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CONTENIDO DE TANINOS Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE VARIEDADES DE
HABA (Vicia faba L.) CULTIVADAS POR AGRICULTORES

RESUMEN

En México el haba (Vicia faba L.) es importante para la alimentacion de los habitantes del medio rural
y urbano, contiene un alto contenido nutritivo, es un alimento balanceado, asimismo en la actualidad
los productores demandan variedades con mayor calidad de semilla. El rango en cuanto al contenido
de taninos en las semillas de haba cultivadas por los agricultores fue determinado, se estimaron las
relaciones entre las variedades de haba mediante la utilizacion de marcadores moleculares tipo RAPD
y microsatélites y se propone una estrategia de aprovechamiento de las variedades por los productores
de haba con base a los caracteres estudiados. El desarrollo de este estudio se realizé en dos etapas, la
primera consistié en la determinacion del contenido de taninos en 60 genotipos de haba y la segunda
fue la caracterizacion molecular del mismo material genético de haba con la ayuda de marcadores
RAPD ¢ ISSR. Las variedades de haba que se utilizaron fueron colectadas en las regiones productoras
de la especie pertenecientes a los estados de Puebla, Tlaxcala, Oaxaca y Guerrero. La cuantificacion de
taninos se efectud con el método de Burns (1971), modificado por Maxon y Rooney (1972) y por Price
et al. (1978). En la caracterizacion molecular se probaron 34 iniciadores RAPD y 10 microsatélites en
los 60 genotipos de haba, de los cuales 16 RAPD amplificaron y solamente seis de ellos se
seleccionaron por presentar polimorfismo (OPA-14, OPAC-20, OPH-12, OPM-05, OPN-13 y OPF-
13), los iniciadores elegidos amplificaron un total de 24 bandas, de las cuales 16 fueron polimoérficas,
esto representa un 66.6% de polimorfismo, en el caso de los microsatélites se evaluaron 10, los cuales
amplificaron pero no presentaron polimorfismo, por lo que no se incluyeron en el analisis de
diversidad. Existen diferencias significativas en cuanto al contenido de taninos de las variedades de
haba, el rango obtenido fue de 2.6% a 11.2%, y las variedades con menor y mayor contenido de dicho
compuesto anti nutritivo fueron las sefialadas como V44 y V72 respectivamente. Con los marcadores
RAPDs se encontré variabilidad a nivel molecular entre las poblaciones de haba, en las que se
definieron en total 9 grupos con diferente niimero de variedades cada uno donde destacan 4 grupos
integrados por una variedad, identificadas como V1, V8, V33 y V70, con base a lo anterior, se
plantean algunas lineas estratégicas enfocadas en la preservacion y produccion de haba, a partir del

conocimiento campesino y del conocimiento generado en la presente investigacion.

Palabras clave: Taninos, caracterizacion molecular, variedades de haba, lineas estratégicas.
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TANNIN CONTENT AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF FABA BEAN
VARIETY (Vicia faba L.) GROWN BY FARMERS

ABSTRACT

In Mexico, faba bean (Vicia faba L.) is important in the diet of people in rural and urban areas,
it has a high nutritional content, it’s a balanced food. Currently the producers demand a higher
quality varieties of seed. The range for the content of tannins in faba bean grown by farmers
was determined, we estimated the relationships between faba bean varieties using RAPD and
microsatellites and proposed a strategy for the use of varieties faba bean producers based on
characters studied. The development of this study was conducted in two stages: the first
consisted of determining the tannin content in 60 genotypes of faba bean and the second was
the molecular characterization of the genetic material of faba bean, with the help of RAPD
and ISSR markers, the faba bean varieties used were collected from the producing regions of
the species belonging to the states of Puebla, Tlaxcala, Oaxaca and Guerrero. The
quantification of tannins was performed using the method of Burns (1971), as amended by
Maxon and Rooney (1972) and Price et al. (1978). In the molecular characterization RAPD
primers were tested 34 and 10 microsatellites in the 60 faba bean genotypes, of which 16
RAPD amplified and only six of them were selected by presenting polymorphism (OPA-14,
OPAC-20, OPH-12, OPM- 05, OPN-13 and OPF-13), the selected primers amplified a total of
24 bands, of which 16 were polymorphic, this represents a 66.6% polymorphism, in the case
of microsatellites 10 were assessed, which amplified but didn’t show polymorphism, so were
not included in the analysis of diversity. There are significant differences in the tannin content
of faba bean varieties, the range observed was 2.6% to 11.2%, and the varieties with lower
and higher in the anti-nutritional compound were identified as V-44 and V-72 respectively.
With RAPD markers found at the molecular variability among populations of faba bean,
which defined a total of 9 groups with different number of varieties, each the stand 4 groups
with a variety, identified as V1, V8, V33 and V70 based above, we propose some strategic
focus on the preservation and production of faba beans, considering rural knowledge and

knowledge generated in this investigation.

Keywords: Tannin, molecular characterization, varieties of faba bean, strategy lines.
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CAPITULO L. INTRODUCCION

Las diferentes especies de vegetales cultivadas en el mundo y en cualquier region presentan
diferencias morfologicas, fisiologicas, bioquimicas y genéticas las cuales forman parte de sus
caracteristicas especificas. La importancia de una especie para el ser humano radica en el uso que
ha encontrado de ella y asi la incluye entre los satisfactores basicos que utiliza. Los recursos
genéticos son la base de la creacion de nuevos cultivares y del desarrollo y la diversidad
genética, permite la obtencion de cultivares adaptados a nuevas éareas agricolas, condiciones de
cultivo o de mejor rendimiento y calidad nutritiva. La conservacion y utilizacion de los recursos
genéticos es de importancia estratégica para la seguridad alimentaria y representa un potencial

econdmico para la humanidad.

Las regiones de Centroamérica y Sudamérica son consideradas como las de mayor diversidad
bioldgica del mundo; de hecho varias especies de importancia agricola, agroindustrial, medicinal

y farmacologica se han originado en estas regiones (Becerra y Paredes, 2000).

Actualmente existe un gran nimero de colecciones de germoplasma con genotipos de un alto
valor agronémico que podrian ser usados como progenitores en los programas de mejoramiento
genético; sin embargo, en muchas ocasiones se desconoce su grado de diversidad y la relacion
existente entre materiales, lo que dificulta su utilizacion (Becerra y Paredes, 2000). La seleccion
de progenitores y la caracterizacion de la variabilidad genética existente son decisivas en la

eficiencia de los programas de mejoramiento genético (Barbosa y Bered, 1998).

Las habas forman parte de los cultivos importantes en México y son una alternativa en las
regiones con problemas de heladas. Ademas, contribuyen en la fijacién de nitrégeno al suelo. En
México la especie es diversa, lo cual se refleja en la variabilidad del cultivo. Una de las formas
de aprovechar y conservar la especie es conocerla por la expresion de sus diferentes caracteres
que le dan las propiedades intrinsecas. La busqueda de variedades con rendimiento de grano
superior a la media nacional es importante. Sin embargo, el conocimiento de otros factores,

como la calidad nutrimental del grano, complementan los trabajos de evaluacion de variedades.



Es importante para la alimentacion de los habitantes del medio rural y en las ciudades, por el alto
contenido nutritivo, toda vez que se puede consumir en verde o en grano seco para poder ser
transformado en galletas, harinas, alimento balanceado y otros. En la actualidad los productores

demandan variedades con mayor calidad de semilla.

No obstante a su importancia, en los ultimos afos el cultivo de haba ha sufrido un descenso en
superficie cultivada, debido fundamentalmente a la ausencia de variedades mejoradas adaptadas

al medio natural y a los ataques de plagas y enfermedades.

De acuerdo con la FAO, las migraciones del medio rural a las ciudades, estan propiciando entre
otros fendmenos, la pérdida de conocimiento sobre la cultura agricola de pueblos indigenas, lo
cual afecta a cultivos tradicionales ya sean nativos o introducidos, como en este caso del haba,
que por cientos e incluso miles de afios han constituido la base de la alimentacién de grupos
socialmente vulnerables, afectando la soberania alimentaria principalmente de paises en vias de

desarrollo.

Lo anterior nos plantea una interesante alternativa para la obtencién de alimentos, para una
poblacién en constante crecimiento, que no sera necesariamente a través de la introduccion de
nuevas tecnologias agricolas, o en algunos casos serd necesario, pero en otros, basta con
preservar lo que ya se tiene. Aun cuando la produccion de algunos cultivos, es basicamente para

autoconsumo no se debe descuidar la importancia de hacerlos rentables.

A través de diversos programas en América Latina, la FAO busca la perpetuacion y en algunos
casos la recuperacion de culturas agricolas enddgenas, que tomen en cuenta la conservacion de

suelos, el manejo de agua, la biodiversidad de cultivos y tecnologias de transformacion.

En nuestro pais, investigadores del Colegio de Postgraduados, Diaz-Ruiz y Morales-Jimenez
(2010), realizaron una investigacion sobre el conocimiento campesino en la seleccion de
variedades de haba, donde destacan como caracteres importantes el rendimiento de grano, color
amarillo de la semilla, sabor, precocidad y tolerancia a la sequia. El conocimiento adquirido se
ha ido transmitiendo de generacion en generacion, enriqueciéndose con la experiencia personal y

las demandas de cada época.



Ha sido a través de las practicas realizadas por los campesinos que se ha preservado el material
genético, lo que ha significado un valioso acervo de conocimiento sobre las caracteristicas que
resultan idoneas, al momento de seleccionar las semillas. Lo anterior concuerda con lo expresado
por Toledo (1991), en lo referente a la memoria, como el recurso campesino mas importante, que
se expresa como una sintesis histdorica de conocimiento local. Conocimiento, que por si mismo
tiene el potencial de convertirse en un recurso agricola que permita un 6ptimo aprovechamiento
de un cultivo bajo determinadas condiciones agroecoldgicas o simplemente para corresponder a

la demanda de caracteristicas fenotipicas por parte del consumidor.

El aprovechamiento que le dan los campesinos a este cultivo, hace de gran interés retomar los
conocimientos que han adquirido al respecto. Ademds de ser usadas como alimento humano,
forraje y abono verde; esta planta como todas las leguminosas, desempefia un papel importante
en la fijacion de nitrogeno. También se ha contribuido a la preservacion de los agroecosistemas

mediante el papel que juegan en la rotacion de cultivos con maiz y frijol.

En el caso de las habas existe variabilidad entre las variedades cultivadas por los agricultores, la
cual es detectada por la expresion de caracteres morfoldgicos, por lo que es factible identificar
variedades o lineas con calidad nutricional mediante el bajo contenido de taninos. A los taninos
se les considera sustancias anti nutritivas, en dosis elevadas los taninos limitan la absorcion de
algunos nutrientes como el hierro y las proteinas. Sin embargo, actualmente los taninos se
consideran antioxidantes por su capacidad de eliminar los radicales libres, previniendo la
aparicion de numerosas enfermedades degenerativas, entre ellas el cancer. Por ejemplo, el vino
tinto es rico en taninos, y a estos compuestos se les atribuyen efectos benéficos para la salud.
Consumir vino tinto de forma moderada (dos vasos pequefios al dia) es positivo para el sistema

cardiovascular.

El germoplasma de haba forma parte de los recursos genéticos existentes en las regiones
productoras y debe ser estudiado para comparar el comportamiento de las poblaciones locales,
mediante la aplicacion de técnicas utilizadas en diferentes areas del conocimiento. En relacion a
lo anterior, se reporta mayor cantidad de trabajos sobre la evaluacion de variedades por
rendimiento de grano y sus componentes para seleccionar variedades por rendimiento de grano,

sin tomar en cuenta la calidad nutrimental. Sin embargo, la diversidad reportada en los caracteres



color y tamafno de la semilla (Diaz-Ruiz et al., 2000) es un indicio de la existencia de

variabilidad en otros caracteres poco estudiados como el contenido de taninos.

La determinacion del contenido de taninos en las diferentes variedades de haba cultivadas en
Meéxico permitird conocer el rango existente de dichos compuestos, identificar materiales con
minima y maxima cantidad e indirectamente el nivel nutricional de los materiales. La
identificacion de variedades con baja y alta cantidad de tales compuestos seran considerados en

programas de mejoramiento genético llevados a cabo mediante técnicas clasicas y moleculares.

De igual forma, la descripcion de la variabilidad y caracterizacion de la especie permitira
conocer la organizaciéon y dimension de la riqueza poco exploradas que seran estudiadas
mediante marcadores moleculares. La aplicacion de esta técnica ayudard en el agrupamiento de

variedades semejantes de la especie a través de regiones especificas del genoma.

Con base a lo anterior y considerando los resultados en este estudio, se plantean algunas lineas
estratégicas enfocadas en la preservacion y produccion de haba, a partir del conocimiento

campesino y del conocimiento generado por las ciencias modernas.



