mas

frecuente en las variedades determinadas. Esto podria indicar:

a) Que la proporcién de piel no es un factor determinante en la rotura de las semillas
durante la coccién aunque algunos autores asi lo han indicado (Krista et al., 1994; Jacinto y
Fernandez, 1993). Como se ha mencionado, en general los materiales determinados disponian

de mayor proporcion de tegumento.

b) Que las variedades determinadas precisarian de menores tiempos de coccién aunque

este hecho no es corroborado por unos menores tiempos de coccién en el cocedor Mattson.

Respecto al intervalo de coccién Optimo estimado con el cocedor Mattson, se
encontraron algunas diferencias significativas frente al testigo ‘Andecha’. Los mayores intervalos
presentados por las lineas A2418 y ‘Cimera’ sugieren una mayor heterogeneidad dentro de las

muestras para este caracter.

Las 14 lineas tipo comercial Fabada, que se evallan en este trabajo han sido
desarrolladas a través de programas de mejora genética clasicos (retrocruzamientos y
cruzamientos sencillos mas seleccién individual) en los que se pretendia modificar caracteres de
la variedad ‘Andecha’. Para el desarrollo de estas lineas, en muchos casos se ha partido de
lineas donantes muy diferentes e incluso muy distantes filogenéticamente a faba Granja (Pafieda
et al., 2005; ver figura 3.4). En este punto, es importante mencionar, que los parentales utilizados
para desarrollar las variedades mejoradas proceden de grupos de germoplasma distintos:
Andecha pertenece al grupo de germoplasma andino frente a A252, A493, Sanilac; A321 y
BRB130 que pertenecen al mesoamericano. Esto sugiere que a pesar de que se ha descrito la
existencia de incompatibilidades en los cruzamientos entre ambos acervos genéticos (Singh y
Gutiérrez, 1984; Gepts y Bliss, 1985), el resultado obtenido en este trabajo ha sido satisfactorio.
Por otro lado, es posible que ademas de la incorporacion de los alelos deseados se hayan
conservado otras regiones genomicas procedentes de los parentales donantes como regiones
ligadas o préximas a los loci manejados u otras regiones que participan en el control de
caracteres no sometidos a seleccion en el proceso de mejora. Asi, Méndez de Vigo (2002)
identifica restos del parental donante en el genoma de algunas de estas lineas esencialmente
derivadas. Estas diferencias con el parental ‘Andecha’ podrian relacionarse con las diferencias

encontradas en este trabajo.

Como estrategia de mejora se ha buscado incorporar diferentes combinaciones de genes

de resistencia desde diversas fuentes, dado que es previsible que cuando se extienda el cultivo
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de variedades resistentes, los patdégenos locales evolucionen y superen las resistencias
introducidas (Parlevliet, 2002; Miklas et al., 2006). Previendo ese supuesto, se han desarrollado
paralelamente diferentes lineas portadoras de distintas combinaciones de genes de resistencia.
En el momento en que las resistencias liberadas sean superadas, se evaluara el comportamiento

de las lineas reservadas y si los resultados son positivos, seran liberadas.

Los genes o combinaciones genéticas incorporadas mediante los programas de mejora
genética aportan una serie de diferencias frente a la variedad ‘Andecha’ que pueden traducirse
en ciertas ventajas y/o desventajas. Asi, el caracter habito de crecimiento determinado,
controlado por el gen Finffin, implica que el tallo termine en inflorescencia y se detenga el
crecimiento de modo que la planta presenta una altura limitada. Esta modificacion en la
arquitectura de la planta, evita el empleo de tutores en el cultivo lo que conlleva unos cambios
significativos en su manejo, horas de trabajo, posibilidad de mecanizacién de la recoleccion, etc.
En cambio, esta arquitectura de la planta favorece que las vainas entren en contacto con el suelo
y la semilla puede pudrirse. Por su parte, los genes de resistencia ofrecen proteccion frente a los
patégenos, de modo que la enfermedad no progresa y las mermas que podria ocasionar se
minimizan. Si bien es cierto que existen estrategias convencionales para limitar el desarrollo de
las enfermedades, como la aplicacion de fitosanitarios o la utilizacion de semilla saneada (Hall y
Nasser, 1996), en ocasiones son poco efectivas y pueden tener efectos secundarios sobre el
medio o la planta. En el caso de virosis la proteccion mediante estrategias convencionales es
muy complicada. Las variedades resistentes, que minimizan la necesidad de utilizar fitosanitarios
para el control de las enfermedades, encajan mejor en un modelo de agricultura sostenible.
Finalmente, la precocidad entendida como un adelanto en la cosecha es un caracter interesante
dado que el cultivo queda menos expuesto a factores de estrés bidtico (resistencia por evitacion)
y abidtico. Ademas, esto supone realizar la recoleccion a finales de agosto evitando posibles
lluvias a principios de septiembre, habituales en la Cornisa Cantdbrica, que dificultan el secado
de las vainas y su posterior conservacion (favorecen la aparicién de manchas en las semillas y

con ello, su depreciacion).

En este trabajo se aportan datos acerca del comportamiento de las variedades
desarrolladas en el SERIDA durante dos afios de evaluacion. Los valores medios obtenidos
fueron bastante estables en ambos, de modo que en cada campafa los materiales con
mayores/menores valores generalmente fueron los mismos. Esta evaluacion se ha limitado a un
s6lo ambiente (Villaviciosa) para evitar liberaciones incontroladas (cruzamientos naturales o
mezclas mecénicas) que afecten a la estrategia de proteccién frente a los patdgenos locales y
por la complejidad de su realizacién en varias localidades. Los resultados han revelado la
necesidad de continuar con la mejora genética, particularmente en los hébitos de crecimiento
determinados, dado que no se dispone de lineas con fenotipo de semilla Fabada en las que se

agrupe una arquitectura determinada erecta y resistencia frente a razas locales de antracnosis y
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virosis (BCMV + BCMNV). Los resultados mostraron también que las lineas esencialmente
derivadas de ‘Andecha’ presentan unas caracteristicas dentro del tipo comercial Fabada (semilla
blanca, oblonga y muy grande) y son muy similares a ella. Las diferencias encontradas en su
comportamiento, que pueden calificarse como ventajas y desventajas, ofrecen la oportunidad de
seleccionar aquellas que méas se ajusten a los intereses de los productores, envasadores,
consumidores y empresas de semillas.
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4.1 Introduccioén

4.1.1 Mapas genéticos en judia

Un mapa genético es una representacion de la disposicion relativa de los genes obtenida
a partir de las frecuencias de recombinacion entre los loci manejados. Resulta por tanto, muy util
en el andlisis del genoma siendo, cada vez con mas frecuencia, un componente clave en los
programas de mejora vegetal (Collard et al., 2005). La ubicacién de un gen en un mapa de
ligamiento, permite predecir las proporciones con que aparecera asociado con otros genes de

interés en la descendencia de determinados cruzamientos.

En judia comun se han elaborado varios mapas genéticos con diferentes tipos de
marcadores moleculares. Entre los publicados hasta la fecha, cabe destacar el mapa consenso
desarrollado en la Universidad de Wisconsin por Freyre et al. (1998) que integra otros tres
mapas publicados anteriormente: a) mapa elaborado en al Universidad de Florida (Vallejos et al.,
1992), b) mapa elaborado en la Universidad de California, Davis (Nodari et al., 1993) y ¢) mapa
elaborado en la Universidad de Paris (Adam-Blondom et al., 1994). Estos mapas incluyen
principalmente marcadores moleculares tipo RAPDs y RFLPs. Mas recientemente, Blair et al.
(2003) publicaron un nuevo mapa genético utilizando 100 marcadores tipo microsatélite y
Rodriguez-Suarez et al. (2007b) presentaron un mapa donde se ubicaron entre otros, 10 loci
implicados en la resistencia genética a razas especificas de antracnosis. La correspondencia
entre los diferentes grupos de ligamiento, cominmente denominados B1 a B11 que componen
los mapas publicados, se establece en base a marcadores comunes, principalmente marcadores
tipo RFLP.

