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RESUMEN

El presente trabajo determina el nivel de divedsig@nética entre dos
poblaciones segregantes, producto de los cruces&®nbetaceunaar. amarilla yS.
betaceumvar. roja X S. uniloba,y sus respectivos parentales. Estos cruces
pretenden establecer si es posible §uaunilobaaporte la variabilidad genética
necesaria a los hibridos de dichos cruces, param@amla posibilidad de que la
caracteristica de resistencia a la antracnosiesaiéLa técnica utilizada para el
desarrollo de esta investigacion fue AFLP (AmpilifieFragment Lenght
Polymorphism, por sus siglas en inglés).

Se recolectaron en total 23 muestras de plantdasdriales 10 provinieron
de plantas del cruc&. betaceunvar. amarilla XS. uniloba,10 del cruceS.
betaceunvar. rojaX S. unilobay las 3 restantes provinieron de los parent8les
betaceunvar. amarillaS. betaceunaar. rojay S. unilobaA todas estas muestras se
les extrajo ADN y se les aplico la técnica AFLP, ldeque se pudo analizar 7
combinaciones de primers para determinar su védadigenética. Los patrones de
bandas obtenidos en el andlisis de los AFLPs hpoesumir que las poblaciones
estudiadas, o al menos ciertos individuos, no spoeden con la informacion
provista por el INIAP sobre el registro de crucé&sn general todos los loci
amplificados mostraron un valor de polimorfismo d&,2%. Se encontro
variabilidad limitada entre los segregantesSdéetaceumar. amarilla y roja »S.
unilobacon valores de similitud de hasta el 100% entrerissnos.
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ABSTRACT

The present study determines the level of genatiersity between two
segregating populations, resulting from crossewdsn S. betaceunvar. amarilla
andS. betaceurmar. roja XS. unilobawith their respective parentals. These crosses
are intended to establish whether it is possibieStanilobato provide the genetic
variability needed to these hybrids, in order wréase the possibility of inheritance
of the anthracnose resistance characteristic. Téehnique used for this
investigation was AFLP (Amplified Fragment Lengtbiymorphism).

A total of 23 plant samples were collected, 10 diich came from plants
resulting from the crosses betwe®nbetaceumar. amarilla XS. uniloba 10 from
the crosses betweé&h betaceumar. roja XS. unilobaand the remaining 3 from the
parentalS. betaceurwar. amarilla,S. betaceurwar. roja ands. uniloba DNA was
extracted from all these samples and the AFLP igdenwas used, from which 7
primer combinations were analyzed to determine ftiyenegariability. The
fingerprints obtained from the AFLP technique swgjgéhat the segregating
populations, or at least some of the samples, daaoinocide with the data provided
about the crosses betweSnbetaceumar. amarilla and&. betaceurwar. roja xS.
uniloba, which was given by INIAP. In general, all amm@di loci showed a
polymorphic value of 46.2%. There was limited genetariability among
segregants from Soetaceumvar. amarilla and roja x Suniloba crosses, with
similarity values of up to 100% between them.
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1. Introduccion

Los cultivos de tomate de arb@dlanum betaceunsg encuentran a lo largo
de la Sierra ecuatoriana, y con el paso del tiefmpo probando tener un gran
potencial comercial tanto para su consumo intemmmoc externo (SICA, 2001).
Este potencial econdmico ha despertado el intezésados agricultores hacia este
producto, fomentando asi la investigacién sobmmismo en paises vecinos como
Colombia, y en otros mas lejanos como Nueva Zelédt@A, 2004). En Colombia
se conoce la especi€olanum uniloba,pariente cercano dé&. betaceumy
completamente compatible, la cual ha probado teesistencia al ataque de la
antracnosis, enfermedad que afecta en gran medaldtieo de S. betaceuren el
Ecuador. Por esta razon, el Instituto Naciondhdestigacion Agropecuaria INIAP
junto con la Universidad San Francisco de Quite@ram esfuerzos por caracterizar
dos poblaciones segregantes de cruces interespscifeS. betaceurmar. amarilla
y var. roja conS. uniloba,para determinar el nivel de aporte Seunilobaa la
variabilidad genética deébmate de arbol ecuatoriano, y la posibilidad deder la
caracteristica de resistencia a la antracnosia.ralizar este andlisis de variabilidad
se utilizé6 marcadores moleculares AFLP por su édpdale generar un gran nimero

de bandas por cada combinacion de primers.