CAPITULO II. OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivos

I.  Determinar el rango en contenido de taninos en las semillas de haba cultivadas por los
agricultores.

II.  Conocer las relaciones genéticas entre las variedades de haba cultivadas por los
agricultores mediante la utilizacion de marcadores moleculares tipo RAPD vy
microsatélites.

III.  Proponer una estrategia de aprovechamiento de las variedades por los productores de

haba con base a los caracteres estudiados.

Hipoatesis

I.  Existen diferencias en el contenido de taninos en las diferentes variedades de haba
cultivadas por los agricultores.
II.  Existen diferencias en la cercania genética entre las variedades de haba cultivadas por los

productores.



CAPITULO IIL. REVISION DE LITERATURA

En este capitulo se discuten los elementos teodricos y conceptuales aplicados en esta
investigacion. Por tratarse de un estudio enfocado a la identificacion y conservacion de
germoplasma promisorio para la alimentacion humana, se discutieron los conceptos de
germoplasma y sus formas de preservacion in situ y ex situ. También se analiz6 la importancia
de la diversidad y variabilidad de la especie de haba. La descripcién morfologica, los usos y los
requerimientos son aspectos importantes que se revisaron. Fundamental fue la revision de los

conceptos taninos, marcadores moleculares y mapas genéticos.

3.1. Germoplasma

Los bancos de germoplasma poseen colecciones de material vegetal con el objeto de rejuvenecer
y preservar sus caracteristicas para el futuro beneficio de la humanidad y del ambiente. Los
bancos de germoplasma son llamados también “Centros de recursos Genéticos”, pues se le da
gran importancia al hecho de que las plantas son fuente de genes que regulan atributos de interés
y por ello de biodiversidad. Las plantas conservadas incluyen cultivos alimenticios

econdmicamente importantes, especies horticolas, forrajeras, plantas medicinales y arboles.

Los recursos genéticos para la alimentacion y la agricultura constituyen la base biologica de la
seguridad alimentaria mundial y contribuyen al sustento de las personas de la tierra. Estos
recursos son la materia prima mas importante de los fitomejoradores y un aporte imprescindible
para los agricultores; por consiguiente son fundamentales para una produccion agricola

sostenible.

En 1983 la Conferencia de la FAO establecié la Comision de Recursos Fitogenéticos (RF),
actualmente Comision sobre Recursos Genéticos para la Alimentacion y la Agricultura (RFAA).
Desde entonces ha desarrollado el Sistema Mundial para la Conservacion y Utilizacién
Sostenible de los RFAA, del cual, tanto el informe sobre el estado de los RF en el mundo como

el Plan de Acciéon Mundial son elementos fundamentales (Puldon, 2006).



3.1.1. Principales actividades de los bancos de germoplasma

Para que el germoplasma pueda ser aprovechado los bancos de germoplasma deben realizar las

siguientes actividades, de acuerdo con Puldon (2006):

I.  Adquisicion de muestras de nuevo germoplasma.
II.  Multiplicaciéon y regeneracion.
III.  Caracterizacion y evaluacion preliminar.
IV.  Documentacion e intercambio de informacion.
V.  Conservacion.
VI.  Suministro de germoplasma.
VII.  Colaboracion con otros centros de RF.
VIII.  Organizacion de reuniones técnicas y talleres de capacitacion.

IX. Investigacion (E;j. fisiologia de las semillas).

3.1.2. Clasificacion y funciones (Puldén, 2006)

Los bancos de germoplasma difieren uno de otros en sus actividades y en la manera en que éstas
se organizan y se realizan. Se pueden identificar cuatro categorias principales en los Bancos de

Germoplasma de acuerdo a sus principales propoésitos:

1. Banco de Germoplasma Institucional: Se establece con el objetivo de conservar unicamente el
germoplasma que se utiliza en los programas de investigacion del instituto o centro de

investigacion agricola asociado.

2. Banco de Germoplasma Nacional: Se establecen como Centro de Recursos Fitogenéticos
Nacionales que conserva gran cantidad de muestras distintas de germoplasma de interés actual o
potencial. Contiene germoplasma que ha sido recolectado a nivel nacional, puede estar asociado
a un programa de investigacion o a la realizacion de la suya propia. Un Banco de Germoplasma
Nacional puede ser una empresa de colaboracion entre Institutos Nacionales o bajo la

responsabilidad de un Instituto que colabora con otros Institutos Nacionales.



3. Banco de Germoplasma Regional: Se concibe como una empresa colaboradora entre varios
paises que pertenecen a la misma region geografica, con el fin de conservar germoplasma de la
region y apoyar la investigacion, por ejemplo el Banco de Germoplasma Regional en el Sur de

Africa (SADC), Centro Agrondémico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE).

4. Centro Internacional: La mayoria de estos centros de investigacion agricola internacional
(CIAI) poseen colecciones sustanciosas de germoplasma, centradas en cuestiones especificas,
llamadas de mandato y también otros cultivos. Gran parte del germoplasma que se colecta a nivel
mundial se conserva para beneficio de las actividades de los recursos fitogenéticos en todo el
mundo. Un ejemplo es el IRRI (O. sativa, O. glaberrima, especies hibridas y silvestres)
WARDA en Costa de Marfil.

Es poco frecuente que los Bancos de Germoplasma trabajen aislados de otros bancos o
programas de recursos genéticos. Existe cooperacion entre bancos institucionales y nacionales,
asi como de estos con los centros internacionales. Este tipo de colaboracion estimula el
desarrollo mutuo y un funcionamiento efectivo para la conservacion de los Recursos

Fitogenéticos.
3.1.3. Definicion de coleccion (Puldén, 2006)

I.  Grupo de germoplasma, de accesiones que se conservan con un objetivo especifico y en
determinadas condiciones.
II.  Accesion: Muestra distinta de germoplasma que se mantiene en un banco de

germoplasma para su conservacion y uso.

El germoplasma se conserva en diferentes colecciones, éstas son utilizadas por el banco de
germoplasma de diferentes maneras. Existen tres tipos de colecciones fundamentales: base,

activa y de trabajo.

I.  Coleccion Base: Es una coleccion de germoplasma que se conserva a largo plazo y no es
usada como fuente de distribucion rutinaria. Es una representacion de toda la variabilidad
genética existente. Generalmente se almacena a temperatura bajo cero, con un bajo

contenido de humedad.



II.  Coleccion Activa: Es la que se utiliza para regeneracion, multiplicacion, distribucion,
caracterizacion y evaluacion. Debe mantenerse en cantidad suficiente con el fin de estar
disponible cada vez que sea necesario. Generalmente se duplica en una coleccion base y
se almacena a mediano o largo plazo.

III.  Coleccion de Trabajo: Es una coleccion que utilizan los fitomejoradores o investigadores
en su trabajo. La conservacion no constituye una prioridad. Ej: un grupo de accesiones

derivadas de una coleccion activa.
También podemos encontrar los términos de “coleccion de campo” y “coleccion in vitro”.

I.  Coleccion de campo: Es una coleccion de plantas. Ej.: frutales, cultivos de invernadero,
que se mantiene en el campo. Esto se hace con aquel germoplasma que de otro modo
hubiera sido dificil mantener en forma de semilla.

II.  Coleccion in vitro: Es aquella que guarda el material genético en forma de tejidos de
plantas que crecen en un cultivo activo en un medio solido o liquido. Se almacena a

temperaturas muy bajas. Ej: en nitrégeno liquido a -196° (crioconservacion).
3.1.4. Conservacion in situ

Significa conservar en el lugar. Tradicionalmente los programas de conservacion in situ han sido
importantes sobre todo para la conservacion de los bosques y los lugares valiosos por su flora
silvestre y fauna o su interés ecologico. Mientras que la conservacion in situ es habitual para los

recursos forestales, su uso ofrece posibilidades para la conservacion de otros RFAA.

La conservacion in situ estd generalmente relacionada con el establecimiento de zonas
protegidas. Muchas de ellas contienen RFAA, pero la conservaciéon de estos recursos es a
menudo deficiente y en ocasiones se ha puesto en duda su efectividad para la conservacion de la
diversidad genética debido a que los inventarios son minimos y a la falta de atencidon hacia la

diversidad interespecifica e intraespecifica (Di Castri y Younes, 1990).
3.1.5. Conservacion ex situ

Significa conservar fuera del lugar de colecta.



El principal método de conservacion de los recursos fitogenéticos ha sido el uso de los Bancos de
Germoplasma ex situ (almacenamiento de semillas a bajas temperaturas y humedad). Se han
establecido metodologias y directrices para la recoleccion de muestras representativas de
diversidad genética de numerosos cultivos, y cada vez se aplican més en las misiones de

recoleccion (Sinha, 1981).

Hay varios métodos de almacenamiento del germoplasma que difieren en funciéon de la finalidad

de la conservacion, comportamiento de las especies mediante este y los recursos disponibles.

El método de conservacién a emplear depende fundamentalmente del tipo de semilla, la cual

puede ser de dos tipos:

1. Ortodoxa: Son aquellas semillas que se pueden secar (Delouche, 1980) y mantener en
condiciones viables a temperaturas bajo cero y con escasa humedad durante afios (Ellis et al.,

1985), ejemplo arroz, maiz, trigo, cebolla, zanahoria, remolacha, calabaza, berenjena, etc.

2. Recalcitrantes: Son aquellas que no se pueden secar, ni conservar durante periodos largos con
una temperatura y humedad bajas, ejemplo mango, aguacate, zapote, caoba, cacao, coco, canela,

té, etc.

3.2. Diversidad de la especie y variabilidad

Los numerosos tipos de haba cultivados, hacen que la sistematica de la especie sea muy confusa;
en general se reconoce valida la subdivision de haba en tres grupos botanicos, en atencién al

tamano de la semilla y las vainas de acuerdo con Hebblethwaite (1983):

I. Vicia faba variedad minor (Harz) Beck: esta variedad botanica se caracteriza por
presentar semillas pequefias, de 1 a 1.2 cm de longitud. Este tipo predomina como cultivo
en el norte de Europa, especialmente en Gran Bretaiia, en el Valle del Nilo, India y
Norteamérica, pero su utilizacion principal es forrajera o como abono verde.

II.  Vicia faba variedad equina Pers.: las semillas de este grupo son de tamafio intermedio, de

1.2 a 1.4 cm de longitud. Este tipo, como sus nombres latino e inglés ("horse bean") lo
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indican, se utiliza preferentemente en la alimentacion de ganado y no se recomienda para
consumo humano.

III.  Vicia faba variedad major (Harz) Beck: este grupo presenta los granos mas grandes de la
especie (1.5 a 3.0 cm de largo). Esta variedad botdnica es la mas usada como haba verde
en el mundo, especialmente en Asia, América Latina y Europa. En esta variedad se
distinguen los cultivares "asiaticos" de vaina corta, gruesa y con pocos granos muy
grandes como Jumbo y Nintoku Giant, los cultivares "europeos" de vaina larga, gruesa,
de varios granos como los espafioles Aguadulce y Muchamiel, y de otros paises como

Portuguesa (Portugal), D’ Aquitaine (Francia), Windsor (Inglaterra) y Witkiem (Holanda).
3.3. Morfologia del haba
3.3.1. Raiz

La radicula es la parte del embrion de las plantas que da lugar a la raiz. Esta se convertira en raiz
principal del haba, de la que creceran otras secundarias, terciarias y cuaternarias. En una ultima
division nacen los pelos absorbentes, que asimilan el agua y nutrientes de los que se alimenta la

planta.
3.3.2. Tallo

Es el eje central de la planta y esta formado por una sucesion de nudos -los puntos de los que
crecen las hojas- y entrenudos -la distancia que existe entre los nudos-. El tallo es herbéaceo y
tiene una seccion cilindrica. Normalmente es vertical y puede crecer erecto, semipostrado o

postrado segun el habito de crecimiento de cada variedad.
3.3.3. Ramas y complejos axilares

Las ramas del haba crecen a partir de los complejos axilares, formados por tres yemas visibles
desde el principio de su desarrollo. Las yemas pueden tener un crecimiento de tres tipos:
completamente vegetativo, de la que sélo saldrian ramas, floral y vegetativo, que origina flores y

ramas, o completamente floral, de la que unicamente creceran flores.