En muchos de estos mapas, el nimero de grupos de ligamiento descritos, coincide con el
numero de pares de cromosomas (2n=22). Pedrosa et al. (2003) integraron mediante técnicas de
hibridacion “in situ” con fluorescencia, los grupos de ligamiento del mapa genético descrito por

Vallejos et al. (1992) y los 11 cromosomas del complemento haploide de esta especie.

Todos los mapas genéticos desarrollados utilizan parentales pertenecientes a diferentes
acervos genéticos o distantes desde el punto de vista genético, a fin de maximizar el nimero de
diferencias genéticas. Los tipos de segregaciones analizadas para la elaboracion de estos
mapas genéticos fueron F,, Bc;F; 0 RILs (lineas recombinantes consanguineas). En los ultimos
afios se observa una tendencia a emplear RILs en la elaboracién de mapas genéticos por las
ventajas que proporciona este tipo de poblacion de mapeo. Entre ellas, puede destacarse, que
se ftrata de poblaciones permanentes que se pueden propagar indefinidamente. Esta
particularidad permite realizar diferentes evaluaciones sobre una misma linea, lo que resulta

imprescindible en la localizacién de caracteres cuantitativos (QTLs) debido al efecto del ambiente
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en la expresién de este tipo de caracteres. Por otro lado, las RILs presentan un elevado nivel de
recombinacion, por lo que su uso es muy eficaz en la elaboracién de mapas genéticos. Ademas,
es facil mantenerlas o conservarlas en el tiempo, s6lo es necesario multiplicarlas periédicamente
para mantener viable el material. Por otra parte, las estimaciones de las fracciones de

recombinacién entre los loci son méas sencillas al desaparecer los heterocigotos.

Los mapas genéticos generales desarrollados en judia, disponen de un limitado niumero
de loci implicados en el control genético de caracteres cuantitativos (QTLs) de interés para la
mejora genética: resistencias, caracteres morfoldgicos y caracteres agronémicos. Esto es debido
en parte, a que no todas las poblaciones segregantes presentan polimorfismos para dichos
caracteres, aunque este inconveniente se ha comenzado a solventar mediante la localizacidn

indirecta a través de marcadores descritos como ligados a loci de interés.

Algunos ejemplos de localizacién de QTLs en otros mapas descritos en la especie se
describen a continuacién: QTLs relacionados con resistencia a enfermedades como los
desarrollados por Jung et al. (1999) y Miklas et al. (2003) para resistencia a Pseudomonas
syringae; los descritos en moho blanco (Miklas et al., 2001; Kolkman y kelly, 2003) y en fusarium
(Schneider et al., 2001). Localizacion de QTLs de interés agrondmico o morfolégico como
pueden ser: dimensiones de vaina, dimensiones de semilla, nimero de semillas por vaina, etc.
(Tsai et al., 1998; Park et al., 2000; Tar'an et al., 2003; Frei et al., 2005; Blair et al., 2006b). En
este punto, cabe destacar, que los resultados obtenidos por estos autores en cuanto a la
posicidon relativa de los QTLs, son distintos. Por ejemplo, el caracter dias hasta la recoleccion se
localiza segun Blair et al. (2006b) en los grupos de ligamiento B1, B5, B6 y B7 y en los grupos B9
y B10 segun Tar'an et al. (2002).

Lo expuesto anteriormente explica que hasta la fecha y como ocurre en la mayoria de las
especies vegetales, la utilizacion practica de esta herramienta molecular en judia, ha sido

limitada.
4.1.2 Mapa genético ‘Xana'/Cornell 49242

La Universidad de Oviedo, en colaboracion con el SERIDA, ha desarrollado un mapa
genético en una poblacion de lineas recombinantes consanguineas (RILs) derivadas del
cruzamiento ‘Xana’ x Cornell 49242. Este mapa genético fue iniciado por Pafieda (2005),
analizando 244 marcadores moleculares: 178 fragmentos AFLP, 18 microsatélites, 28 SCARs, 4
CAPs, 12 RAPDs y 4 marcadores morfoldégicos. Mas adelante, Rodriguez-Suarez, 2005
incorpord 7 loci de resistencia a antracnosis organizados en tres cluster localizados en los
grupos de ligamiento B4 y B11. Posteriormente Campa (2006), incluy6é 13 loci de proteinas de

semilla y finalmente Sanchez (2006) afiadié 31 marcadores tipo ISSR y 7 loci tipo microsatélite.
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Para su elaboracion, se utilizé el programa JoinMap v.3 (van Ooijen and Voorrips, 2001).
Actualmente, y bajo el criterio de LOD > 2,5, el mapa incluye 302 loci distribuidos en 11 grupos
de ligamiento. La longitud total del mapa genético es de 1014 cM y la distancia media entre
marcadores es de 3,54 cM. Un resumen de este mapa y la disposicion de los marcadores se

muestran mas adelante en la tabla 4.1y en la figura 4.2.
4.1.3 Objetivos

La localizacion en el mapa genético de caracteres de importancia econdmica en el cultivo
de la judia, puede favorecer el desarrollo de cultivares mejorados y mas adaptados a
condiciones ambientales especificas. El objetivo de este trabajo es, localizar loci vinculados a
caracteres cuantitativos (QTLs) de interés agrondmico, fenoldgicos y relacionados con la calidad
en el mapa genético de judia comun obtenido en la poblacion de lineas recombinantes
‘Xana'/Cornell 49242.
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4.2. Material y Métodos

4.2.1 Material vegetal

La poblacion de lineas recombinantes (RILs) utilizadas en este trabajo, han sido
desarrolladas por medio del “método de descendiente Unico” (SSD; Fehr, 1987). Se utilizaron un
total de 104 lineas recombinantes, mayoritariamente F,g, derivadas del cruzamiento entre las
variedades ‘Xana’' (?) y Cornell 49242 (3). El parental ‘Xana’' es una variedad comercial obtenida
en el SERIDA que presenta un habito de crecimiento determinado (tipo 1) y una semilla dentro
del tipo faba Granja como se observa en la figura 4.1. El parental Cornell 49242 es una variedad
diferencial de antracnosis, presenta una semilla muy pequefia de color negro, mate y habito de
crecimiento indeterminado rastrero (tipo Ill). Estas dos variedades pertenecen a acervos
genéticos distintos, lo que favorece un mayor grado de polimorfismo a nivel morfolégico y
molecular.

Figura 4.1. Fenotipo de semilla de los
parentales ‘Xana’' y Cornell 49242 y muestra
de una semilla de cada una de las lineas

recombinantes consanguineas (F2:).

4.2.2 Mapa geneético ‘Xana'/Cornell 49242

El mapa genético desarrollado en las lineas recombinantes consanguineas derivadas del
cruzamiento ‘Xana' x Cornell 49242 (Pafieda, 2005; Rodriguez-Suarez, 2005; Campa, 2006;
Sanchez, 2006) se representa en la figura 4.2. En el momento de iniciarse este trabajo el mapa
estaba constituido por 178 marcadores AFLPs, 25 marcadores microsatélites, 28 marcadores
SCARs, 4 marcadores CAPs, 12 RAPs, 13 loci de proteinas de semilla, 7 resistencias, 31
marcadores ISSRs, y 4 marcadores morfolégicos distribuidos en 11 grupos de ligamiento (véase
tabla 4.1). Por tanto, el grado de saturacion de este mapa es alto. En la tabla 4.1 se observa la

distribucién de estos marcadores en los distintos grupos de ligamiento.
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Tabla 4.1. Numero y tipo de marcadores localizados en los 11 grupos de ligamiento del mapa ‘Xana'/Cornell

49242.