1.1.Caracteristicas generales del tomate de arbol

Estudios sobre el origen del tomate de éarbol haabkesido que éste
proviene de la vertiente oriental de los Andes, m@mdiendo especificamente a

Colombia, Peru y Ecuador (SICA, 2001).

En cuanto a su morfologia, se lo considera un &rtae&milefioso que puede
alcanzar entre 2 y 3 metros de altura (Alborno89)9 Su fruto es de forma
ovoidal, punteada en su extremo inferior y con alizaénico (Bohs, 1989); esta
cubierto por una cascara ceracea brillante que epwsdl  de color amarillo,

anaranjado, morado o rojo, segun su variedad.

Es una especie que crece en climas templadossy frianteniéndose en un
rango desde los 13°C hasta los 24°C, siendo langpgntre 16 °C y 19 °C. Una vez
plantado, la produccidon comienza entre los 18 yni&es, y posteriormente se
puede disponer del fruto cada 5 meses aproximadanreportdndose una vida util

de la planta de 10 a 12 afos (SICA, 2004).

Su polinizacion puede ser autogamica asi como alimga ya que sus flores
son abiertas y muy visitadas por abejas melifesasbyscan néctar y polen, razén
por la cual se ha visto semillas hibridas de crugatos intervarietales en cultivos

realizados en campos abiertos (Albornoz, 1989).

Puede propagarse por medio de semillas, y debsdlocapacidad alogamica,
en el Ecuador se ha obtenido plantulas genéticanmiferentes unas de otras, por
lo que se puede concluir que mediante este medi@| @ais no se mantiene un

grado aceptable de pureza varietal (Albornoz, 1989)



1.2.Importancia del tomate de arbol en la dieta humana
El fruto del tomate de arbol tiene una alta coneendin de vitamina C, al

igual que de fitoquimicos tales como antocianibasa — carotenos, luteina, beta —
cryptoxantina y zeaxantina, los cuales han sideiados con efectos protectivos
contra enfermedades cardiovasculares y el canceadMvs L., 2002). Ademas se
ha podido encontrar cantidades modestas de fibeadblvs L., 2002). Su alto

contenido de pectina hace posible su utilizacibmenmeladas y jaleas, y ademas
se ha visto que tiene cantidades altas de pota&isfgro, minerales que no son

abundantes en otros tipos de frutas (Bohs, 1989).

Todas estas caracteristicas alimenticias del tooatérbol y su agradable
sabor han hecho que esta fruta sea consideragaaopéira el consumo humano, ya
sea en jugos, conservas, cocinada, fresca e inelusmocina gourmet con fines

palatables y hasta medicinales en Ecuador (SIC@&1)20

1.3.Importancia Econdmica del tomate de arbol en el Eador
En el Ecuador y otros paises andinos como Coloni@oéyia y Peru se

cultiva el tomate de arbol con fines comercialesyqae por las caracteristicas del
fruto y su aceptacion en el mercado, Nueva Zelgauahién lo ha sumado a su lista

de cultivos de importancia (Bohs, 1994).

El tomate de arbol se cultiva en el Ecuador praloyente en los Valles
Interandinos temperados con un area de aproximadan®O00 hectareas, un
rendimiento entre 60 a 80 Ton/ha/afio y es exponpaidaipalmente a paises como

Holanda, Bélgica y Canada (Cadena, 2000).



Segun Cadena (2000), el Ecuador inicia el culteesta especie en 1970, y
desde esta fecha ha incrementado su area cosecBadaoduccion, de tal manera
que para 1991 la superficie cultivada fue de 1l0@€areas y para 1998 de 2.287
hectareas; mientras que la produccién nacional 391 fue de 10.865 ton en
comparacion con la produccion nacional para eld&#b998, que fue de 21.163 ton.
Estos datos demuestran que en el periodo desdealP®a8 la superficie cosechada
y la produccion se han duplicado.

Es importante mencionar que Colombia fue el pripsds Sudamericano en
exportarSolanum betaceura Europa mientras que Ecuador abrié su mercado al
exterior a finales de la década de los 80. Lastamente el Ecuador, debido a
problemas con la homogenizacién del fruto en cuargo color y tamafio, la mosca
de la fruta, y deméas enfermedades, no ha logragtiaarel mercado de exportacion

hasta el presente (SICA, 2001).

Los mercados que actualmente importan el tomatetut# y que mantienen
una demanda ascendente son: Estados Unidos, Bég@eada, Suecia, Suiza,

Alemania, Espafia, Finlandia, Dinamarca, Holandain®Unido (Cadena, 2000).