11



3.3.4. Hojas

Las habas tienen dos tipos de hojas diferentes. Las primeras en salir son las simples, que caen
antes de que la planta est¢ completamente desarrollada. Posteriormente aparecen las hojas
compuestas, conformadas por tres foliolos enteros de forma oval o triangular. El color y

pilosidad de las hojas depende de la variedad y edad de la planta.
3.3.5. Flor

En el momento de su nacimiento, presentan forma de boton. Una vez abiertas, las flores del haba
alcanzan un aspecto semejante al de las mariposas. Son axilares, agrupadas en racimos cortos de
dos a ocho flores, poseyendo una mancha grande de color negro o violeta en las alas, que raras

veces van desprovistas de mancha. Sus pétalos pueden ser de color verde, blanco, rosado o

purpura.
3.3.6. Fruto

Los frutos del haba son las vainas, que constan de dos valvas. Normalmente su parte exterior es
lisa y cerosa, aunque puede presentar pubescencia. El color de las legumbres depende de la
variedad y de la edad del haba, pudiendo existir vainas uniformes o con rayas. La vaina, de

forma oval, contiene en su interior entre cuatro y diez semillas.
3.3.7. Semilla

Las semillas del haba constituyen su parte comestible. Estas pueden presentar diversos colores y
formas, dependiendo de la variedad de la planta. Dentro de las semillas, en los cotiledones, se

encuentran las reservas nutritivas necesarias para el desarrollo de nuevas habas.
3.4. Reproduccion del haba

Se emplea la misma semilla para su reproduccion. Entre los meses de noviembre a febrero,
dependiendo de la zona climdtica, se pueden plantar. Para que la germinacién tenga mas
posibilidades de éxito se las debe dejar unas horas en remojo con agua y tras eso ser plantadas y

acto seguido regar la tierra. Se suelen plantar entre 10 y 14cm de distancia entre semillas. Es
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muy conveniente que el cultivo este protegido del viento. Se puede hacer dos siembras de esta
planta para recolectar en diferentes épocas del afio, finales de noviembre y enero. Las cosechas
suelen ser de cuatro o cinco meses entre la siembra y la recolecta. Se las puede recolectar, antes

de su maduracion completa y en ese caso se cocinan junto con la vaina (Wright, 1979).
3.5. Nombres comunes

El haba es conocida por diferentes nombres que cambian segun la region y el pais. Algunos de
estos nombres son los siguientes: Haba, frijol haba, Horsebean, Windsorbean, Tickbeans (tipos
pequeiios), Bakela (Etiopia), Boby kurmouvje (antigua URSS), Faveira (Portugal) Ful masri
(Sudan) Feve (francés) y Yeshil Bakla (Turquia).

I  Nombre cientifico: Vicia faba L.
II Familia: Favaceas
III Género: Vicia

I Especie: faba
3.5.1. Las habas: origen y caracteristicas

Las habas, fueron unas de las primeras leguminosas domesticadas por el hombre desde que se
inicié el nuevo régimen de vida que hoy conocemos como agricultura. El cultivo tuvo su centro
de origen en el Proximo Oriente desde donde se extendié al Mediterraneo y posteriormente al
resto del mundo. Vicia faba es una excepcion entre las leguminosas de grano ya que no se ha
identificado su progenitor silvestre. No obstante, el grupo paucijuga (Cubero, 1974), actualmente
presente desde Afganistan a la India, (Zohary y Hopf, 1973; Duc, 1997) es la forma primitiva
considerada como mas cercana al extinguido progenitor silvestre. La distribucion del cultivo por
el mundo condujo a la selecciébn para distintos factores adaptativos, distintos caracteres
agrondmicos relacionados con la arquitectura de la planta asi como al tamafio, peso y forma de
sus semillas. Considerando los caracteres de las semillas se pueden diferenciar cuatro grupos:
paucijuga, minor, equina y major (Cubero, 1974). Paucijuga pesa entre 0.31-0.40 g semilla™,
minor 0.41-0.60, equina 0.61-1.10 y major 1.11-1.70 g.
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Sin embargo, de acuerdo a la clasificacion realizada por Cubero (1974), en México, solo se
tienen identificados hasta el momento dos grupos botanicos de haba denominados mayor y
equina. Estos dos tipos estan integrados por los diferentes colores existentes en México, los

cuales son amarillo, beige o blanca, roja o morada y moteada o parralefia (Diaz-Ruiz et al.,

2006).

El haba es el segundo cultivo mas extendido en la Union Europea dentro de las legumbres en

grano seco, sin embargo la UE es el cuarto productor mundial (FAO, 2003).

Meéxico con una produccion de 53 mil toneladas, se encuentra entre los 9 principales paises
productores a nivel mundial, lista encabezada por Argelia, China, Chipre y Marruecos con una

produccion superior a las 100 mil toneladas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales paises productores de haba.

Argelia 125.000
China 115.991
Chipre 110.000
Marruecos 103.820
Espaiia 73.100
Italia 66.764
Pert 66.085
Iraq 60.000
México 53.000
Siria, Republica Arabe 51.290

3.5.2. Produccion y rendimiento de haba en México

En nuestro pais el principal estado productor de haba para grano es Puebla, por lo que es en este
estado donde se centran las principales investigaciones sobre variedades existentes. El segundo
lugar en cuanto a superficie cultivada es Veracruz seguido por Tlaxcala. Los rendimientos mas
altos corresponden a Sonora con una produccion de 2.500 ton ha™ de riego, los més bajos se dan

en Zacatecas con 0.69 ton ha™ de temporal (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Principales estados de México productores de haba en grano.

PUEBLA 14,392.12  13,937.12  19,140.32 1.37 7,7229  147,819.9
VERACRUZ 2,655.00 2,655.00 3,725.00 1.40 8,448.5 31,470.8
TLAXCALA 2,743.00 2,743.00 2,652.33 0.97 6,218.4 16,493 .4
MEXICO 295.00 295.00 654.27 2.22 7,837.9 5,128.1
HIDALGO 886.00 885.00 847.00 0.96 5,325.7 45109
MICHOACAN 174.00 174.00 150.10 0.86 6,453.0 968.6
MORELOS 20.00 20.00 80.00 4.00 9,820.0 785.6
OAXACA 63.00 63.00 59.72 0.95 4,509.6 269.3
SONORA 9.00 9.00 22.50 2.50 4,000.0 90.0
ZACATECAS 18.00 18.00 12.50 0.69 5,656.0 70.7
GUERRERO 3.00 3.00 6.00 200  10,000.0 60.0
GUANAJUATO 16.00 16.00 12.80 0.80 1,300.0 16.6

21,274.12  20,818.12  27,362.54 131 7,590.09  207,684.1

SAGARPA, 2008.

El Estado de México destaca en la produccion de haba verde, seguido por Puebla y Tlaxcala. El
rendimiento mas alto se da en Baja California con 11.33 ton ha” y el mas bajo en Veracruz con

1.10 ton ha™' (Cuadro 3).

Cuadro 3. Principales estados de México productores de haba en ejote.

MEXICO 5,461.00 5461.00  36,302.42 6.65  4,498.13 163,292.95
PUEBLA 1,073.00 1,066.00 4,734.40 444  4913.16 23,260.87
TLAXCALA 1,441.00 1,441.00 5,751.60 399  3,736.27 21,489.52
MICHOACAN 809.50 809.50 4,253.00 525  3,295.09 14,014.00
BAJA

CALIFORNIA 81.50 81.00 917.91 1133 7,665.01 7,035.78
HIDALGO 212.00 212.00 1,511.00 713 2,597.35 3,924.60

DISTRITO
FEDERAL 286.80 286.80 736.27 257  4,551.63 3,351.23
MORELOS 103.00 103.00 713.00 6.92  4,520.90 3,223.40
VERACRUZ 180.00 180.00 198.00 1.10  3,000.00 594.00
DURANGO 4.00 4.00 32.30 8.08  6,142.41 198.40
JALISCO 4.00 4.00 24.80 620  6,500.00 161.20

9,655.80 9,64830  55,174.70 572 4,359.71 240,545.96

SAGARPA, 2008 Haba verde.

15



En el Estado de Puebla en cuanto a la produccion de haba en grano el rendimiento mas alto
corresponden al Distrito de Desarrollo Rural (DDR) de Libres con una produccion de 1.54 ton

ha”, y el mas bajo se da en el DDR de Tehuacan con 0.26 ton ha™ (Cuadro 4).

Cuadro 4. Principales estados de Puebla productores de haba en grano.

LIBRES 11,054.1 10,824.12 16,626.80 1.54 8,005.85 133,111.7
TEZIUTLAN 1,600.0 1,600.00 1,280.00 0.80 4,200.00 5,376.0
TECAMACHALCO 676.0 582.00 422.00 0.72 7,059.96 2,979.3
ZACATLAN 630.0 521.00 481.90 0.92 7,636.50 3,680.0
CHOLULA 357.0 357.00 315.92 0.88 8,113.95 2,563.3
TEHUACAN 75.0 53.00 13.70 0.26 8,000.00 109.6
14,392.12 13,937.12 19,140.32 1.37 7,722.96 147,819.9

Afo Agricola 2008 Modalidad: Riego + Temporal haba grano, SAGARPA, 2008

El DDR de Libres destaca en la produccion de haba verde, seguido por el DDR de Cholula y
Tecamachalco. El rendimiento mas alto se da en Cholula con 9.78 ton ha” y el mas bajo en

Tecamachalco con 3.6 ton ha” (Cuadro 5).

Cuadro 5. Principales estados de Puebla productores de haba en ejote.

CHOLULA 104.00 104.00 1.017.00 978  7,627.07 7,756.73

LIBRES 670.00 670.00 2.825.00 422 455221  12,860.00

TECAMACHALCO 299.00 292.00 892.40 306  2,962.95 2,644.14
1,073.00 1,066.00 4,734.40 444 491316  23,260.87

Afo Agricola 2008 Modalidad: Riego + Temporal haba verde, SAGARPA, 2008

3.5.3. Usos

El haba se utiliza como alimento humano en los paises en desarrollo y también es destinada al
consumo animal, principalmente a los cerdos, caballos, aves de corral y palomas en los paises
industrializados (Bond et al., 1985). Es factible consumirla como verdura en vainas verdes y en

grano seco, fresco o enlatado, es un desayuno comun en el Oriente Medio, la region



mediterranea, China y Etiopia (Bond et al., 1985). La paja también puede utilizarse para la

fabricacion de ladrillos y como combustible en algunas partes de Sudan y Etiopia (Duke, 1981).
3.5.4. Limitaciones del cultivo

Entre las principales enfermedades causadas por hongos, las cuales varian en incidencia y
severidad de una region a otra son las siguientes: Ascoquita (Ascochyta fabae Speg.) causa dafios
en hojas, tallos y vainas, en las hojas las lesiones son circulares o elipticas hundidas y de color
marroén oscuro, al crecer las lesiones, el centro se observa de color gris y se desarrollan los
cuerpos fructiferos denominados picnidios, las lesiones en tallos son similares pero mas
alargadas. Roya (Uromyces vaciae-fabae (Pers.) Short) produce lesiones locales en hojas y
tallos, la epidermis es destruida permitiendo la aparicién de masas pulverulentas de esporas
(Rubiales, 1996). Mancha de chocolate (Botrytis fabae Sardifia) dafia principalmente las hojas
aunque también puede presentarse en tallos y flores, en las hojas aparecen puntos pequeiios color
marrdn-rojizo o pueden ser manchas circulares con el margen del color mencionado y el centro
color café claro (Bernier et al., 1984). Mildiu (Peronospora viciae Berk. Caspary) forma

manchas marginales en las hojas provocando su desecacion (Maroto, 1989).
3.5.5. Condiciones requeridas para el cultivo

Las habas se consideran plantas anuales, que responden a fotoperiodos largos (Duc, 1997). El
habito de crecimiento puede ser indeterminado 6 determinado, siendo el primero el mas comun.
Las semillas del grupo minor y paucijuga pueden presentar dormancia, la cual se inhibe
exponiéndolas a 10 °C durante tres dias (Ramsay, 1997). La germinacion de las habas se ve
favorecida con temperaturas nocturnas entre 5-20 °C y temperatura diurna de 20 °C. Sin embargo
las semillas no germinan a temperaturas por encima de 20 °C (Nadal et al., 2004). El aborto de
flores y vainas inmaduras se presenta con temperaturas superiores a 30 °C. Los mejores suelos
para su siembra son los arcilloso-limosos y calizos con pH neutro, aunque se adapta a un rango
de pH entre 6 y 9 (Maroto, 1989). El inicio de floracion puede activarse exponiendo las plantas a
temperaturas de aproximadamente 10 °C. Al mismo tiempo, estas temperaturas ayudan a romper
una reaccion inhibitoria al inicio de floracidn, la cual se expresa principalmente cuando la planta

se expone a temperaturas superiores a 14 °C (Guerrero, 1983).
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La polinizacion es un fenomeno importante para la fertilizacion y produccion del cultivo. La
polinizacion cruzada es variable entre localidades y afios, la cual depende de la poblacion de
insectos polinizadores. Los principales polinizadores son los insectos del género Bombus y las
abejas del género Apis. Estos insectos pueden realizar la polinizacion cruzada mediante el
transporte de polen de unas plantas a otras y la autopolinizacion de las plantas al penetrar en la
flor transportando el polen de las anteras de la misma flor o poniendo en contacto directo las

anteras con los estigmas (Guerrero, 1983).