Grupos de ligamiento

Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B1l Total

N° marcadores AFLPs

N° marcadores microsatélites
N° marcadores SCARs

N° marcadores CAPs

N° marcadores RAPs

N° proteinas de semilla

N° marcadores ISSRs

NP° resistencias genéticas

N° marcadores morfolégicos
Total

13

P O OO FL, N O W b

29

19

P O N O WO W K

29

20

O O W P NMNNDN D

34

10

O W W U1 O O W -

30

[
N

o O 01 O Fr O FrLr O

27

16

O O W o N ODNMNDN

25

10 22 18 10
3 0 3 1
2 3 1 1
0 0 0 O
0 1 0 O
6 0 0 O
1 2 2 1
0 0 0 O
2 0 0 O

24 28 24 13
Distancia media entre marcadores (cM) 2,7 43 3,7 36 2,7 48 38 36 35 3,7 24

26

o M MO L NMNDNO

39

178
25
28
4
12
13
31
7

4
302
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Figura 4.2. Representacion del mapa genético ‘Xana’/Cornell 49242. Situacién inicial, previa a este trabajo.
Marcadores tipo RAPD se indican con el prefijo O seguido de las letras y los nimeros que indican el kit Operon;
marcadores SCAR se sefialan con el prefijo S; microsatélites con el prefijo BM o BMd; los marcadores AFLP se
designan como M_E_ de la combinacion de primers Msel/EcoRlI; la nomenclatura de los marcadores tipo ISSR
se basa en la secuencia del motivo repetido. El tamafio aproximado de cada marcador (pb) se indica con un
superindice. asp, P y fin son genes que controlan respectivamente el brillo y color de la semilla y el habito de

crecimiento determinado. Sp: proteinas de semilla.
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4.2.3 Ensayos de campo

Los ensayos de evaluacion se llevaron a cabo en parcelas del SERIDA situadas en
Villaviciosa (Asturias) (43°29°01°°N, 5°26°11"W, 6,5 msnm), durante los meses de mayo a
octubre en los afios 2004, 2005 y 2006 (véase figura 4.4). Los datos climaticos para los meses
en que se realizd6 el cultivo en campo pueden encontrarse en la direccidon
http://infomet.am.ub.es/infomet/clima/gijon/. La temperatura y la pluviometria se muestran de
forma detallada en la figura 4.3.

Temperatura
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1 31 61 91 121 151 181
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Figura 4.3. Registro de la temperatura y la pluviometria durante los meses de mayo a octubre en los tres afios
de cultivo. En el eje de abcisas, 1 corresponde al 1 de mayo, 181 al 31 de octubre.
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El cultivo se desarrollé sobre un suelo con textura franco-arenosa siguiendo las
recomendaciones de Fueyo (2004) en su manejo. Para las lineas indeterminadas, se emplearon
tutores de varilla de hierro de 12 mm de diametro y 2,5 m de longitud. Los ensayos constaban de
2 0 3 repeticiones por linea, distribuidas al azar en lineas de cultivo de 1 m de longitud (12

plantas/linea). El marco de plantacion fue de 1,20 x 0,10 m. Para los parentales ‘Xana’' y Cornell

49242, las repeticiones por afio fueron 4.

Figura 4.4. A. Estadios iniciales del cultivo de las lineas recombinantes en parcelas de Villaviciosa (2006). B.
Estado mas avanzado del cultivo de las RILs en el mismo afio. Se observa la diferente arquitectura de la planta

en cada linea recombinante.

Aquellas parcelas con bajas significativas en el nimero de plantas y/o problemas en su

desarrollo fueron descartadas para los analisis.

4.2.4 Caracteres analizados

Se evaluaron un total 17 caracteres cuantitativos: fenolégicos, vinculados a la calidad o
de interés morfo-agron6mico. Se trata de caracteres comunmente utilizados en las
caracterizaciones y evaluaciones dentro de esta especie. Para realizar estas evaluaciones, las
semillas una vez cosechadas se secaron en invernadero hasta que alcanzaron una humedad del
12-15%. Posteriormente permanecieron en camara a -20 °C durante 48 horas para evitar
problemas de gorgojo (Fueyo, 2004). Para su conservacion las semillas se guardan en botes de
cristal herméticos en una camara de refrigeracién con una temperatura de 4 °C y humedad
relativa del 30-35%.

Caracteres morfo-agronémicos

- Longitud del foliolo central de la hoja (LL) (cm). Longitud media del foliolo central de 10 hojas

tomadas al azar. Se toma la medida desde la insercién del peciolo hasta el dpice de la hoja.
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- Ancho del foliolo central de la hoja (LW) (cm). Anchura media del foliolo central de 10 hojas

tomadas al azar. Se mide en la parte mas ancha del foliolo, perpendicularmente al nervio central.

- Longitud de la vaina (PL) (cm). Longitud media de 10 vainas extendidas en estado de verdeo

tomadas al azar.

- Ancho de la vaina (PW) (mm). Anchura media a la altura de la segunda semilla desde el punto
de insercién de la vaina, de 10 vainas extendidas en estado de verdeo tomadas al azar. Se mide

perpendicularmente a la longitud.

- Grueso de la vaina (PH) (mm). Media de 10 vainas en estado de verdeo tomadas al azar, del
grosor a la altura de la segunda semilla desde el punto de insercion. Se toma transversalmente a

la longitud.

- Longitud de la semilla (SL) (mm). Longitud media de 10 semillas tomadas al azar de cada

muestra.

- Ancho de la semilla (SWi) (mm). Anchura media de 10 semillas tomadas al azar de cada

muestra, se mide perpendicularmente al hilum.

- Grueso de la semilla (SH) (mm). Grosor medio de 10 semillas tomadas al azar de cada muestra

y medido transversalmente al hilum.

- N° semillas/vaina (SP). NUmero medio de semillas estimado en 10 vainas tomadas al azar.

Caracteres vinculados a la calidad

La metodologia seguida para evaluar el comportamiento tras el remojo y la proporcion de
piel fue adaptada de Guzméan-Maldonado et al. (1995).

- Peso medio de la semilla (SW) (g). Se estima a partir de tres lotes de 10 semillas por muestra

tomadas al azar.

- Capacidad de absorcion de agua (CA4 y CA16) (%). Se toman al azar 3 muestras de 25
semillas por cada repeticion y se ponen a remojo en agua destilada a temperatura ambiente. Se
determina el peso de las 25 semillas antes y después del remojo, transcurridas 4 horas y 16
horas. La capacidad de absorciéon a las 4 y 16 horas de remojo se cuantifica mediante la

siguiente formula (Bressani et al., 1988; Guzman-Maldonado et al., 1995).
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(Peso en remojo (g) — Peso seco (g))

Capacidad de absorcion = X 100
Peso seco (g)

Donde:

Peso en remojo (g): Peso medio de 25 semillas tras remojo en agua destilada durante 4 y

16 horas.
Peso seco (g): Peso medio de 25 semillas antes de iniciar la hidratacion.

- Proporcion de piel de las semillas (PP) (%). Se toman al azar 4 lotes de 5 semillas por cada
muestra y se ponen a remojo en agua destilada a temperatura ambiente durante 16 horas. Se
separa el tegumento (o piel) del albumen con ayuda de un bisturi y se someten a secado forzoso
en estufa a 80 °C durante 8 dias. Transcurrido ese periodo de secado, se pesa el tegumento y el

albumen. La proporcion de piel se estima aplicando la siguiente formula (Elias et al., 1986):

Peso tegumento (g)
Proporciéon de piel = x 100

Peso tegumento (g) + Peso albumen (g)
Caracteres fenologicos
En este apartado los caracteres considerados fueron (segun Debouck e Hidalgo, 1985):

- Dias al inicio de floracion (IF) (dias): dias transcurridos desde la siembra hasta que el 50% de

las plantas de la parcela presentan la primera flor abierta.

- Dias al final de floracion (FF) (dias): dias transcurridos desde la siembra hasta que la mayor

parte de las plantas carecen de flores abiertas.

- Dias a la cosecha de verdeo (V) (dias): dias transcurridos desde la siembra hasta que el 50%
de las plantas desarrolladas tienen las vainas en su estado 6ptimo para su consumo en verde

(vaina totalmente desarrollada en su longitud y semillas iniciando su engrosamiento).

- Dias a la recoleccion (R) (dias): dias transcurridos desde la siembra hasta que las vainas estan

secas, la humedad de la semilla entorno al 15% y alcanzan su coloracion tipica.
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4.2.5 Localizacion de los QTLs en el mapa genético

La localizacién de los caracteres cuantitativos en el mapa genético se llevé a cabo
utilizando el programa Windows QTL Cartographer v.2.5 (Wang et al., 2006) a partir del mapa
previamente construido con el programa JoinMap v.3 (van Ooijen and Voorrips, 2001). Los QTLs
se localizaron mediante un andlisis CIM (composite interval mapping) con unas condiciones
restrictivas. El analisis CIM se llevé a cabo grupo de ligamiento a grupo de ligamiento en un
intervalo cromosoémico de 2 cM, con 300 permutaciones y con un 5% de nivel de significacion.
Los criterios considerados para la identificacion de QTLs fueron LOD = 3 y la proporcion de

variacion explicada, R? = 10%.