1.4. Afecciones del cultivo

Dado que el tomate de arbol se ha convertido eadézuen un frutal muy
apreciado y de notable rentabilidad, las areascddds a su cultivo se han
incrementado desde la década de los 80, y contestagparecido diferentes plagas
y afecciones que causan detrimento de la proddetiviy el tiempo de vida de las

plantas (Velastegui, 1988).



Uno de los principales insectos plaga que afectdansate de arbol es el
gusano alambreCpleoptera elateridag)el cual causa dafio en estado larvario. Se
presenta de manera ocasional y ataca en su mayglantas jovenes o recién

plantadas (Cadena, 2000).

Adicionalmente, se encuentra en el pais afeccionpsrtantes ocasionadas
por insectos tales como el chinche de las florémitp (Leptoglossus zonatysel
pulgon Myzus sp., Aphis 9p.y el gusano trozadoiSpodoptera sp,. las cuales

también representan un inconveniente para losédtwres (SICA, 2001).

Por otro lado, el ataque de nematoddelpidogyne spp.a las raices del
tomate de arbol es uno de los problemas mas geswebkcentro del Ecuador, y uno
de los responsables mas evidentes del deteriolasdadantaciones y su muerte, lo
que afecta directamente al agricultor. Sin embamgo, Nueva Zelanda y en
Colombia el efecto de este nematodo, no es acentymdjue solo se presenta en
huertos aislados y en pequefias zonas (Velasteg88).1Adicionalmente a esta
afeccion, el SICA (2001) hace menciofdencorrhynchus sgomo un problema

importante, especialmente en la provincia del Tualgua.

Ademas, existen hongos que causan mucho dafocalto®s de tomate de
arbol en el Ecuador. Tal es el caso del Oidignobién conocido con los nombres
de: ceniza negra, blanco de niebla o mildiu polyesoocasionado p@idium sp,
que también es comun en Colombia y Nueva Zelghddastegui, 1988). Los
sintomas de esta afeccion son la aparicion de raanphquefias, redondas con

bordes irregulares y de color gris 0 negro en elyhanvés de las hojas. En ataques



severos éstas pueden deformarse, amarillarse y edecluso los peciolos y las
puntas de las ramas pueden cubrirse de manchassnggmicelios blancos

(Velastegui, 1988).

Otro de los ataques fungales mas comunes enrleda@des de tomate de arbol
sembradas en el Ecuador, especialmente en Tungurghe causan pérdidas en la
produccion de la fruta, es el producido por el lmo@glletotrichum sp Albornoz,
1989; Velastegui, 1988Estos hongos son capaces de ocasionar masasspsgago
conidias que se desarrollan en acérvulos. Los @loargon producidos frecuentemente
en anillos concéntricos, especialmente en losdrumusando lesiones ulcerosas con el
centro deprimido, gris-ceniciento rodeado de bomksuros (Rondén J.G, 1999).
Bajo condiciones de alta humedad y altas tempeasatas efectos de la antracnosis, su
densidad poblacional y su expansiéon pueden vetsenientados. En Colombia se ha
podido corroborar estos datos ya que Rondén (1889u trabajo investigativo pudo
medir una mayor incidencia de los hongos en lo®drde tomate de arbol en las
estaciones con mayor ocurrencia de lluvias, aumgudesaparece por completo en
estaciones secas, ademas menciona que los frudsswe medianos son los mas

susceptibles a ése patdégeno en comparacion cohotiws morados y maduros.

Es importante sefialar que éste hongo puede disperentre los frutos y
plantaciones por medio de las lluvias y los fluges agua e incluso por insectos

polinizadores y coledpteros (Velastegui, 1988).

Actualmente la manera de combatir a este patdgersido mediante podas y

fungicidas, pero debido a sus altos costos y @idgaminacion que produce se esta



buscando otros mecanismos para solucionar estéepr@b Adicionalmente se ha
encontrado especies silvestres que presentansisi@ineia a este hongo en Colombia,

como es el caso d&bplanum unilob&Comunicacion personal INIAP, 2007).