3.6. Composicion quimica

Se ha reportado amplia variacion del contenido de proteinas (20-41%) (Chavan et al., 1989). La
concentracion de proteinas estd influenciada por los factores genéticos y ambientales y se ha

reportado que la herencia de este rasgo es aditivo con algin dominio parcial (Bond et al., 1985).

La digestibilidad de las proteinas y valor bioldgico, varian de 15.5% a 82% respectivamente
(Hulse, 1994). El haba contiene pequefias cantidades de posibles factores antinutricionales; sin
embargo, sus efectos son menos agudos, y los inhibidores de la proteasa son considerados
menores (2%), en comparacion con las concentraciones en soya (Lawes, 1980; Bond et al.,

1985).

La inhalacion de polen o la ingestion de las semillas pueden incitar a la condicion conocida como
favismo, una severa anemia hemolitica, quizas hasta causar colapso (Smart, 1990). Se trata de
una deficiencia enzimatica heredada ocasionalmente entre los pueblos del Mediterraneo (Grecia
e Italia). El trastorno genético ocurre en cerca del 1% de personas blancas y 15% de personas
negras (Duke, 1981). El contenido de aminodcidos con excepcion de la metionina esta

razonablemente bien equilibrado (Bond et al., 1985; Hussein y Saleh, 1995; Smart, 1990).

3.6.1. Caracteristicas de los taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos muy astringentes y de gusto amargo. Se dividen en
hidrolizables y condensados. Industrialmente se han utilizado sus propiedades para curtir pieles,

al eliminar el agua de las fibras musculares. Los egipcios ya utilizaban los frutos de la acacia
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para esta finalidad. Es bien conocido el castafio (Castanea sativa) por producir un tanino

hidrolizable que se utiliza en la industria de la piel.

La importancia de los taninos en el mundo vegetal es su capacidad para proteger las plantas
contra las heridas que sufren y el hecho de que les protegen de los ataques exteriores, bien
porque resultan toxicos para los microorganismos o bien porque no son digeribles por estos

ultimos (Angulo y Quiroz, 1999).

Son astringentes, produciendo sequedad en las mucosas de la boca al comerlos.

3.6.2. Propiedades de los taninos

Curacion de heridas y cuidado de la piel: Los taninos cumplen una funcion cicatrizante al
acelerar la curacion de las heridas y hemostatica, al detener el sangrado (Valdizan y Maldonado,
1922). La cicatrizacion se produce por la formacion de las costras al unirse las proteinas con los
taninos y crear un medio "seco" que impide el desarrollo de las bacterias. Al constrefiir los vasos
sanguineos ayudan a la coagulacion de la sangre y por lo tanto, contribuyen a la curacion de las
heridas. Achillea millefolium L. o el Plantago major L., por ejemplo, son dos plantas que se

utilizan con esta finalidad. Entre las aplicaciones podriamos mencionar:

I.  El tratamiento de las hemorroides (una decoccion de la corteza de roble podria utilizarse
con esta finalidad).

II. La curacion de las tulceras de la boca (Las infusiones de hojas secas de fresa son muy
astringentes y pueden ser utiles).

III.  Tratamientos para la garganta irritada (El Aloe vera contiene muchos taninos y su jugo
diluido en agua resulta adecuado para realizar gargarismos).

IV. Ademas de éstos, hay mas usos en fitoterapia y aplicacion en la cosmética y resultan
utiles para el cuidado externo de la piel, ayudando a la curacion de granos, espinillas o a
la eliminacion de la grasa en las pieles, entre otros (Feo, 1991). Una de las plantas con
gran proporcion de taninos utilizada para esta finalidad es la salvia o la hamamelis (Feo,

1991).
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3.6.3. Toxicidad de los taninos

Las plantas medicinales que contienen taninos, utilizadas medicinalmente en las dosis adecuadas,
proporcionan remedios adecuados para el tratamiento de muchas enfermedades. Sin embargo, un
uso inadecuado de plantas que contienen proporciones altas de estos componentes resulta toxica

(Valdizan y Maldonado, 1922).

3.7. Marcadores moleculares

Existen diferentes técnicas de marcadores moleculares para detectar polimorfismos en el ADN.
Para definir la técnica a utilizar se debe tomar en cuenta la finalidad, la resolucién genética

deseada, asi como los costos (Miiller y Wolfenbarger, 1999).

El polimorfismo basado en proteinas ha sido de gran utilidad en las investigaciones realizadas en
plantas, pero con el desarrollo de las tecnologias basadas en ADN, la investigacion en esta area
se ha visto favorecida con la disponibilidad de una mayor cantidad de marcadores, aquellos
basados en Fragmentos de Restriccion Polimorficos (RFLP) y en la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Ambos métodos han derivado en multiples técnicas como son la
Amplificacion de ADN al Azar (RAPD), Longitud de Fragmentos Polimoérficos de ADN
Amplificados (AFLP) y microsatélites (SSR), los cuales son los mas utilizados en estudios de

caracterizacion vegetal.

De acuerdo con Xu (2003), los marcadores de ADN pueden clasificarse en cuatro tipos segln el

método utilizado para detectar el polimorfismo:

I.  Hibridaciéon ADN-ADN como los RFLPs,
II.  Marcadores basados en la PCR (Polymerase Chain Reaction) entre los que se encuentran
los RAPD, SSR, STS, SCAR, EST, etc.
III.  Combinacién entre la técnica de PCR y enzimas de restriccion como los AFLP,

IV.  Los SNPs que revelan diferencias a nivel de un solo nucleotido.

Entre los marcadores basados en PCR, se encuentran los que contienen secuencias arbitrarias

como los RAPDs y los de secuencias conocidas, en este grupo podemos citar los SSR, STS,
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SCARs, ESTs, CAPs, SNPs, etc. La PCR es un método enzimético capaz de producir entre 108 y
109 6 mas copias de ADN proveniente de células, bacterias, virus 6 plantas en un tiempo de dos
horas aproximadamente. En sintesis, la PCR requiere ADN como molde, uno ¢ dos iniciadores o
“primers” y una polimerasa termoestable. Estos componentes son sometidos a repetidos ciclos a
distintas temperaturas para que ocurran las fases de desnaturalizacion (Figura 1) que implica la
separacion de las cadenas de ADN, la hibridacion (Figura 1) donde los iniciadores se unen a las
cadenas simples complementarias, la extension (Figura 1), que implica la sintesis en las regiones
delimitadas por los iniciadores mediante la accion de la Taq polimerasa que replica el molde
utilizando el iniciador como secuencia de inicio y, la extension final (Figura 1) donde el producto
sintetizado pasa a ser el molde del siguiente ciclo (White et al., 1989; Heidelberg, 1994). Este
proceso se repite al menos 30 veces, segin las condiciones de amplificacion especificas para
cada marcador. La amplificacion del fragmento es exponencial, pero después de 20 ciclos el
numero de productos moleculares excede al nimero de moléculas enzimaticas y la amplificacion

tiende a disminuir (Heidelberg, 1994).
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Molde del ADNMN
; de doble cadena
Desnaturalizacion —
——Apareamiento (o unidn) :
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= — —— Apareamiento >_ Ciclo 2
S I= (o unién)
“ del cebador
a_ —————————  Extension del
cebador A
Desnaturalizacién
20-40 ciclos

Figura 1. Esquema de las etapas de la PCR ocurridas en un ciclo de amplificaciéon del ADN.

3.7.1. Fragmentos Polimorficos de ADN Amplificados al Azar (RAPD)

Recientemente, se ha desarrollado una serie de técnicas basadas en la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (White et al., 1989). El principio de esta técnica se basa en la amplificacion al azar de
fragmentos de ADN usando un iniciador, ADN genomico molde, nucleétidos, cloruro de
magnesio y Taq ADN polimerasa. Esta reaccion es sometida a diferentes condiciones ciclicas de
temperatura, lo que permite la amplificacion in vitro de multiples fragmentos de ADN a partir de

una cadena molde.

A partir de la PCR se han generado una serie de técnicas, tales como la de Fragmentos
Polimorficos de ADN Amplificado al Azar (RAPD). Esta técnica usa iniciadores aleatorios de 10
pares de bases (pb) (Williams et al., 1990) para amplificar el ADN. Los productos de la
amplificacion son separados mediante electroforesis y las bandas visualizadas de diferente peso
molecular representan diferentes loci. En algunas especies, la técnica da la opcion de usar dos o
mas iniciadores dentro de la misma reaccidon para aumentar el nimero de bandas, logrando una

mayor cantidad de informacion por reaccion (Williams et al., 1990).
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3.7.2. Microsatélites

Las secuencias de ADN de microsatélites (SSR) son dos categorias de secuencias repetidas que
se presentan en eucariontes. Ellas se encuentran repetidas en tandem y dispersas a través del
genoma representando muchos loci. Cada locus tiene distinto nimero de repeticiones variable,
asociandose de esta manera a alelos especificos de alta variabilidad. A través del uso de estos
marcadores se han obtenido patrones complejos de ADN en animales, plantas, y

microorganismos (Condit y Hubbell, 1991).

Los microsatélites representan secuencias de 1 a 5 nucleo6tidos repetidas en tandem y existen en
forma abundante en plantas (Condit y Hubbell, 1991). Mediante estos marcadores se puede
medir la diversidad entre genotipos amplificando mediante PCR la region del ADN gendmico
que contiene estas secuencias. El uso de microsatélites ha ido aumentando mediante la
produccion de bibliotecas de iniciadores y la secuenciacion automatica fluorescente que permiten
el diseno de los iniciadores que rodean los microsatélites (Brondani et al., 1998). Los fragmentos
generados son separados en geles de agarosa o de poliacrilamida y son visualizados

radioactivamente o por tincion (Brondani et al., 1998).

Los microsatélites son muy atractivos para los genetistas pues combinan varias ventajas como
son su codominancia, multialelismo y su alta heterocigosidad (Brondani et al., 1998). El alto
nivel de polimorfismo que detecta permite una discriminacion precisa entre individuos altamente
emparentados. Ademas de ser altamente polimoérficos, los microsatélites usan cantidades
minimas de ADN, equivalentes a las que se usan en RAPD. Las condiciones de amplificacion y
de reaccioén son especie-especificos y la variacion en el largo de los productos amplificados

mediante PCR es funcion del nimero de unidades repetidas.

En general, la amplificacion de microsatélites ha demostrado que éstos son mas variables que las
isoenzimas, RFLP, AFLP y RAPD. Por ejemplo, en Cucumis 29 las isoenzimas no mostraron
polimorfismo entre dos genotipos comerciales (Perl-Treves et. al., 1985). Dentro del mismo
género, los RAPDs detectaron un 38% de polimorfismo, mientras que con los microsatélites se
obtuvo el 71%, e incluso detectaron diferencias genéticas entre cultivares altamente

emparentados que mediante otras técnicas no habian podido ser distinguidos (Katzir et al., 1996).
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Es asi como se ha comprobado, en diversas especies, la complementariedad de todas las técnicas

mencionadas anteriormente en el estudio global de la organizacion genética del germoplasma.

3.7.3. Longitud de Fragmentos Polimorficos de ADN Amplificados (AFLP)

Los AFLPs son un método muy sensible para la toma de huellas dactilares de ADN gendmico
dentro de cualquier organismo. Las aplicaciones de esta técnica en la agricultura van desde el
analisis de los rasgos agrondmicos, de diagnostico, analisis de pedigri, forense y herencia

paterna, y puede ser utilizado como un sistema de huellas dactilares (Powell et al., 1996).

Los AFLPs se basan en la amplificacion selectiva de un subconjunto de los fragmentos de
restriccion gendmica utilizando PCR. Las endonucleasas de restriccion como Msel y EcoR1 se
utilizan para digerir el ADN antes de la amplificacion, y el subsiguiente sitio de restriccion es

utilizado como un primer lugar de unidn para la amplificacion de PCR.

Estos fragmentos amplificados son analizados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida,
desnaturalizacion que genera huellas dactilares que se comparan como polimorfismos. Estos
polimorfismos son tipicamente heredados en una moda genética Mendeliana, lo que permite su

uso para la identificacion y mapeo de las caracteristicas genéticas.

3.7.4. Aplicaciones y usos comunes de los marcadores moleculares (Powell et al., 1996)

I.  Puede ser utilizado para construir mapas genéticos.
II.  Cualquier aplicacion para la toma de huellas dactilares de ADN.
III.  Analisis segregantes de todo el paquete de ADN.
IV. Los fitomejoradores la utilizan para rastrear la herencia de caracteristicas

agrondmicas.