Para contrastar la hip6tesis de que los resultados de los caracteres analizados se ajustan
a una distribucién normal, se utilizd el test Kolmogorov — Smirnov (p = 0,01). Las posibles
diferencias significativas desde el punto de vista estadistico entre los parentales o entre los
grupos de lineas en funciéon de su genotipo para un marcador determinado se investigaron
mediante la comparacién de medias utilizando la prueba T de Student a un nivel de significacion
p < 0,05. Se midi6 el coeficiente de correlacion (Pearson) con un nivel de significacion p < 0,05
entre los caracteres cuantitativos. Los andlisis estadisticos fueron realizados con la ayuda del

programa informatico SPSS v.12.0.
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4.3 Resultados

4.3.1 Variacion fenotipica en las RILs

En la figura 4.5 se representa mediante histogramas la distribucion de los caracteres
cuantitativos analizados en la poblacion de lineas recombinantes. Los detalles en cuanto a la
media y error de cada uno de los caracteres cuantitativos analizados para cada una de las lineas
recombinantes se incluyen en el CD que acompafia a esta memoria. Todos los caracteres, salvo
la capacidad de absorcion de agua a las 4 horas, presentan una variacibn que podria
considerarse una distribucion normal (test Kolmogorv — Smirnov; p = 0,01). Ademas, en todos los
caracteres aparecen clases distintas a las de los parentales, lineas intermedias y/o lineas
mayores o menores que las de los parentales (segregacion transgresiva). Por ejemplo, en el
caracter dias a la recoleccion aparecen clases intermedias entre ambos parentales, clases mas
precoces que el parental mas precoz (Cornell 49242) y clases menos precoces que el parental

menos precoz ‘Xana'.
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La tabla 4.2 muestra la media y el intervalo de variacion de los parentales y de la
poblacion de lineas recombinantes para cada caracter estudiado en los tres afios de evaluacion.
Ademas se indican, mediante una prueba T de Student, las diferencias significativas entre los

parentales para los caracteres cuantitativos sometidos a evaluacion.

Los fenotipos de ‘Xana' y Cornell 49242 muestran diferencias significativas para los
caracteres analizados salvo en los casos: longitud del foliolo central de la hoja, inicio y final de
floracién y verdeo. Los valores maximo y minimo que presentan las lineas recombinantes para
estos caracteres, indican que en todos los casos aparece un amplio rango de variacion. Por otro
lado, cabe destacar que analizando el fenotipo de semilla de las RILs no existe ninguna linea

cuyo fenotipo sea igual al de ‘Xana’.

Tabla 4.2. Valores medios y error para los 17 caracteres cuantitativos analizados en las lineas recombinantes y
de los parentales. En las RILs se indica el intervalo de variacion. En los parentales, se sefiala el resultado de la
prueba T de Student: *p <0,01 *0,01 >p<0,05 nsp>0,05.

Fenotipo en los parentales Fenotipo en RIL"s

Xana Cornell 49242 Rango
Caracter (unidad) Media Error Media Errorp Media Error Maximo Minimo
Longitud foliolo central (cm) 109 +0,1 110 %£0,2 ns 11,1 0,1 132 9,0
Ancho foliolo central (cm) 93 +021 7,7 01 * 83 01 102 6,4
Longitud vaina (cm) 13,7 +0,2 83 01 ** 99 +0,1 133 7,0
Ancho vaina (mm) 144 +021 108 0,1 * 119 *0,1 150 10,3
Grueso vaina (mm) 74 +02 67 01 * 6,7 =01 383 52
N° semillas/vaina 30 +01 55 01 ** 39 01 52 2,8
Longitud semilla (mm) 224 +02 96 +01 * 14,1 +0,2 194 114
Ancho semilla (mm) 95 +01 66 00 * 7,7 01 89 6,3
Grueso semilla (mm) 74 +01 55 +01 * 59 01 7.1 4,3
Peso semillas (g) 85 06 23 +01 * 45 +01 94 31

Capacidad absorcién agua4 h (%) 1035 +2,1 886 +21 ** 714 +01 1165 55
Capacidad absorciéon agua 16 h (%) 1244 +34 1145 +18 * 1104+3,2 1365 66,8

Proporcién de piel (%) 77 02 80 01 * 83 +12 126 6,6

Inicio floracién (dias) 604 +08 574 +16 ns 604 +08 86,8 46,0
Verdeo (dias) 779 +26 776 =10 ns 80,3 +08 1035 624
Final floracion (dias) 856 26 789 +23 ns 850 +1,1 111,0 57,3
Recoleccion (dias) 130,2 +89 1036 *2,7 * 1154+12 1500 925

En la tabla 4.3 se muestran las correlaciones estimadas entre los diferentes caracteres
analizados. Los resultados revelaron una fuerte correlacion entre, por ejemplo, todos los
caracteres fenoldgicos evaluados, todos los caracteres relacionados con las dimensiones de

semilla y para todos los caracteres de las dimensiones de vaina.

100



Tabla 4.3. Valores estimados para la correlacion de Pearson de los 17 caracteres analizados. Se indica, el nivel de significacion: **p < 0,01 *0,01 >p <0,05 nsp >0,05.

Longitud  Ancho foliolo Longitud Ancho Grueso Ne Longitud Ancho Grueso Peso C.A.A. C.AA. Proporcion Inicio  Verdeo Final Recoleccion
foliolo central vaina vaina vaina semillas/ semilla semilla semilla semilla 16 h floracién floracion
(cm) central (cm) (cm) (mm) (mm) vaina (mm) (mm) (mm) Q@ 4h(%) (%) piel (%) (dias) (dias) (dias) (dias)
Longitud foliolo central (cm)
Ancho foliolo central (cm) 0,64**
Longitud vaina (cm) 0,15ns 0,11ns
Ancho vaina (mm) -0,09ns 0,23* 0,33*
Grueso vaina (mm) 0,04ns 0,20* -0,22* 0,22*
N° semillas/vaina 0,20* -0,23* 0,20ns  -0,51** -0,34**
Longitud semilla (mm) -0,14ns 0,23* 0,563* 0,58** 0,23* -0,46**
Ancho semilla (mm) 0,04ns 0,39* 0,19ns  0,56** 0,25**  -0,42** 0,73**
Grueso semilla (mm) 0,12ns 0,34* 0,03ns 0,23* 0,49 -0,23* 0,38** 0,49**
Peso semillas (g) -0,06ns 0,30** 0,43* 0,54* 0,33*  -0,42** 0,83** 0,74* 0,57*
Capacidad absorcién agua 4 h (%) 0,0lns -0,18ns 0,22* 0,08ns -0,06ns 0,04ns -0,04ns -0,19** -0,23* -0,13ns
Capacidad absorcién agua 16 h (%) -0,10ns -0,13ns 0,23* 0,19ns 0,07ns -0,03ns 0,18ns  -0,06ns -0,18ns 0,03ns 0,65**
Proporcion de piel (%) -0,02ns -0,12ns -0,11ns -0,21* -0,06ns 0,05ns -0,02ns -0,12ns -0,47** -0,31** 0,09ns 0,23*
Inicio floracién (dias) 0,00ns -0,27** 0,37* -0,16ns -0,28** 0,47** 0,09ns  0,02ns -0,10ns 0,0lns -0,13ns -0,09ns 0,00ns
Verdeo (dias) -0,12ns -0,30** 0,40** -0,13ns -0,29** 0,39* 0,14ns  0,00ns -0,16ns 0,07ns -0,11ns -0,07ns -0,01ns 0,83**
Final floracion (dias) -0,01ns -0,22* 0,37* -0,15ns -0,41** 0,40* 0,14ns 0,06ns 0,07ns 0,11ns -0,08ns -0,13ns -0,18ns 0,65** 0,72*
Recoleccion (dias) -0,01ns -0,10ns 0,52** 0,06ns -0,20ns 0,26**  0,34** 0,21* 0,12ns 0,31** -0,03ns 0,03ns -0,07ns 0,67** 0,75**  0,74**
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4.3.2 ldentificacion de los QTLs