1.5. Marcadores moleculares

1.5.1.Breve descripcion de técnicas y sus usos

En un principio, cuando no se disponia de las ¢ésninodernas de biologia
molecular, la mayoria de estudios genéticos y deramaiento se realizaban a base de
caracteristicas morfolégicas o fenotipicas, lagesutienen muchas limitaciones, tal
como la existencia de pocas diferencias entre gdadel mismo linaje, lo que
disminuye notablemente la posibilidad de asociaasgenes de interés agronémico
0 econdémico (Grattapaglia D., 2000), ademas suesiim puede estar sujeta a
factores ambientales o fenoldgicos (Azofeifa AQ&0

Posteriormente, dada la necesidad de contar cacadmes de calidad
superior se desarrollé la tecnologia de los mareadanoleculares con el
descubrimiento de los marcadores isoenzimaticos. cLales se basan en el principio
de que las isoenzimas son un grupo de varias fodmasa misma enzima que se
pueden encontrar en una misma especie como resakalh presencia de mas de un
gen codificado para cada una de éstas enzimasgglia D., 2000). Con esta
técnica se aumentd el nimero de marcadores gendéfie® se podian analizar e
incluso se abrio la posibilidad de analizar cuagaspecie de planta. Algunas ventajas
que presentaron este tipo de marcadores fue sunciereodominante, su
independencia del medio ambiente y que no inteyaani con otros marcadores (Nuez

F., 2000).



A continuacion aparecieron los marcadores moleesilde ADN, los cuales
utilizan exclusivamente esta biomolécula para dlisis de un individuo o de
poblaciones enteras (Azofeifa A., 2006). Estos pnedividirse en dos grandes
grupos, el primero consiste de aquellos que nezanilla PCR (Polimerase Chain
Reaction) para su desarrollo, tales como los RELBegundo grupo esta formado por
aquellos marcadores que utilizan en su técnicagpsiarbitrarios o semiarbitrarios y la
PCR como los RAPD's (Random Amplified PolimorpbidA) y AFLP (Amplified

Fragment Length Polimorphism), entre otros (Azaféif, 2006).

Los primeros marcadores basados en la variabild#dADN fueron los
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms)e gge desarrollaron a
principios de la década de los 80 (Nuez f., 20&3}os son capaces de detectar
polimorfismos producidos al digerir ADN con enzinasrestriccion.

Los RFLP se generan por rearreglos o mutaciones dare lugar a
inserciones, deleciones o inversiones de los sigoseconocimiento de las enzimas
de restriccidon, lo que ocasiona que se formen safiagmentos de diferente
longitud entre distintos individuos, permitiendo i asu identificacion y
diferenciacién de otro (Azofeifa A., 2006).

La técnica consiste en fragmentar el ADN medianianeas de restriccion,
separacion de los fragmentos por medio de electsi® en geles de agarosa,
transferencia a membranas de nylon o nitrocelwoBaalmente la hibridacion de
estos fragmentos con secuencias homologas de ADbhdes radioactivamente o
con compuestos que desencadenen una reaccion oeskencia (Grattapaglia D,

2000).



Las ventajas que presenta el uso de RFLPs sonpquéa naturaleza del
ADN, es posible cubrir todo el genoma del individ@rattapaglia D., 2000) y se
comportan como marcadores codominantes (Azofeifa2806). Otra ventaja es
que se pueden utilizar varias enzimas de restricalbmismo tiempo, las que
combinadas con un numero casi ilimitado de secasrdbnadas, pueden generar
una gran cantidad de marcadores (GrattapagliadDQ)2

En cuanto a las limitaciones de los RFLPs se aegtanque, por los varios
pasos que requiere la intervencién humana, esaamaca dificil de automatizar,
ademas se debe disponer de una biblioteca de santksde comenzar cualquier
investigacion, y finalmente se encuentra el altst@@ue representa llevar a cabo
esta técnica ya que se necesita de personal técoicohabilidades para la
manipulacion de ADN recombinante, y de instalacsoadecuadas para el uso y
desecho de material radiactivo (Grattapaglia, 2000)

Con la implementacién de técnicas de biologia oubée nuevas, como el
PCR, el horizonte de los marcadores molecularesbgé a un gran numero de
posibilidades. Tal es el caso del nacimiento denuevo grupo de marcadores
(aquellos que hacen uso de la técnica de PCR),edsadpuede encontrar a los
RAPDS (Random Amplified Polimorphic DNA), los cuslese basan en la
amplificacion por PCR del ADN gendmico con la ayudla un solo primer o
cebador, el mismo que consta de aproximadamenteudl@otidos, de secuencia
arbitraria (Nuez F., 2000). Mediante esta técneggede amplificar de manera
randémica segmentos del genoma de un individucaaszen las que los primers
se hibridan con el ADN a estudiar en ambas cadgnas direcciones opuestas

(Grattapaglia D., 2000).
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Los marcadores RAPD tienen la caracteristica dedssrinantes, lo que
significa que solo un alelo por locus puede seimgjgido en la electroforesis por su
presencia como banda (Azofeifa A., 2006), es dstcsge tiene una banda en el gel
esta puede ser interpretada como proveniente denotipo homocigoto dominante
o heterocigoto, mientras que los genotipos homaeaggrecesivos son identificados
como la ausencia de bandas.