3.7.5. Ventajas de los marcadores moleculares (Powell et al., 1996)

I.  Por ensayo se detectan fragmentos de restriccion.
II.  Se producen altos niveles de polimorfismos.

III.  Los Kits prefabricados estan disponibles para su compra, y son faciles de usar.
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IV. Los resultados son reproducibles y permanecen constante en el tiempo y entre
laboratorios.
V.  El costo de los RFLPs y RAPDs es aceptable.
VI.  Lametodologia es rapida.

VII.  Los AFLPs tienen la capacidad de saturar el genoma para localizar polimorfismos.

3.8. Mapas genéticos

Los mapas de ligamiento son importantes en los trabajos de mejora genética debido a que
muestran el orden y la localizacion de genes de una especie. La busqueda de QTLs de interés
para cualquier caracter requiere la construccion de un mapa genético saturado con muchos
marcadores ligados y ordenados en diferentes grupos de ligamientos que garanticen la
localizacion de genes deseables (Paterson et al., 1991). De acuerdo con Lee (1995) los mapas
completamente saturados facilitan informacion importante para la clonacion posicional de genes,
permiten la expansion directa del acervo genético de una especie a través del mapeo comparativo
entre taxones y aceleran la identificacion e incorporacion de genes de interés en los cultivares
aportando pistas importantes para entender la base biologica de caracteres complejos como los

QTLs.

El orden y ubicacion de los genes en los cromosomas de un mapa genético debe ser el mismo en
el que estan ordenados en el genoma, sin embargo las distancias entre los genes no
necesariamente deben corresponder con las distancias fisicas. Esto se debe a que los mapas
genéticos se basan en el ligamiento, el cual puede variar segun el fragmento de genoma que se
analice, siendo las distancias genéticas proporcionalmente mayores con respecto a las fisicas en
zonas de mayor recombinacién (eucromatina) o mas cortas cuando la recombinacion esta
restringida (regiones centroméricas y heterocromaticas). Aunado a esto la recombinacion puede

también variar segun el genotipo, el sexo 6 la especie (Monfort et al., 2002).
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de este estudio se realiz6 en dos etapas, la primera consistio en la determinacion del
contenido de taninos en 60 genotipos de haba. La segunda etapa fue la caracterizaciéon molecular
del mismo material genético de haba, con la ayuda de marcadores RAPD e ISSR, desarrollados

en el laboratorio de Calidad de Frijol del INIFAP.
4.1. Material vegetal

Las variedades de haba que se utilizaron fueron recolectadas en las regiones productoras de la

especie pertenecientes a los estados de Puebla, Tlaxcala, Oaxaca y Guerrero (Figura 2).

Estados Unidos Mexicanos o.#'ké_r
Division estatal "

L N‘\g“/q\?
g % 3 o
4

Tlaxcala 6 var.

- | Guerrero 1 var.

ve exreR AT Sevnn

i T

WaW.CUSNEIME Inegl.org mx
FUENTE: INEGI, Marco Geosstadistico Nacioral 2005

Figura 2. Ubicacion de los estados donde fueron colectadas las variedades de haba utilizadas en
la investigacion.
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4.1.1. Siembra en invernadero

Las 60 variedades fueron sembradas en macetas con capacidad para 6 Kg de suelo. En cada

maceta se depositaron dos semillas a 3 cm de profundidad y después de la emergencia se dejo

una pléantula.

La distribucion de las variedades fue bajo un disefio experimental completamente al azar, donde

cada variedad tuvo 10 repeticiones generando un total de 600 macetas y cada una represento la

unidad experimental de donde se derivo la informacion requerida.

Las variables de respuesta evaluadas fueron:

II.

I1I.

IV.

Altura total de la planta (ATPL). Se midi6 la altura del tallo principal en la etapa de
maduracion fisioldgica, mediante una regla metalica graduada. El dato se tom¢é desde la
superficie del suelo hasta la maxima altura del tallo.

Altura a la primera rama con flor (APRF). Se midié sobre el tallo principal desde el suelo
hasta el nudo de la primera rama donde aparecio la primera flor abierta.

Altura a la primera rama con fruto (APRFR). Se midi6 sobre el tallo principal desde el
suelo hasta el nudo de la primera rama donde aparecio el primer fruto formado.
Caracteres de la vaina por planta. Se cont6 el numero de vainas totales (NVT), nimero
vainas buenas (NVB), definida como aquella que tuvo al menos una semilla formada,
numero de vainas malas o abortadas (NVM) que presentaron ausencia de semillas, peso
seco de vainas totales (PSVT) referida a las vainas buenas y abortadas, peso seco de
vainas buenas (PSVB) y peso seco de vainas malas o abortadas (PSVM).

Caracteres de la semilla por planta. A partir de las vainas buenas, se contabilizo el total de
semillas formadas (NST), posteriormente se separaron en semillas buenas y malas o
abortadas y se registrd la cantidad de semillas en cada grupo, en el texto se identifican
como NSB y NSM respectivamente. Finalmente se obtuvo el peso del total de semillas

formadas (PSST), semillas buenas (PSSB) y semillas malas (PSSM).
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Las variables evaluadas en cuanto a la fenologia de haba fueron:

I.  Edad a emergencia (EE) por muestra. Esta se midi6 en dias desde la siembra hasta el dia
que apareci6 el gancho plumular.

II. Edad a floracion (EF) por muestra. Esta variable fue determinada como el numero de dias
transcurridos desde el momento de la siembra hasta la aparicion de la primera flor
completamente abierta.

III. Edad a fructificacion (EFR) por muestra. Fue evaluada como el numero de dias
transcurridos desde que se sembr6 hasta la aparicion de la primera vaina formada.
IV. Dias a madurez fisiologica (DMFI) por muestra. Se contabilizaron los dias desde la

emergencia de plantulas hasta 90 % de madurez de las vainas por planta.

El peso de vainas y semillas por planta se registr6 con una balanza granataria Triple Beam

Balance marca Ohaus.

4.2. Analisis de taninos

La cuantificacion de taninos se efectu6 con el método de Burns (1971), modificado por Maxon y

Rooney (1972) y por Price et al. (1978), que consisti6 en lo siguiente:
4.2.1. Material bioldgico

El material utilizado fue el de las recolectas a las cuales se les estimo el contenido de taninos en
la testa de las semillas pertenecientes a las 60 variedades de haba, la cual fue desprendida con un

pelador de habas hasta juntar 5 g por muestra.
4.2.2. Reactivos

I.  Acido Clorhidrico
II.  Metanol
III.  Vainillina
IV. Catequina
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4.2.2.1. Agente cromogénico (AC)

I.  Se prepard una solucion al 8 % de HCL (acido clorhidrico) en Metanol.
II.  Se prepard una solucion al 4 % de vainillina en metanol.
III.  Se mezclaron inmediatamente ambas soluciones en proporcion 1:1, si la mezcla presenta
color ambar se descarta y se prepara nuevamente, hasta que adquiere un color

transparente, estado que se considera lista para ser utilizada.
4.2.2.2. Solucion estandar (SE)

Se pesaron 20 mg de catequina colocandose en un matraz aforado de 10 mL y se agregd metanol

hasta la marca del aforo.
4.2.2.3. Curva estandar

Utilizando una micropipeta Labsystem 4500, se hicieron por triplicado y en el menor tiempo
posible las diluciones siguientes que corresponden a 1.00, 0.50, 0.25, 0.125 y 0.0625 mg de

catequina mL™" (Cuadro 6).

Cuadro 6. Diluciones para generar una curva estandar de catequina.

1.00 0.500 4.500
0.50 0.2500 4.750
0.25 0.1250 4.875
0.125 0.0625 4.937
0.0625 0.0320 4.968
0.00 Blanco 5 mL de MeOH al 4 %

Inmediatamente después de ser preparadas las diluciones se incubaron en bafio maria BUCHI
Waterbath B-481 a 30 °C durante 20 min. Transcurrido este tiempo se retiraron del bafio y se
transfirieron a celdas de medicion para determinar su absorbancia en el espectrofotometro Marca

JENWAY Modelo 6320-D Serie 2818 a 500 nm.
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4.2.2.4. Preparacion de las muestras

Por duplicado se pesaron 200 mg de material vegetal molido, el cual se puso en tubos de ensayo
Kimax de 20 ml con tapa y se agregaron 10 mL de solucién al 1 % de HCIl en metanol, se
taparon y se pusieron en un Agitador Orbital IKA Labortechnik KS250BS1 durante 20 min. Para

la preparacion del blanco solo se agregoé la solucion de HCI al 1%.

Transcurrido el tiempo la solucion se filtrd. Enseguida se tomaron dos alicuotas de 1 mL,

colocando cada una en un tubo de ensayo, se agregaron 4 mL de AC incluyendo el blanco.

Los tubos fueron Incubados en bafio maria por 20 min a 30 °C y se transfirieron a celdas de

medicion para determinar su absorbancia a 500 nm en el espectrofotometro.

4.2.3. Ecuaciones para la estimacion de taninos

La ecuacion obtenida a partir de la curva estandar para el calculo de los taninos es la siguiente:

I.  X=mg de taninos (expresados en equivalentes de catequina= EC)
II. Y= Absorbancia determinada con el espectrofotometro

III. b= Pendiente de la recta= 1.040 (constante)

Para el calculo del contenido de taninos en 100 g de peso seco de la muestra se aplico la

siguiente formula.

Y 100
A [[1.040 ]Vj [100—@
Donde:

I.  X=mg de taninos
II. Y= Absorbancia determinada con el espectrofotdmetro

III. b= Pendiente de la recta igual a 1.040 (constante)
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IV. V= Volumen de la soluciéon para cada muestra = 10 mL
V. H=Porcentaje de humedad en el tejido vegetal de la muestra. Se tomé un 10%.

VI. 100 = Gramos de peso seco de la muestra.

Se hicieron los célculos para cada repeticion y después se obtuvo el promedio de las cuatro
repeticiones por colecta. También se calculd la desviacion estandar mediante el programa Excel

y se realizd un andlisis de varianza.
4.3. Analisis de marcadores moleculares

Los andlisis se realizaron en el laboratorio de Calidad de semillas de Frijol del INIFAP, consistio
en la extraccion de ADN de las diferentes variedades de haba y el desarrollo de las técnicas

RAPDs e ISSR utilizando diferentes iniciadores.
4.3.1. Extraccion de ADN

Fue realizada en una muestra de hojas apicales tiernas provenientes de plantulas sembradas en

invernadero con dos repeticiones cada muestra.

Se pesaron 150 mg de hoja de haba tierna (Figura 3a) y se colocaron en tubos eppendorf (Figura
3b), a los cuales se agrego6 nitrégeno liquido para moler la muestra con pistilos y un taladro y

evitar la desnaturalizacion del ADN (Figura 3c).

Figura 3a. Peso de hojas de haba. Figura 3b. Acomodo de las muestras. Figura 3c. Molido de las mismas.

31



Se adicionaron 700 pl de buffer de extraccion a las muestras (Tris 100 mM pH 8, EDTA 20 mM
pH 8, NaCl 1.0 M, B-mercaptoetenol 1% PVP, 1%)+ 50 ul SDS y se incubaron durante 20 min a
65 °C, transcurrido el tiempo, las muestras fueron extraidas con una micropipeta a un tubo
eppendorf, se precipitaron con 600 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se mezclaron

por inversion durante 15 min.

Se centrifugaron por 10 min a 13000 revoluciones por minuto (rpm) en una Centrifuga
Eppendorf 5415D, el sobrenadante se vacié con una micropipeta y una punta biselada a un tubo
con 700 pl de isopropanol preenfriado y se incubd durante 15 min a -20°C, después se centrifugd
durante 5 min a 13000 rpm, se descarto el sobrenadante y se invirtio el tubo para secar la pastilla,
para evitar la pérdida de ADN; se vaciaron los tubos en alcohol y el ADN se recuper6é con una
micropipeta y una punta estéril, después se agregaron 100 pl de buffer TE (Tris HCI 50 mM a pH
8) y 4 ul de RNasa (10 mg/mL) para desnaturalizar los residuos de RNA y se incubaron a 37 °C

por 15 min en una incubadora.