En la tabla 4.4 se indican los principales QTLs encontrados para cada caracter y el
grupo de ligamiento en el que se ubica cada uno, asi como los marcadores o loci mas
estrechamente asociados junto con el correspondiente valor de LOD y la proporcion de la
varianza explicada por cada QTL. Para la mayor parte de los QTLs se encontré una
asociacion con al menos dos marcadores moleculares. Los valores de LOD variaron entre 3,0
del QTL IF4 (inicio de floracién situado en B8) y 10,6 del QTL CA4, (capacidad de absorcion
de agua a las 4 h situado en B3). Los valores de R? (porcentaje de la variacién explicada)
oscilaron entre el 10% encontrado para SWis, SWi, y SW3 (ancho de la semillaen B9y B10y
peso de la semilla en B7 respectivamente) y el 36% para CA4, (capacidad de absorcién de

agua a las 4 h situado en B3).

Los resultados muestran que para algunos caracteres el porcentaje de la variacion
explicada por el conjunto de los correspondientes QTLs es muy alta. Por ejemplo, para el
peso de la semilla los 5 QTLs localizados explican el 80% de la variacién o para el caracter
dias a la recoleccion con 5 QTLs se llega a explicar el 87%. En cambio en caracteres como el
ancho de la vaina o el numero de semillas/vaina s6lo se encontré un QTL que explica el 15%

de la variacion.
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Tabla 4.4. Principales QTLs identificados en las RILs ‘Xana'/Cornell 49242. Se indica la denominacion de
cada uno de los QTLs (con subindices, en los caracteres para los que se ha localizado mas de un QTL), el
grupo de ligamiento en el que se localizan, los marcadores o loci mas importantes asociados a él, el valor

LOD y el porcentaje de variacion explicada, R?. El marcador méas estrechamente ligado aparece subrayado.

Carécter QTL GL Marcadores o loci asociados LOD R? (%)
Longitud foliolo central LL; B8 MCAGEAC®"/ MCTGEAC*"**/ MCAGEAC??*/ MCATETC%® 40 17
LL, B9 MCTAETA*™®/MCATETA™* 69 23
Ancho foliolo central LW; B1 Fin 7.4 29
LW, B7 asp 40 15
LW; B9 MCTAETA®™™/MCATETA™* 54 21
Longitud vaina PL, B8 MCAGEAC?*® 38 14
PL, B8 MCTGEAT“"™® 32 16
Ancho vaina PW B7 SpJ/Pha / SpE /J01263*%/ MCTAEAT™® / S704°% 45 15
Grueso vaina PH, B1 Fin / GAG(CAA) %% 33 13
PH, B2 op10*® 36 13
PH; B8 MCTGEAG'""*/MCATETC'" / MCTGEAT**® 36 15
Ne semillas/vaina SP Bl Fin / GAG(CAA)s™** /| BMd452°72% 38 13
Longitud semilla SL;, B2 swi13%° 32 12

SL, B3 MCATEAG'®/MCATETA™® | MCATETAY* | MCATETC®*%® 52 12
MCATETA*Y | MCATEAG *®! | MCTGEAT 405570
SL; B6 MCTGEAC™*'/MCTGEAC'*®/MCTGEAC"®* | ROC11%*® 48 15

SL, B8 MCTGEAT™" 34 20
SLs  B10 MCATETC’*®*/ MCATETC"™*® 33 14
Ancho semilla SWi; B6 MCTGEAC'**"/ROC11%® 78 22
SWi, B8 MCTGEAT**"®/ MCAGETC*(ACTG),*°/ (ACTG),2*® 41 25
SWi; B9 MCTGEAG*%/(AC),YG** 36 10
SWi, B10 MCATETC**/MCATETC™*® 38 10
Grueso semilla SH; B3 MCATEAG® 45 14
SH, B7 P /SpB 35 12
Peso semilla SW; B6 MCTAEAT™®%®/MCTGEAC™*"/ MCGEAC™™®/ MCTGEAC™®" 6,4 18
SW, B7 5z04°®/ MCTGEAC*®*®/ MCTGEAT*?*?° 56 15
SW; B7 (AC)YT®/p 31 10
SW, B8 MCTGEAT™ " 50 22
SWs B8 MCTGEAG'"* | MCATETC'™ / MCTGEAT**® 39 15
Absorcion agua 4 h CA4; B3 MCTAETA®®/SR20%® 10,6 36
CA4, B6 MCTAEAT***/MCATETC®* 38 23
CA4; B7 asp / MCAGEAC®®/SAS8™ 44 19
Absorcion agua 16 h CA16, B3 MCTAETA®% | sr20%° 3,7 16
CA16,B8 MCTAETA®*'?/MCATEG®*® / MCTGEAT"® / SBB14*"*!%° 38 15
Proporcion de piel PP B7 BM185™?"**/ MCTGEAC*** | MCATETC™** [ (AC)gYT™® 75 28
P /SpB / SpA / MCTAETA®
Inicio floracion IF, Bl MCTAEAT™*%/Bm170™° 71 29
IF; Bl BMd45%°%°/spD 65 27
IF; B2 MCTGEAC'?®/ MCTGEAG®®% 38 11
IF, B8 MCTGEAC**/MCAGEAC?? 30 11
Verdeo Vi B2 swi13*® 48 34
V, B2 MCAGEAC?®/MCTGEAG®%/0p10'® 32 12
Final floracion FF, Bl Fin / GAG(CAA) ™% 10,2 29
FF, B2 MCAGEAC ™®/MCTGEAC"?%/ MCTGEAG”®% 52 12
Recoleccion R, Bl Fin / GAG(CAA)s %% 44 12
R, B2 swi3™ 38 24
R; B2 MCAGEAC™®/MCTGEAC'>% 63 18
R, B6 MCATEAG™®Y 41 11
Rs B6 MCTGEAC™®®/MCTGEAC®¥ 76 22
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4.3.3 Contribuciéon de los parentales en cada uno de los QTLs

analizados

Con objeto de establecer la contribucién de cada parental (aumento o disminucion del
caracter cuantitativo) en cada uno de los QTLS, se establecio la comparacion entre grupos de

RILs en funcién del marcador mas estrechamente ligado a cada caracter cuantitativo.

En la tabla 4.5 aparecen indicados los QTLs, el marcador al que estdn mas
estrechamente ligado, el genotipo que presentan los parentales para el marcador y el fenotipo
para el caracter de las lineas recombinantes con el alelo igual al de ‘Xana’ o al de Cornell
49242.
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Tabla 4.5. Comparacién del fenotipo del alelo del marcador igual al de ‘Xana’ o igual al de Cornell 49242. Se
indican los QTL analizados, el grupo de ligamiento en el que se localizan, el fenotipo de los parentales y el
marcador mas estrechamente ligado asi como el fenotipo de las RILs atendiendo al genotipo de cada uno de

los parentales. Se sefiala el resultado de la prueba T de Student: **p < 0,01 *0,01>p=<0,05 nsp>0,05.

Fenotipo parentales Fenotipo en RILs
. Cornell Alelo Cornell
Carécter QTL GL Marcador Xana 49242 Alelo Xana 49242
Longitud foliolo central LL1 B8 MCATETC®?® 10,9+0,1 11+0,2 11,4+0,2 10,8+0,1 o
LL2 B9 MCTAETAS: 10,7+0,1 11,6+0,1 o
Ancho foliolo central LW1 Bl Fin 9,3+0,1 7,7+0,1 8,8+0,1 8+0,1 i
Lw2 B7 J 8,7+0,1 82%0,1 o
LW3 B9 MCTAETAS: 81+01 88%0,1 o
Longitud vaina PL1 B8 MCAGEAC?® 13,7+0,2 83+01 10,3+02 9677 *
PL2 B8 MCTGEAT"® 9,8+82 10,2+0,2 ns
Ancho vaina PW B7 JO1263%8 144+01 108+0,1 12,2+02 115+0,1 o
Grueso vaina PH1 Bl Fin 74+02 6,7+0,1 6,9+0,1 6,5+0,1 *x
PH2 B2 0G06"® 6,4+0,1 6901 ok
PH3 B8 MCATETC'® 6,8+01 65+0,1 o
N° semillas/vaina SP Bl Fin 3+0,1 55+0,1 36+01 42+0.1 o
Longitud semilla SL1 B2 swi3®® 22,4+0,2 96+0,1 14,7+0,2 13,7+0,2 b
SL2 B3 MCATETC?%% 149+03 13,7+0,2 o
SL3 B6 ROC11%® 148+02 13,5+0,2 o
SL4 B8 MCTGEAT"® 13,9+0,2 14,6+0,3 ok
SL5 B10 MCATETC™®® 147+0,2 13,8+£0,2 o
Ancho semilla Swil1 B6 RoC11%® 95+0,1 66%01 79%01 7,4%01, i
SWi2 B8 (ACTG),*° 75+01 7,8+01 *
SWi3 B9 (AC)sYG*™ 76+01 7,7+0,1 ns
SWi4 B10 MCATETC*® 78+0,1 7601 ns
Grueso semilla SH1 B3 MCATEAGY® 74+01 55+01 62+01 5601 *
SH2 B7 P 6+0,1 57+0,1 o
Peso semilla SW1 B6 MCTGEAC'®® 85+06 23+01 52+%02 4,1%01 *
SW2 B7 MCTGEAC?%%® 49+02 42+01 o
SW3 B7 (AC)YT'® 49+02 44201 *
SW4 B8 MCTGEAT'7® 43+01 4,9%02 *
SW5 B8 MCTGEAG'™"%* 48+0,2 4,4%02 ns
Capacidad absorcion agua 4 h CA41 B3 SR20%° 103,5+2,1 883,6+2,1 96,4+15 58,3+4,7 i
CA42 B6 MCTAEAT®*® 69,7+53 826%35 ns
CA43 B7 SASs™® 68,1+1,9 845+3,6 o
Capacidad absorcion agua 16 h CA161 B3 MCTAETA®® 1244+3,4 1145+1,8 116+1,6 106,8+1,7  **
CA162 B8 SBB14'%°01%0 106,7+22 1157+1,2  **
Proporcion de piel PP B7 P 7,7+0,2 8+0,1 79+0,1 8,9+0,2 i
Inicio floracion IF1 Bl BM170*° 60,4+08 57,4+16 569+14 61,3+13 *
IF2 Bl BMd4520%0° 56,7+1,2 636+1 o
IF3 B2 MCTGEAG*®% 62,8+1,4 589+1 *
IF4 B8 MCAGEAC?® 63,2+1,1 57,5+0,9 wox
Verdeo Vi B2 sw13%° 779+26 7761 834%12 77,71 *
V2 B2 MCTGEAG®® 833+1,3 782+1,1 ok
Final floraciéon FF1 Bl Fin 856+26 789+23 77,2+13 889+1,2 *x
FF2 B2 MCTGEACY?® 89,1+1,4 821+15 ok
Recoleccién R1 Bl Fin 130,2+8,9 103,6+2,7 109,9+1,4 1183+1,6  **
R2 B2 swi3®® 118,6+1,8 111,7+1,3  **
R3 B2 MCAGEAC'® 121,2+1,7 1112+1,4  **
R4 B6 MCATEAGYY 109,6 +0,7 1276 +1,3 ns
R5 B6 MCTGEAC® 119,6+1,9 1121+15  **
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Los resultados mostraron diferencias significativas para la mayor parte de los
caracteres analizados. Solo en 6 casos, la comparacion entre los dos grupos de lineas con
respecto al marcador mas estrechamente ligado no resulté significativa. Estos QTLs fueron:
PL, (longitud de la vaina en el grupo de ligamiento B8), SWis y SWi4 (ancho de la semilla en
B9 y en B10), SW5s (peso de la semilla en B8), CA4, (capacidad de absorcion de agua a las 4

h en B6) y R, (recoleccion en B6).

Por otro lado, se observa que en la mayor parte de los casos la media del caracter es
mas elevada en el grupo de lineas con el alelo del marcador mas estrechamente ligado igual
al del parental que presenta el valor mas elevado de dicho caracter. En 12 QTLs (LL;, LWj3,
PH,, SL4, SWiy, SW,, CA43, CAL6,, IF4, IF,, FF1 ¥y R;) ocurre lo contrario. Asi por ejemplo, en
el QTL SL4 (longitud de la semilla situado en B8) el valor medio en las RILs es mas alto en
aquellas lineas que tienen el alelo del marcador mas estrechamente ligado, como Cornell

49242, en lugar de las que lo tienen como ‘Xana'.
4.3.4 Localizacion de los QTLs en el mapa genético

La tabla 4.6 muestra un resumen de los loci identificados por grupo de ligamiento. En
los grupos B4, B5 y B11 no se localizé ningun QTL para los caracteres estudiados. En el resto
de grupos de ligamiento, se localizaron un total de 47 QTLs. El grupo de ligamiento que
mayor nimero de QTLs presenta es el B8 con 10, seguido del B2 con 8 y B1 y B7 con 7
QTLs. En B1, destaca la region en torno al gen Fin, por el elevado grado de saturaciéon que
presenta. El resto de caracteres cuantitativos se distribuyen en los grupos de ligamiento B6,
con 6 QTLs, B3 con 4, B9 con 3y B10 con 2.
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Tabla 4.6. QTLs identificados en cada grupo de ligamiento para los distintos caracteres analizados. Se
indican los grupos de ligamiento en los que se localizan los QTLs, el nimero total de QTLs encontrados para
cada caracter y el porcentaje de la variacion explicada por el total de los QTLs detectados para cada caracter
(R?).

Grupo ligamiento

Carécter QTL Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Bll Total R? (%)

Longitud foliolo central (cm) LL - - - - - - - 1 1 - - 2 40
Ancho foliolo central (cm) LW i - - - - - 1 - 1 - - 3 65
Longitud vaina (cm) PL - - - - - e -2 e - 2 30
Ancho vaina (mm) P - - - - - - 1 - - - - 1 15
Grueso vaina (mm) PH i1 - - - - - 1 - - - 3 41
N° semillas/vaina SP i - - - - - - - - - - 1 13
Longitud semilla (mm) SL -1 1 - - 1 - 1 - 1 - 5 73
Ancho semilla (mm) swi - - - - - 1 - 1 1 1 - 4 67
Grueso semilla (mm) SH - -1 - - - 1 - - - - 2 26
Peso semilla (g) sw - - - - - 1 2 2 - - - 5 80
Capacidad absorcion agua4h (%) CA4 - - 1 - - 1 1 - - - - 3 78
Capacidad absorcion agua 16 h (%) CA16 - - 1 - - - - 1 - - - 2 31
Proporcion de piel (%) PP - - - - - -1 - - - - 1 28
Inicio floracion (dias) IF 2 1 - - - - - 1 - - - 4 78
Verdeo (dias) \Y -2 - - - - e - 2 46
Final floracion (dias) FF i1 - - - - - - - - - 2 41
Recoleccion (dias) R 1 2 - - - 2 - - - - - 5 87
Total 7 8 4 0 0 6 7 10 3 2 0 a7

En la figura 4.6 se muestra el mapa genético desarrollado a partir de la poblacién de
lineas recombinantes derivadas del cruzamiento ‘Xana’' x Cornell 49242. Se representan con
una barra vertical los loci encontrados para los caracteres analizados (QTLs). En cada QTL,

se indica el valor de LOD y el porcentaje de variacién explicada (R?).
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CA4: Capacidad absorcion agua 4 h
CA16: Capacidad absorcién agua 16 h
IF: Inicio de floracion

FF: Final de floracion

LL: Longitud foliolo central de la hoja
LW: Ancho foliolo central de la hoja
PH: Grueso de la vaina