Posteriormente las muestras se precipitaron con 1 ml de metanol (EtOH) al 100% frio y se
dejaron reposar por 15 min, después se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min, se descarto el
sobrenadante y se seco la pastilla, la cual se lavo con 1 mL EtOH al 70% frio, el ADN fue
suspendido en 100 pl de buffer TE con pH 8 (Tris 10 mM) y se almacend a 4 °C en un

frigorifico.
4.3.2. Estimacion de la calidad del ADN genomico

Después de la extraccion y limpieza respectiva del ADN, se procedié a la cuantificacion y
estimacion de su pureza en cada muestra, utilizando un Espectrofotometro Perkin-Elmer modelo

Lambda Bio. Las lecturas se realizaron a 260 y 280 nm (Sambrook et al., 1989)

La relacion entre la lectura de absorbancia a 260/280 nm aporto la estimacion de la pureza de los

acidos nucleicos.
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4.3.3. Determinacion de la cantidad del ADN

Para verificar la calidad del ADN, lo cual se asocia con la integridad de la cadena que se logra
durante el proceso de extraccion, se prepard un gel de agarosa al 1.2 % disuelta en TBE 1X y
0.20% de bromuro de etidio en una Camara de Electroforesis Horizontal de 12 x 24 cm Modelo
SUNRISE TM 96 de Life Technologies. En cada pozo se depositd 5 pL de la dilucion de ADN y
2 uL de colorante de carga (Azul de Bromofenol). En los extremos del gel se colocaron 5 puL del
marcador fago A Hind III. La electroforesis se realizé a 70 v. Finalizado el corrimiento de las
muestras, se determiné la calidad del ADN la cual se visualizd con luz ultravioleta en un

transiluminador Upland modelo Ts-20.
La concentracion de ADN se determind con la siguiente formula:
Concentracion de ADN pg pL™ = (Densidad Optica a 260 x Factor de dilucion x 50 mg/ml)/1000

El ADN utilizado para PCR se diluy6 de acuerdo a la cantidad de ADN obtenida tras la dilucién

con Buffer TE a pH 8 (Tris 10 mM), para alcanzar una concentracion de 10 ng/pL.
4.3.4. Establecimiento de las técnicas RAPD e ISSR
4.3.4.1. Iniciadores RAPDs

La longitud de los iniciadores empleados fue de 10 pares de bases (pb). La mezcla de reaccion se
prepar6 con 3.2 uL de ADN genomico diluido hasta un volumen final de 10 ng/uL. Los
componentes de la mezcla de reaccion fueron agua bidestilada (ddH,0O), Buffer 10x, cloruro de
magnesio 30 mM (MgCl,), DNTPs (2.5 cada uno), iniciador 10 mM y 0.14 unidades de Taq
ADN polimerasa. Las condiciones de amplificacion (Cuadro 7) estuvieron basadas en la
metodologia propuesta por Williams et al. (1990) modificada por Torres et al. (1993). Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo con un termociclador TC-512 Techne. Se
analizaron un total de 34 iniciadores pertenecientes a la familia Operon Invitrogen custom

primers designados como OP.
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Cuadro 7. Condiciones de amplificacion para los marcadores RAPDs.

Desnaturalizacion 94 0.2
Hibridacion 36 1

Extension 72 1 40
Extension final 72 8
Enfriamiento 4 A

A= Tiempo indefinido que tarda el termociclador en llegar a 4 °C.

4.3.4.2. Electroforesis

La electroforesis se realizé en gel de agarosa al 1.2 % disuelta en TBE 1X y 0.20% de bromuro
de etidio y se corrio a 70 V durante 1 hora y 15 minutos, en una Céamara de Electroforesis
Horizontal de 12 x 24 ¢cm modelo SUNRISE TM 96 de Life Technologies. En cada pozo se
colocaron 20 pL de la dilucion de ADN mas 2 pL de colorante de carga (azul de bromofenol).
Finalizado el corrimiento de las muestras, se observaron las bandas con luz ultravioleta en un
Transiluminador Upland modelo Ts-20, y se tomaron las fotografias correspondientes con el

Fotodocumentador Kodak gel logic 100.
4.3.4.3. Microsatélites (SSR)

Se analizaron diez microsatélites cuyas caracteristicas especificas se describen en el Cuadro 8.
La mezcla de reaccion para la amplificacion del ADN se realiz6é de acuerdo con el protocolo de
Macas et al. (1993), que consistid en preparar una mezcla de reaccion con 4 ul de ADN
gendmico diluido hasta un volumen final de 10 ng/ul. Los componentes de la mezcla de reaccion
fueron agua bidestilada (ddH,O), buffer 10x, Cloruro de Magnesio 30 mM (MgCl,), DNTPs (2.5
cada uno), primer 20 mM y 0.12 unidades de Taq ADN polimerasa. Las condiciones de
amplificacion (Cuadro 9) difieren en la temperatura de hibridacion la cual disminuye unos
grados cada ciclo, hasta estabilizarse a un numero de ciclos y temperatura especificos para cada
microsatélite. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo con un Termociclador TC-512

TECHNE. Se analizaron un total de 10 iniciadores.

La electroforesis se realizé en gel de agarosa al 1.2 % disuelta en TBE 1X y 0.20% de bromuro

de etidio y se corri6 a 70 V durante 1 h, en una Camara de Electroforesis Horizontal de 12 x 24
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cm Modelo SUNRISE TM 96 de Life Technologies (Figura 4). En cada pozo se colocaron 20 pL
de la dilucion de ADN mads 2 uL de colorante de carga (azul de bromofenol). Finalizado el
corrimiento de las muestras, se revelaron las bandas con luz ultravioleta en un Transiluminador
Upland modelo Ts-20, y se tomaron las fotografias correspondientes con el Fotodocumentador

Kodak gel logic 100.

Figura 4. Muestras de ADN de las variedades de haba
cargadas en un gel de agarosa.

Cuadro 8. Caracteristicas de los microsatélites analizados en las 60 variedades de haba.

GA4 68-62 23 5’"GAACTAAGGTGTACACGCGGG3’ F
5GGGGGGTAGATCTTGTTTTTTCC3’ R
GAIIS 63-51 26 S’GTTATTATTATGTACGCGCGTGC3’ F
5"GAATAAGCAGAAACGCGACGT3’ R
GAII30 65-55 25 5’"GGAAAATATGATGAAAAAGCCGC3’ F
5GAGTCGATATCACGTCGGAGG3’ R
GAII59 66-58 35 5’GTAATGTGGCCCAATCCAATT3’ F
5’GTGAATTGTTGAAGATGGATGAA3 R’
JFI-AG3 67-55 35 5’ATGCTGAGGATGCAGGATCGA3’ F
STAATTTGTTGGTCTCAGTGC3’ R
GATS 11B 68-62 23 5"CCCACCATTGGTGCTAGTG3’ F
5’AGCGCAATGCTACTCGAAAT3’ R
BM 48 65-55 25 5’"GCCGTTGAGCTGGAGAGCA3’ F
5’CCTTCTTCTTGAGCCCGCTG3’ R
BM 151 65-55 25 5"CACAACAAGAAAGACCTCCT3’ F
STTATGTATTAGACCACATTACTTCC3’ R
BM 155 65-55 25 5’GTTCATGTTTGTTTGACAGTTCA3’ F
5"CAGAAGTTAGTGTTGGTTTGATACA3’ R
BM 159 65-55 25 5GGTGCTGTTGCTGCTGTTAT3’ F
5"GGGAGATGTGGTAAGATAATGAAA3’ R

TH= Temperatura de hibridacion; F= Forward; R= Reverse
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Cuadro 9. Condiciones de amplificacion para los microsatélites.

Precalentamiento 95 3
Desnaturalizacion 95 0.30
Hibridacién ver cuadro 8 0.50
Extension 72 1
Extension final 72 10
Enfriamiento 4 A

A= Tiempo indefinido que tarda el termociclador en llegar a 4 °C.

4.3.4.4. Analisis de datos

Las bandas reveladas para cada genotipo y por cada iniciador fueron ordenadas numéricamente y
se registraron en una base de datos mediante un codigo binario (ausencia/presencia) para cada
marcador molecular empleado (RAPD e ISSR). Con el total de bandas amplificadas por cada
marcador se calculo el porcentaje de polimorfismo con base a la siguiente formula: nimero de
bandas polimorficas/nimero de bandas totales reveladas por iniciador * 100. Las bases de datos
fueron empleadas para realizar los andlisis de conglomerados de agrupacion jerarquica (SAHN)
usando el método de ligamiento promedio (UPGMA) con la ayuda del paquete estadistico
NTSYSpc 2.2. De esta manera se generaron los dendrogramas con el programa Tree del NTSYS
para mostrar las distancias genéticas entre los genotipos. El indice de similaridad fue calculado

usando el coeficiente de Dice (Dice, 1945).
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Taninos
5.1.1. Contenido de taninos en las variedades de habas

El contenido de taninos en la testa de las colectas vario desde 2.6% hasta 11.2% con un
promedio de 6.6 % (Cuadro 10). En este rango de variacidon y con base al andlisis de varianza se
detectaron diferencias significativas entre las colectas de haba en la cantidad de taninos (Cuadro
10). Mediante la aplicacién de la prueba de Tukey se identificaron las variedades con menor
contenido de taninos sefialadas como V-44 (2.6%) y V-75 (2.7%), las de mayor cantidad fueron
la V-5y V-12 con misma cantidad (10.6%) y la V-72 (11.2%). En la testa se ha reportado 2.8% y
en los cotiledones 0.5% en haba cochinera ya sea fertilizada con nitrogeno o sin fertilizante
(Guadarrama et al., 2007). Las variedades de haba con alto y bajo contenido seran seleccionadas
como parentales contrastantes y realizar cruzamientos entre ellas. La poblacion segregante sera
monitoreada con marcadores moleculares para localizar las regiones del genoma (QTLs)

implicadas en el contenido de taninos de la especie.

Cuadro 10. Contenido de taninos en variedades de haba. Medias de variedades con la misma
letra no son significativamente diferentes.
Variedad Porcentaje de Taninos

V-44 2.6f
V-75 27f |
Variedades con poco V-181 3de
contenido de Taninos )
V-52 3.9 de |
V-53 4.0d
V-46 6.1 stu |
Variedad . di V-51 6.2 stu
ariedades con mtet:me io V71 6.2 stu |
contenido de Taninos
V-281 6.3 rst
V-36 6.5 qrs |
V-68 9.7 be
V-1 9.9b |
Variedades con mayor V-5 10.6 a
contenido de Taninos '
V-12 10.6a |
V-72 112 a
Pro F wE
**=p <0.0001
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La variacion en este componente, considerado antinutritivo cuando su contenido es abundante,
forma parte de los caracteres en los que es posible realizar seleccion de variedades con alto y
bajo contenido segun la demanda o el uso que se haga de ella. Dicha determinacion de taninos es
de las primeras que se lleva a cabo en las habas cultivadas por agricultores en los Valles Altos
del pais, solamente se han realizado estudios de evaluacion de variedades a nivel morfoldgico y
agronémico (Diaz-Ruiz, 2009) con el objetivo central de identificar variedades con alto

rendimiento de grano.

Las variedades con alta cantidad de taninos deben ser conservadas para preservar los genes
ligados a dicho caracter en el entendido que tienden a presentar mayor resistencia a las
enfermedades causadas por hongos, bacterias, virus e insectos (Startler, 1970). Sin embargo esta
caracteristica, presenta correlacion negativa con el contenido de proteina y en general con la
calidad nutricional (Deshpande et al., 1986), en este caso es necesario buscar plantas que

presenten equilibrio entre los dos caracteres.

En un estudio realizado por Guadarrama et al. (2007) sobre el efecto de la fertilizacion
nitrogenada (100 Kg de N) en el cultivar de haba cochinera y su relacion con el contenido de
taninos encontraron que a la madures fisiologica, la concentracion de taninos en el fruto de haba
no muestra cambios significativos por efecto de dosis de nitrogeno. Sin embargo, Jansman et al.
(1993) y Harinder et al. (1997), sefialan que el nitrogeno reduce la concentracion de taninos y lo
atribuyen a diferencias en los cultivares utilizados y condiciones ambientales en que éstos se
desarrollaron. En el caso de las habas analizadas cultivadas por los haberos no son fertilizadas
comunmente a excepcion de algunos productores que aplican dosis bajas de fertilizantes
nitrogenados, por lo tanto las diferencias encontradas en el presente estudio en contenido de

taninos esta mas influenciado por los cultivares y el ambiente.
5.1.2. Contenido de taninos en los distintos colores de testa

En cuanto a la relacion entre el color de testa y el contenido de taninos se encontr6 que las habas
parralenas presentaron 3.9 % de taninos en promedio en un rango de 2.7 a 5.7%. En habas con
testa roja se estimo 4.3% de taninos y un rango de 2.6 a 5.4%. Las testas color crema presentaron

entre 5.4 a 10.6% de taninos con un promedio igual a 6.6%, seguidas de las de color marrén con
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un promedio de 6.9% en un rango de 5.7 a 8.1%. Las habas con testa amarilla fueron las de

mayor contenido de taninos con un promedio de 7% y un rango de 3.9 a 11.2% (Figura 5).