PL: Longitud de la vaina

PW: Ancho de la vaina

PP: Proporcién de piel

SH: Grueso de la semilla

SL: Longitud de la semilla

SP: N° semillas/vaina

SW: Peso de la semilla

SWi: Ancho de la semilla

R: Recoleccion

V: Verdeo

Figura 4.6. Mapa genético desarrollado a partir de la poblacién de lineas recombinantes derivadas del

cruzamiento ‘Xana’ x Cornell 49242. Cada QTL se representa con una barra vertical, indicando el valor de la

LOD y el porcentaje de variacién explicada (Rz). En azul, los QTLs en los que la contribucion del caracter es

superior por parte del parental ‘Xana’; en rojo los QTLs en los que es superior por parte del parental Cornell

49242. Si se han localizado varios QTLs para un caracter determinado, se indican con subindices.
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4.4. Discusion

Este trabajo se ha desarrollado sobre una poblacion de lineas recombinantes
derivadas del cruzamiento ‘Xana' x Cornell 49242. Los parentales utilizados, ademas de
pertenecer a acervos genéticos distintos, presentan caracteristicas muy diferentes como ha
guedado reflejado en las diferencias significativas encontradas (véase tabla 4.2). La variedad
‘Xana’ presenta un habito de crecimiento determinado y un fenotipo de semilla dentro del tipo
Fabada, la semilla mas grande descrita en la especie (Voysest, 2000). La variedad Cornell
49242 es una linea reconocida internacionalmente que forma parte del juego de variedades
diferenciales cominmente utilizadas para la identificacion de razas de antracnosis (Pastor-
Corrales, 1991). Esta linea presenta un habito de crecimiento indeterminado rastrero y una
semilla que pertenece al tipo comercial Black turtle, segun Santalla et al. (2001), de las mas

pequeiias descritas en la especie.

El mapa genético ‘Xana'/Cornell 49242 desarrollado en la poblacién de RILs destaca
por ser un mapa relativamente saturado de marcadores moleculares. La distancia media entre
loci es de 3,54 cM. Por otra parte, la poblacion de mapeo esta formada por lineas
recombinantes, lo que permitid repetir las evaluaciones y disponer de una caracterizacion
muy fiable de cada linea. Estas dos particularidades ofrecieron la posibilidad de identificar
regiones asociadas a caracteres cuantitativos con relativa precision (la mayoria de los QTLs
se asociaron a varios marcadores). Para la localizacion de los loci cuantitativos se
consideraron unas condiciones de mapeo muy restrictivas; el analisis CIM (composite interval
mapping) se llevd a cabo grupo de ligamiento a grupo de ligamiento, en un intervalo
cromosémico de 2 cM, LOD = 3 y con un porcentaje de variacion explicada, R? = 10%. El
analisis CIM es el mas utilizado en los ultimos afios (Park et al., 2000; Ender y Kelly, 2005;
Blair et al., 2006b) ya que resulta mas fiable que los usados anteriormente. En la década de
los 90, la localizacion de QTLs se realizaba mediante el analisis IM (interval mapping) que
proporcionaba posiciones menos precisas (Koinange et al., 1996; Tsai et al., 1998). En cuanto
a las condiciones de mapeo, se han descrito otros trabajos de localizacién de QTLs en judia
que emplean unas condiciones menos limitantes. Son los casos de Frei et al. (2005) que
utilizan para el andlisis CIM un intervalo cromosémico de 10 cM y un valor de LOD 225y
Tar‘an et al. (2002) que se basa en una LOD = 2,5 como Unico condicionante para localizar

los loci para caracteres cuantitativos.

En total se localizaron 47 QTLs para los 17 caracteres cuantitativos analizados,
situados en 8 grupos de ligamiento. Aparecen regiones cromosdmicas altamente saturadas
como: el entorno del gen fin en el grupo de ligamiento B1, un extremo del grupo de ligamiento

B6 y la mayor parte de los grupos de ligamiento B7 y B8. El nimero de QTLs identificados por
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caracter oscil6 entre 1y 5y la contribucién a la variacién maxima encontrada por QTL (R?) fue
del 36% (CA4;) como se observa en la tabla 4.4. Los menores valores del porcentaje de la
variacion explicada por el total de los QTLs detectados para cada caracter (ver tabla 4.6)
fueron del 15% y del 13% para el QTL PW (ancho de la vaina en B7) y el QTL SP (nimero de
semillas/vaina en B1l), respectivamente. Se encontr6 al menos un QTL para todos los
caracteres analizados, incluso para aquellos en los que las diferencias entre los parentales no
fueron significativas (longitud del foliolo central de la hoja, inicio y final de floracién y verdeo),
lo que sugiere la implicacion de diferentes QTLs para estos caracteres en los parentales.
Obviamente en estos casos, el rango de la variacion que presentan las RILs es mayor que la
diferencia que presentan los parentales. La recombinacién genera lineas con nuevas
combinaciones de QTLs para un caracter que se traducen en fenotipos diferentes a los de los

padres.

Por otro lado, se observa que existe una tendencia a que se localicen juntos los QTLs
de caracteres correlacionados (ver tabla 4.3). Esto, puede deberse a que el mismo gen actlue
pleiotrépicamente sobre esos caracteres o puede ser resultado del propio ligamiento. Asi por
ejemplo, para los caracteres inicio y final de floracion, verdeo y recoleccion, que estan
altamente correlacionados, se encontraron varias regiones donde se localizan grupos de
QTLs de estos caracteres fenolégicos: en el grupo de ligamiento B1, en el entorno del gen fin,
aparecen localizados los QTLs FF; (final de floracion) y R; (recoleccién) y en una region
préxima se ubican los QTLs IF; e IF, (inicio de floracion). En B2, se encuentran otros dos
grupos de QTLs: Rz (recoleccion), FF, (final de floracién) e IF; (inicio de floracion) en la region
del marcador AFLP MCTGEAC?®*® y en el entorno del SCAR SW13 los QTLs V, (verdeo) y
R, (recoleccion). También, las correlaciones encontradas en los caracteres longitud, ancho,
grueso y peso de la semilla, se corresponden con los grupos de QTLs localizados para estos
caracteres; en B6 en el entorno del marcador MCTGEAC'®*": SW; (peso de la semilla), SWi,
(grueso) y SL; (longitud). En B3 en las proximidades de MCATEAG™®, SL, (longitud de la
semilla) y SH; (grueso). En B7 los QTLs SH, (grueso) y SW; (peso de la semilla) cercanos a
MCATETC™**. En B8 SWi, (ancho), SL, (longitud) y SW., (peso de la semilla) en las
proximidades de MCTGEAT™"®y en B10 SLs (longitud) y SWi, (ancho) en el entorno de
MCATETC">%.

En cuanto a las relaciones encontradas entre los QTLs y los marcadores mas
estrechamente ligados, hay que destacar, que se han identificado 6 QTLs, con un valor de
LOD > 3, entre los que la comparacidn entre grupos con respecto a este marcador no ha
resultado significativa (ver tabla 4.5). Por tanto, la utilidad del marcador para hacer seleccién
asistida no resultaria efectiva. Ademas, en 12 QTLs (LL;, LW3, PH,, SLs4, SWi,, SW,, CA43,
CAl6,, IF4, IF,, FF1 y Ry) se observa que la media del caracter es mas elevada en el grupo

de lineas con el alelo del marcador mas estrechamente ligado igual al del parental que
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presenta el valor menos elevado de dicho carécter. Por ejemplo, en la tabla 4.5 se observa
qgue en el QTL SW, (peso de la semilla localizado en B8) el valor medio en las RILs es més
alto en aquellas lineas que tienen el alelo del marcador mas estrechamente ligado
(MCTGEAT™ "8 como Cornell 49242, en lugar de las que lo tienen como ‘Xana’ (4,89 frente
a 4,32). Este aspecto es algo que debe ser considerado para la posible utilizacion de cada

uno de los marcadores en seleccién asistida.

En la revision de los trabajos realizados en esta especie, se pone de manifiesto que
los mismos caracteres analizados en diferentes poblaciones se sitGan en grupos de
ligamiento distintos, aunque en varios casos, algunos de los QTLs localizados para un
caracter determinado aparecen en los mismos grupos de ligamiento como se observa en la
tabla 4.7. Hay que tener presente, que los resultados de este trabajo muestran la localizacion
de QTLs en la poblacién de lineas recombinantes derivadas del cruzamiento ‘Xana’ x Cornell
49242,

Tabla 4.7. Comparacion de los resultados obtenidos en la localizacién de QTLs entre distintos autores y el

presente trabajo.

. N° semillas  Longitud Ancho Grueso . Final o
Referencia ) ) ) ] Peso semilla -, Recoleccion
/ vaina semilla semilla semilla floracion
) B2, B3, B6, B6, B8,
Presente trabajo B1 B3, B7 B6, B7, B8 B1, B2 B1, B2, B6
B8, B10 B9, B10
B B1, B2, B6,
Tar’an et al., 2002 B5 - - - B4, B11 B9, B10
B9, B11
B2, B3, B4, B2, B4, B5,
Park el al ., 2000 - B4, B6 - - -
B8, B11 B6, B7
. B2, B3, B6, B7, B1, B5, B6,
Blair et al.,2006 - - - - -
B8, B9, B10, B11 B7
Tsai et al., 1998 - - - - B1, B2, B5, B9 - -
Beattie A.D. et al ., 2 - - - - - - B4, B6, B8

Ademas, Koinange et al. (1996) encuentran una asociacion entre el gen Fin/fin (habito
de crecimiento indeterminado/determinado, respectivamente), y el periodo de floraciéon. En
este trabajo, en el entorno del gen Fin/fin, aparecen localizados los QTLs FF; (final de
floracién) y R; (recoleccion) y, en una region préoxima los QTLs IF; e IF;, (inicio de floracién).
Las asociaciones encontradas entre estos QTLs y el marcador mas estrechamente ligado al
gen fin resultaron significativas. Estos resultados son coherentes, si se tiene en cuenta que el
habito de crecimiento condiciona la duracion del ciclo de cultivo en judia; los hébitos
determinados presentan ciclos de cultivo mas cortos (son plantas mas precoces) que los
indeterminados. Por otro lado, en el grupo de ligamiento B7 se ha descrito una asociacion
entre el locus de la faseolina y el tamafio de la semilla (Koinange et al. 1996; Park et al.
2000). En este trabajo los resultados no muestran dicha asociacién, aunque en el grupo de

ligamiento B7, se localizan dos QTLs, SW3 y SH, implicados en el tamafio de la semilla, pero
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en el entorno de las proteinas SpB, SpA y el locus P (presencia/ausencia de color en la

semilla).

Una de las aplicaciones mas inmediatas de la localizacion de QTLs en los mapas
genéticos es su utilizacion en la seleccidn asistida por marcadores moleculares o seleccion
indirecta. Sin embargo, esta aplicacion puede ser incierta dado que depende de variables
como el nimero de QTLs identificados para un caracter dado, el efecto de cada QTL sobre el
caracter, el tamafio de la regién cromosOmica implicada, la disponibilidad de varios
marcadores polimérficos asociados al QTL y la posicion de esos marcadores. Por ejemplo,
para el caracter peso de la semilla, de gran importancia en la mejora de la clase comercial
Fabada, se han identificado cinco QTLs en tres grupos de ligamiento cuya contribucion a la
variacion oscila entre el 10% y el 22%. La aplicacion de la seleccion asistida por marcadores
para este caracter requeriria el analisis de esas cinco regiones o al menos de aquellas que
mas peso tienen sobre el caracter para poder influir significativamente sobre él. Ademas, en
cada region podria ser conveniente analizar varios marcadores a fin de identificar posibles
recombinaciones que alterasen el efecto del QTL sobre el caracter. Todo esto implica que su
aplicacion en mejora presenta una mayor complejidad que para caracteres cualitativos. No
obstante, en algunos casos particulares donde el niumero de QTLs es limitado y con
importante efecto sobre el caracter su seleccion indirecta puede resultar interesante para

enriquecer las poblaciones sometidas a seleccion.

Por otra parte, existe el inconveniente de que la mayor parte de los marcadores que
integran el mapa genético son AFLPs. Este tipo de marcadores resultan muy Utiles para una
rdpida elaboracién de estos mapas, dado que permiten obtener numerosos marcadores
polimérficos en cada reaccién, pero son dificiles de aplicar en un proceso de selecciéon
asistida ya que su obtencién resulta muy tediosa y es dificil identificar el fragmento especifico.
No obstante, podria considerarse la posibilidad de transformar este tipo de marcadores
AFLPs en marcadores mas faciles de utilizar en la practica. Ademas, este trabajo aporta
asociaciones entre marcadores no AFLPs y caracteres cuantitativos. Un ejemplo es la region

en torno al marcador ROC113®

en el grupo de ligamiento B6 en la que aparecen una serie de
QTLs para el tamafio de la semilla. Este marcador esta estrechamente ligado con el gen bc-3
implicado en la resistencia a BCMV y BCMNV (Johnson et al., 1997) y ha sido utilizado para
la incorporacién de este gen de resistencia en faba Granja (lineas A2418 y A2806; véase
apartado 3 de esta memoria). En este programa de mejora se ha constatado la dificultad de
recuperar tamafos de semilla similares al del parental recurrente ‘Andecha’, lo que resulta
coherente con la asociacion detectada en este trabajo, de dicho marcador con el tamafio de

semilla.
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Conclusiones generales

Conclusiones generales

- La caracterizacion en base a 29 descriptores morfolégicos y a 11 marcadores

moleculares mostré la amplia diversidad genética presente en la CN-CRF.

- Se han identificado 73 fenotipos diferentes de semilla en la CN-CRF entre los cuales,
37 pertenecen a clases comerciales establecidas por otros autores y 36 a clases no descritas

previamente.

- El contenido en informacion polimérfica (PIC) fue muy elevado para los 11

marcadores moleculares analizados.

- Tanto el andlisis de componentes principales como el dendrograma elaborado a
partir de los datos moleculares, revelaron la existencia de dos grandes grupos de
germoplasma que se corresponden con los acervos genéticos andino y mesoamericano
descritos en la especie. Asi mismo, los resultados pusieron de manifiesto la existencia de 21
entradas con una posicion intermedia que probablemente procedan de hibridaciones entre

materiales de ambos grupos.

- La caracterizacion de la CN-CRF desde diferentes enfoques sugiere que existen
algunas entradas muy similares en este juego de entradas, cuya presencia podria ser
reducida. Asi mismo, la mejora de esta coleccién nuclear podria implicar la incorporacién de
entradas recolectadas en areas geograficas pobremente representadas como las

comunidades auténomas de Catalufia, Murcia, Canarias, Extremadura y Andalucia.

- Los resultados de la evaluacién en campo de las 14 lineas tipo faba Granja
desarrolladas mediante diferentes programas de mejora genética, han revelado una gran
similitud dentro de los dos grupos determinadas/indeterminadas. Las pequefas diferencias
intragrupo pueden deberse a restos del genoma del parental donante, ligados o no a los

genes introducidos, que no fueron eliminados en el proceso de mejora.

- El fenotipo de estas 14 lineas, encaja plenamente dentro del tipo comercial Fabada,
es decir, su semilla es blanca, oblonga y muy grande. Las diferencias encontradas entre
lineas, que pueden calificarse como ventajas y desventajas, ofrecen la oportunidad de

seleccionar aquellas que mas se ajusten a los intereses del sector.

- Utilizando un mapa genético desarrollado en las RILs ‘Xana'/Cornell 49242, se han
localizado 47 QTLs vinculados a 10 caracteres morfologicos, 4 caracteres fenolégicos y 3
caracteres de calidad. La mayor parte de estos caracteres (10) no habian sido previamente

incluidos en un mapa genético.
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Conclusiones generales

- La posicion relativa de estos QTLs no coincide con la descrita por otros autores que
analizan los mismos caracteres, 1o que puede ser debido tanto al empleo de poblaciones de

mapeo diferentes como a la menor densidad de los mapas utilizados por estos autores.

- La localizacion de estos QTLs en el mapa genético permitird profundizar en el
conocimiento del control genético de caracteres de gran interés agronémico y ofrece la

posibilidad de realizar una seleccion asistida por marcadores moleculares.
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