La tendencia encontrada en las cantidades promedios de taninos es similar a lo reportado por
otros investigadores (Cabrera y Martin, 1986) donde los colores de testa crema y rojo tienden a
presentar bajos contenidos de taninos. Esto estad relacionado también con el color de las flores,
las habas con flores blancas son las que tienen menos cantidades de taninos. Al respecto se han
localizado dos genes (zt-1 y zt-2) implicados en la cantidad de dicho componente antinutritivo y

en la expresion de flores blancas en las plantas de habas (Picard, 1976).
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Figura 5. Diferencias en cuanto al contenido de taninos en relacion al
color de la testa de haba.

La variabilidad encontrada en cada rango de colores de testa abre la posibilidad de identificar
poblaciones con bajas cantidades de taninos, por ejemplo en las parralefias, rojas y amarillas que
presentaron variedades con contenidos bajos de taninos. En el caso de las habas con testa
amarilla, donde se obtuvo el rango mas amplio y las poblaciones con mayor contenido de taninos
es interesante debido a que es el color de mayor demanda en el mercado. Las poblaciones
identificadas con menor y mayor cantidad de taninos seran seleccionadas como progenitores para
iniciar un programa de mejoramiento genético auxiliado con marcadores moleculares con la

finalidad de formar variedades que tengan minimas cantidades de dicho componente
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antinutritivo y de forma indirecta mejorar la calidad nutricional. Al respecto se han identificado
marcadores SCAR ligados al bajo contenido de taninos, especificamente al gen zt-2 (Gutierrez et
al., 2008). Este conocimiento es factible aplicarlo y buscar la posibilidad de encontrar mayor
nimero de marcadores universales partiendo de los mas comunes, como son los RAPDs, y
transformarlos en SCAR como se ha realizado en otros estudios con marcadores moleculares
para otros caracteres como la busqueda de resistencia a Ascochyta y taninos en la especie de

Vicia (Diaz-Ruiz et al., 2009, Gutierrez et al., 2008).
5.1.3. Correlaciones entre contenido de taninos y caracteres agronémicos en haba

Al realizar las correlaciones entre el contenido de taninos y caracteres de interés agrondmico
tales como: edad a floracion, edad a fructificacion, nimero de vainas totales, buenas y malas,
peso de vainas totales, buenas y malas, nimero de semillas totales buenas y malas, peso de
semillas totales buenas y malas (Cuadro 11), no se encontr6 significancia entre dichas
correlaciones, lo cual indica que el contenido de taninos es independiente a la expresion de estos

caracteres agronomicos.

La asociacion de cantidad de taninos con caracteres morfoldgicos o agrondmicos son escasos
solo se ha reportado correlacion entre dicho caracter y el color de flor blanca (Cabrera y Martin,
1986), de igual manera se ha determinado asociacion con el color del hilum de la semilla, donde

los colores oscuros tienen menos taninos.

Cuadro 11. Correlaciones entre el contenido de taninos y diferentes caracteres agrondmicos.

EF -0,18 PSVM 0,00
EFR -0,16 NST -0,05
NVT 0,08 NSB -0,06
NVB -0,01 NSM -0,01
NVM -0,03 PSST -0,01

PSVT -0,03 PSSB -0,02
PSVB 0,00 PSSM 0,16

EF= edad a floracion, EFR= edad a fructificacion, NVT= niimero de vainas totales, NVB= nimero da vainas
buenas, NVM= numero de vainas malas, PSVT= peso de vainas totales, PSVB= peso de vainas buenas, PSVM=
peso de vainas malas, NST= nimero de semillas totales, NSB= niimero de semillas buenas, NSM= nimero de
semillas malas, PSST= peso de semillas totales, PSSB= peso de semillas buenas, PSSM= peso de semillas malas.
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5.2. Caracterizacion molecular

5.2.1. Calidad del ADN

El polimorfismo intraespecie de Vicia faba L., se estimé mediante las técnicas RAPDs y

microsatélites.

El ADN obtenido en cada una de las muestras de 60 cultivares criollos de diferentes regiones de
la republica Mexicana fue de buena calidad, libre de residuos de proteinas y sin ADN
fragmentado (Figura 6). El indice de absorbancia (280/260 nm) estuvo entre 1.8 y 2.0. El ADN
de buena calidad permitié6 una amplificacion satisfactoria de cada una de las muestras. La

cantidad obtenida de ADN proveniente de 150 mg de hoja tierna, fue suficiente para realizar los

analisis con las técnicas RAPDs y microsatélites ya que las bandas se definieron bien.

57 25 29
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Figura 6. Calidad del ADN obtenido de hojas tiernas de plantulas de los genotipos de Vicia faba L. bajo estudio.
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5.2.2. Seleccion de iniciadores RAPDs e ISSR

El uso de marcadores moleculares, como los RAPDs y los ISSRs, para caracterizar especies
vegetales, que resultan dificiles de separar mediante el uso de marcadores morfologicos, ha
resultado una herramienta muy util por su facilidad de uso, repetibilidad, ausencia de elementos
radiactivos durante el andlisis y la gran cantidad de polimorfismos que se obtiene, en
comparacion con RFLPs o isoenzimas (Irwin et al., 1998). En este estudio, la fidelidad de los
marcadores utilizados se comprobd al no encontrar variaciones en el andlisis de los loci

provenientes de PCRs y extracciones de ADN repetidas.

Los marcadores RAPDs fueron eficientes para detectar polimorfismos en esta especie. Se
evaluaron inicialmente 34 iniciadores en los 60 genotipos de haba de los cuales 16 amplificaron
y solamente seis de ellos se seleccionaron por presentar polimorfismo (OPA-14, OPAC-20,
OPH-12, OPM-05, OPN-13 y OPF-13), los iniciadores elegidos amplificaron un total de 24
bandas, de las cuales 16 fueron polimorficas, esto representa un 66.6% de polimorfismo (Figura
7). Estos iniciadores mostraron la mejor definicion y reproducibilidad de las bandas de ADN que
fueron leidas como presencia y ausencia. En el caso de los microsatélites se evaluaron 10, los
cuales amplificaron pero no presentaron polimorfismo (Figura 8). Por lo que no se incluyeron en
el andlisis de diversidad. Sin embargo se buscara polimorfismo con enzimas de restriccion en

una futura investigacion.

POZO 1 2 3 4 5 5] 7 8 8 10 11 12 13
muestra g9 24 g9 24 g9 24 g9 24 9 24 g9 24
marcador P/M | OPAD04 OPA-14  OPAC-20 OFPAE-18 OFPH-12 OPM-05

Figura 7. Fragmentos de ADN amplificados con los iniciadores RAPDs en dos muestras de
haba para detectar polimorfismos.
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pozo 27 28 29 30 31 32 33 24 35 2B 37 323 29
Iniciador JFIFAG3 SERIE 1
ADN 2 2 30 21 32 33 34

Figura 8. Fragmentos de ADN amplificados con los iniciadores microsatélites en
muestras de haba para detectar polimorfismos.

5.2.3. Diversidad de cultivares de haba

Se encontrd variabilidad entre poblaciones de haba cultivadas por agricultores, lo cual se vio
reflejado en el polimorfismo detectado con los RAPDs (anexo 2) que se representan en el

dendrograma de la Figura 9.

Se definieron en total 9 grupos con un indice de Dice de 0.90, 4 grupos estuvieron integrados por
una sola variedad. El grupo 1 con la V1 la cual es una variedad de ciclo intermedio, con una
concentracion de 9.9 % de taninos y fue colectada en Puebla, el grupo 3 con la V33, es una
variedad precoz con una concentracion de 8.1 % de taninos, y fue la que presento la altura menor
(27 cm) de todas las variedades y pertenece también a Puebla, el grupo 6 con la V8 es una
variedad de ciclo intermedio con una concentracion de 6.9 % de taninos, perteneciente al estado
de Tlaxcala, y el grupo 9 con la V70 es una variedad de ciclo intermedio con una concentracion
de 5.7 % de taninos y fue la que presentd el mayor nimero de vainas buenas, pertenece al estado
de Oaxaca. Se formaron 2 grupos integrados con 2 variedades, el grupo 8 con las variedades V20
y V47, el grupo 5 con las variedades, V281 y V288, otro grupo con 3 variedades, el grupo 7 con
las variedades, V36, V41 y V71, el grupo 4 qued¢d integrado con las variedades, V53, V54, V55
y V56, y por ultimo el grupo 2 considerado el mas grande con 45 variedades (V3, V31, V51,
V52,V9, V15, V43, V12, V49, V35, V5, V18, V24, V61, V42, V11, V72, V13, V19, V44, V50,
V46, V34, V57, V96, V73, V146, V181, V66, V199, V94, V69, V74, V10, V59, V93, V62,

43



V58, V65, V95, V22, V6, V60, V75 vy V68). Los coeficientes de similitud y distancia son
estimadores cuantitativos que describen el grado de asociacion o semejanza entre dos

poblaciones, expresado en valor numérico, entre 0 y 1.

En el grupo 2 se identifican 9 subgrupos con caracteristicas similares entre ellos, lo que nos
indica que hay similitud alta y en los cuales se integran de 2 a 5 variedades, el primer subgrupo
esta integrado por las variedades V31, V51 y V52, el segundo subgrupo por las variedades V15 y
V43, el tercer subgrupo por las variedades, V12 y V49, el cuarto subgrupo por las variedades,
V18 V24 y V61, el quinto subgrupo por las variedades, V13, V19, V44 y V50, el sexto subgrupo
por las variedades, V57, V96, V73, V146, y V181, el séptimo subgrupo por las variedades, V199
y V94, el octavo subgrupo por las variedades, V69 y V74, y el noveno subgrupo por las
variedades, V59, V93 y V62.
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Figura 9. Analisis de agrupamiento con el algoritmo UPGMA de 60 genotipos de Vicia faba L., basado
en una matriz de similitud genética construida a partir del coeficiente de Dice.
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El origen geografico de las colectas no se asocid con la agrupacion en el dendrograma, este
estudio es un primer acercamiento al conocimiento de la diversidad genética entre genotipos
cultivados de haba en México y se demostrd que la técnica RAPDs empleada es util para evaluar
la diversidad genética a nivel de variedades. En términos generales con los marcadores RAPDs
se evidenci6 una amplia diversidad genética (Figura 9), distribuida en las zonas en las que se
cultiva el haba en el pais. Los cultivares que mas variabilidad estan aportando al grupo de
genotipos estudiados son la V1, la V8, la V33 y la V70 las cuales se separaron totalmente de los

demas grupos y pertenecen a diferentes estados.

Es importante mencionar que el haba es una planta parcialmente aldgama, lo cual es favorecido
por la polinizacion cruzada y por lo tanto el flujo de genes entre diferentes genotipos, genera
altos indices de diversidad. Morillo et al., (2005), en su estudio en mora (Rubus spp.), argumenta
que el polimorfismo genético, puede estar asociado con la naturaleza alégama de la especie, la
cual tiende a favorecer la conservacion de un alto porcentaje de heterocigotos, igualmente
Bonilla et al., (2008), atribuye la alta diversidad encontrada en su estudio y comparada con otras

investigaciones, a la alogamia de la Physalis peruviana L.

Los resultados presentados en este estudio se pueden asumir como una vision preliminar de la
diversidad que presentan los cultivos de la haba en las principales zonas productoras de México
(Puebla, Guerreo, Tlaxcala, Oaxaca y México), en donde se encontrd una amplia diversidad

genética, de la cual se podria disponer para futuros programas de mejoramiento genético.

Para desarrollar una estrategia de mejoramiento genético con miras a tener materiales
seleccionados con caracteristicas morfologicas o agronémicas de interés, es necesario evaluar la
diversidad posible, buscando caracteristicas de importancia para los productores como el
encontrar variedades con alto rendimiento y bajo contenido de compuestos antinutritivos como

los taninos. En el caso de las habas a los taninos se les considera sustancias antinutritivas.

En dosis altas los taninos limitan la absorcion de algunos nutrientes como el hierro y proteinas,
aunque actualmente los taninos de otras especies se consideran antioxidantes por su capacidad de
eliminar los radicales libres, como son los taninos del vino tinto, a los cuales se les atribuyen

efectos benéficos para la salud.
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La técnica RAPDs permitio evidenciar la diversidad molecular de las habas cultivadas en los
valles altos del pais, dicha técnica ha estado siendo utilizada de manera comun por los
fitomejoradores de plantas para identificar la variacion genética en otras especies vegetales de
variedades silvestres, variedades comerciales y accesiones de una especie determinada (Anthony
etal., 2001). En adicion a las bondades de estos marcadores, su desempefio como generadores de

gran cantidad de polimorfismos, en este trabajo, ha sido aceptable.

5.3. Propuesta estratégica

Se plantea aprovechar la diversidad de las habas cultivadas por los productores en relaciéon a la
calidad de la semilla, respecto al potencial nutrimental y de adaptacion a los diferentes
ambientes, asimismo, conservar la diversidad de materiales y propiciar la produccion para el

aprovechamiento en la alimentacion humana.

Al respecto el haba es y seguird siendo un cultivo importante en la alimentacion humana y en la
integracion de los agroecosistemas campesinos. Por ello, resulta importante implementar
acciones encaminadas a la conservacion, produccion y transformacion del cultivo, para

contribuir a la seguridad alimentaria. La propuesta estratégica se describe a continuacion:

5.3.1. Acciones estratégicas

Para que la produccion de haba sea atractiva a los productores, y realmente vean reflejados los
beneficios alimentarios y econdmicos, debe abrirse un proceso a través del “enfoque de cadena

participativa” como se plantea en la Figura 10.

La cadena productiva es un concepto que proviene de la escuela de la planeacion estratégica
(Beckerman y Cataife, 2001). Segun esta escuela, la competitividad de una empresa se explica
no solo a partir de sus caracteristicas internas a nivel organizacional o micro, sino que también
estd determinada por factores externos asociados a su entorno. En tal sentido, las relaciones con
proveedores, el Estado, los clientes y los distribuidores, entre otros, generan estimulos y

permiten sinergias que facilitan la creacion de ventajas competitivas.
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Asi, la cadena productiva puede definirse como “un conjunto estructurado de procesos de
produccion que tiene en comin un mismo mercado y en el que las caracteristicas
tecnoproductivas de cada eslabon afectan la eficiencia y productividad de la producciéon en su
conjunto”. De esta manera, la cadena productiva podria caracterizarse como el conjunto de
firmas integradas alrededor de la produccion de un bien o servicio y que van desde los

productores de materias primas hasta el consumidor final (Figura 10).

Figura 10. Esquema de una cadena productiva.

Productores

de materias ’ Consumidor
final

Transportadores > Acopiadores [ji§{ Procesadores Distribuidores
industriales

primas

El proceso de transferencia de nuevas tecnologias debe seguir un camino que va desde la
evaluacion del manejo actual de los cultivos por los productores hasta la entrega de las
alternativas tecnologicas apropiadas para cada tipo de productor. El estudio de los sistemas de
produccion agricola debe permitir identificar los factores limitantes a la introduccion de nuevas
tecnologias y las causas de la resistencia al cambio (inseguridad econémica, dificultad en el uso

de nuevos métodos, etc.).

En nuestro caso nos enfocamos en fortalecer el primer eslabon de la siguiente manera:

5.3.2. Investigacion

La investigacion para generar nuevas tecnologias que sean de interés y puedan ser aprovechadas
por los productores de haba, la identificacién de variedades con bajo contenido de taninos y una
mayor cantidad de proteina disponible para los consumidores, asi como el generar conocimientos
de la diversidad de haba a nivel molecular, estara a cargo de las Instituciones de Investigacion,
como el Colegio de Postgraduados (CP), Institutos Tecnologicos y otras con interés en el tema

(Figura 11).
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5.3.3. Instituciones de apoyo

Para los apoyos econdmicos y equipamiento hacia los productores asi como la capacitacion
mediante parcelas demostrativas, modulos demostrativos o dando asesoria técnica sobre aspectos

muy precisos, estaria a cargo de las instituciones de servicio como son:

La Secretaria de Desarrollo Rural (SDR) del Estado de Puebla la cual plantea generar
condiciones de competitividad que aumenten la rentabilidad del sector rural, con un incremento

de la participacion de los productos y servicios poblanos en el mercado nacional e internacional.

Las Fundaciones Produce creadas en 1996 por iniciativa de los Gobiernos Federal y Estatal, a
través del Subprograma de Investigacion y Transferencia de Tecnologia de la Alianza para el

Campo.

La vision de la Fundacion Produce consiste en que esta es una organizacion capaz y exitosa en la
generacion de innovacion tecnologica en beneficio de los actores de las cadenas agroindustriales

en el Estado con el fin de:

I.  Consolidar un modelo sé6lido que apoye la generacion y transferencia de las innovaciones
tecnoldgicas, generadas para el cultivo de haba.
II.  Consolidar la agenda tecnoldgica, entre la demanda de los usuarios y los oferentes centros
de investigacion, referentes al cultivo de haba.

III.  Impulsar el sistema de investigacion y transferencia de tecnologia, en haba (Cofupro,

2010).

5.3.4. Las organizaciones de productores

Las organizaciones sociales de productores de haba, deben fortalecer el proceso de produccion
primaria. Su funcién debe ser plantear proyectos conjuntos y la gestiéon de los recursos para la

ejecucion de estos (Figura 11).
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5.3.5. Conservacion de germoplasma

Conservacion in situ. Es necesario conservar las poblaciones de haba en la region donde son
cultivadas. Se plantea iniciar gestiones para implementar programas de conservacion in situ para
la conservacion de los materiales genéticos de los productores, con el objeto de proteger sus
recursos e iniciar un programa de registro e inventarios y estudios sobre la diversidad

interespecifica e intraespecifica como lo sefialan Di Castri y Younes (1990) (Figura 11).

Conservacion ex situ. Una iniciativa regional debe ser el establecimiento de un banco de
germoplasma que incluya los materiales de los productores, utilizando metodologias y directrices
para la recoleccion de muestras representativas de diversidad genética de numerosos cultivos,

como lo sefiala Sinha (1981). Se recomienda un banco de germoplasma regional (Figura 11).

5.36. Evaluacion permanente y retroalimentacion

Realizar evaluaciones de resultados y de manejo para ajustar la oferta a circunstancias

particulares. Entrega de alternativas tecnologicas para cada segmento particular de usuarios.

Evaluaciones de la tecnologia. Realizar actividades que involucren a los productores de haba en
un proceso consultivo para identificar y determinar las necesidades de los mismos en respuesta a

sus prioridades. Poner parcelas demostrativas en sus terrenos, modulos demostrativos, etc.

Sistemas de informacion. Sistemas para la recoleccion y difusion de la informacion sobre la
transferencia de tecnologia y cooperacioén técnica y cientifica de manera que se facilite la
transferencia de tecnologia para la conservacion y el uso sostenible de la biodiversidad, y que se

promueva y propicie la cooperacion técnica y cientifica, capacitacion de técnicos y productores.

Creacion de ambientes propicios. Actividades de los productores para formar un entorno
favorable para la transferencia de tecnologia del sector privado y publico y para la adaptacion de
la tecnologia transferida, creacion de organizaciones para recibir los paquetes tecnoldgicos y

apoyos de las instituciones.

Creacion y mejoramiento de capacidad. La creacion o el mejoramiento de la capacidad técnica,

cientifica, institucional y administrativa es una cuestion intersectorial de gran importancia para
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realizar evaluaciones de la tecnologia, para la creacion y el fortalecimiento de los sistemas
nacionales o regionales de informacion tecnolédgica y para la creacion de &mbitos propicios para

la transferencia de tecnologia y la cooperacion tecnoldgica.

Figura 11. Propuesta de lineas estratégicas para el aprovechamiento de la tecnologia generada
sobre las diferentes variedades de haba por los productores.

Productores:
» Organizados
»Individuales

»Recursos humanos
»Recursos materiales

[ Empresas

V.

Comercializacion del
producto de haba procesada

»Recursos econdmicos
» Tierras
» Germoplasma

Objetivo comun:
Aprovechamiento de
la diversidad de las
habas cultivadas por
los productores en
relacion a la calidad
de la semilla

» Generar tecnologia aplicada
» Identificar variedades con
bajo contenido de taninos

» Apoyo econémico

igggzli(i)tacién » Generar conocimiento de la
» Asesorias diversidad de haba a nivel
olecular
1‘ Conservacion de
Instituciones y servicios: ‘ germoplasma Investlgacwn
>SDR B S >CP
»PRODUCE exsitu > Institutos tecnoldgicos

5.3.7. Recursos humanos

Estarian involucrados los grupos de productores del estado de Puebla los cuales aportarian la
mano de obra, los investigadores generando conocimientos y tecnologias y los técnicos

capacitando a los productores (Figura 11).
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5.3.8. Recursos Materiales

Se requiere de la tierra de los productores para montar las parceles demostrativas, material y

equipo proporcionado por la SDR y la Fundacion Produce.

5.3.9. Resultados a mediano plazo

Disponer de variedades adaptadas a las condiciones climaticas de la region.

Disponer de variedades resistentes a plagas y enfermedades como el pulgdén negro de las habas
(Aphis fabae Scop), la mancha de chocolate (Botrytis fabae ) y la Roya (Uromyces fabae), que

son los principales agentes bioldgicos que causan dafios al cultivo (Diaz-Ruiz, 2010).

Agregar valor nutricional a las variedades de haba mediante la aplicacion de técnicas de
mejoramiento clasico y la seleccion asistida por marcadores moleculares a través de la
generacion de nuevos genotipos, con la finalidad de proveer a los productores, consumidores y la
industria de un producto con mayor calidad proteica y menor cantidad de compuestos anti-

nutritivos como los taninos.

5.3.10. Resultados del estudio

Identificacién de poblaciones de haba con bajo contenido de taninos, las cuales, deben contener
cantidad significativa de proteinas disponibles para el consumidor, este caracter lo demandan las
empresas para generar alimentos con un valor agregado, de esta forma, se incrementa el valor de

las variedades que cubriran la demanda de los consumidores.

5.3.11. Impacto

Se espera un incremento en cuanto a la produccion de este cultivo al identificar un valor

agregado para cubrir una demanda de los consumidores.

Las empresas pueden brindar un producto de mayor calidad a los consumidores.

Los ingresos tanto para los productores como para las empresas se veran incrementados.
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Al aumentar la produccion y la superficie sembrada se generardn nuevos empleos.

Y al hacer uso de sus propias variedades los materiales locales van a ser conservados.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

Existen diferencias significativas en cuanto al contenido de taninos de las variedades de haba, el
cual present6 un rango de 2.6% a 11.2%, y las variedades con menor y mayor contenido de dicho
compuesto anti nutritivo fueron las senaladas como V-44 y V-72 respectivamente. Asi mismo
encontramos que no existe correlacion significativa entre el contenido de taninos y caracteres de
interés agronomico, lo cual nos indica que el contenido de taninos es independiente a la

expresion de los caracteres agrondmicos.

Utilizando marcadores RAPDs se encontrd variabilidad a nivel molecular entre poblaciones de
haba cultivadas por agricultores, en las que se definieron en total 9 grupos con diferente nimero
de variedades cada uno donde destacan las 4 que se clasificaron en diferentes grupos, tales

variedades fueron la V1, V8, V33 y la V70.
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ANEXOS

Anexo 1. Contenido de taninos en 60 variedades de haba.

V-44 26f V-51 6.2 tsu
V-75 2.7f V-281 6.3 tsr
V-181 34e V-36 6.5 gsr
V-52 3.9de V-31 6.9 qpr
V-53 4.1d V-8 7.0 gpro
V-57 4.4 dc V-20 7.0 qnpro
V-22 4.4 dc v-47 7.0 qnpo
V-49 4.8 bc V-50 7.2 mnpo
V-146 4.8 beca V-41 7.3 mnplo
V-95 4.9 bea V-11 7.3 mnplo
V-93 5.0 bcaz V-55 7.4 mknplo
V-24 5.0 ybcaz V-61 7.6 mknjlo
V-15 5.1 ybxaz V-65 7.6 mknjl
V-56 5.4 wybxaz V-74 7.7 mkijl
V-60 5.4 wybxaz V-10 7.9 kijl
V-13 5.4 wybxaz V-33 8.1 kijh
V-43 5.4 wyvxaz V-54 8.1 gijh
V-69 5.5 wyvxaz V-66 8.3 gith
V-18 5.6 wyvxuz V-199 8.3 gifh
V-70 5.7 wyvxu V-62 8.7 gefth
V-59 5.7 wyvxu V-6 8.8 gef
V-58 5.7 wtvxu V-35 8.9 efd
V-96 5.7 wtvxu V-3 9.2 ced
V-73 5.7 wtvxu V-34 9.3 cebd
V-288 5.8 wtvu V-9 9.4 cbd
V-19 6.0 wtvxu V-68 9.6 cb
V-94 6.1 tvsu V-1 99b
V-42 6.1 tsu V-5 10.6 a
V-71 6.2 tsu V-12 10.6 a
V-46 6.2 tsu V-72 112a
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Anexo 2. Marcadores RAPDs polimérficos utilizados en 60 variedades de haba.
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Continuacién del Anexo 2. Marcadores RAPDs polimorficos utilizados en 60 variedades de
haba
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Continuacién del Anexo 2. Marcadores RAPDs polimorficos utilizados en 60 variedades de
haba
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