Una de las ventajas de esta técnica es la cantidacharcadores que se
generan, y en comparacion con los RFLP, los RAPDeauesitan de sondas para su
andlisis y la cantidad de ADN inicial que se reqeies mucho menor (Azofeifa A.,
2006). En cuanto a las desventajas de los RAPDegepmencionar la dificultad de
reproducir los resultados obtenidos por los ingeskbres y la limitacion de la
capacidad de realizar analisis de los mismos maread en individuos
genéticamente distantes, ya que aunque se ubkcenismos primers, no se asegura
la amplificacion de los fragmentos de ADN corregspentes a los mismos loci
(Grattapaglia D., 2000).

Por otro lado se encuentran los marcadores basad®CR de secuencias
especificas, tales como los microsatélites, tamb@rocidos como SSR (Simple
Sequence Repeats) o STRs (Short Tandem Repeates BEsrcadores fueron
descritos por primera vez en 1982 por Hamada €Nakz F., 2000) y se basan en
experimentos de los aflos 80 donde se establecéosjigenomas de organismos
eucariontes tienen diferentes clases de secuengpetidas en altas cantidades
(Grattapaglia D., 2000). Estas secuencias estdmaftas por sucesiones de 1 a 6

nucleétidos adyacentes repetidos a manera de tafeaz F., 2000). Entre las
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funciones que se les atribuye se incluye la regidagénica y la de actuar como
sefales para la conversion génica y la recombingblaez F., 2000).

Es importante sefialar que los segmentos amplificadeartir de estos sitios
son altamente polimoérficos debido a la presenciadderentes ndameros de
elementos simples repetidos, dicho en otras palabela segmento microsatélite
tendra una cantidad de pares de bases variabléadabnserciones o deleciones en
la secuencia repetida, o que los hace extensarpetitedrficos (Grattapaglia D.,
2000).

Una de las ventajas que ofrecen estos marcadoren@eentra en su
expresion codominante y de multialelismo, lo quedonvierte en una herramienta
muy poderosa para estudios de ligamiento, mapeetigeny para estudios
genéticos de poblaciones (Grattapaglia D., 200@a @entaja que presentan los
microsatélites es que debido a que estas secuerepasitivas son altamente
conservadas entre especies relacionadas, permitargierencia entre especies y
hasta entre géneros (Grattapaglia D., 2000). Hatralesventajas que se pueden
encontrar, figura la dificultad y cantidad de tjabgue requiere construir la
biblioteca de fragmentos gendémicos para el organsmstudiar, la seleccion de los
clones por medio de sondas sintéticas, la secu@dciae los clones positivos y
finalmente la construccion del par de primers ei$iges para las secuencias

flanqueantes de los microsatélites (Nuez F., 2000).
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1.6.Marcadores Moleculares AFLP
Una de las técnicas mas utilizada en estos dias lgardeteccion de

polimorfismos de ADN son los AFLPs. Estos fuerosaimllados en el afio 1995 con
la finalidad de obtener un gran nimero de marcadm@eculares distribuidos a lo
largo de un genoma. Se basan en la combinaciéosd&chicas, la digestion del ADN
blanco con enzimas de restriccion propia de los HRFly la PCR, utilizando el

fundamento de los marcadores RAPD (Azofeifa A.62001ez F., 2000).

Los marcadores moleculares AFLP consisten en ldifacapion selectiva
mediante PCR de fragmentos digeridos del ADN (V.o4995). La técnica se la lleva
a cabo en 4 pasos, el primero es la digestion d@N A& estudiar mediante 2
endonucleasas, una de corte frecuente (Mse l)ukasitio de restriccion de 4 pb, vy
otra de corte no frecuente (Eco RI) con un sitioedériccion de 6 pb. El segundo paso
consta de la ligacion de adaptadores de doble aadksefiados para su unién
especifica con los extremos de los fragmentos dd,AR digeridos por las enzimas
de restriccion. Es importante mencionar que esfaptadores sirven como sitio de
reconocimiento para los primers empleados en langpkficacion, y que a su vez
permitiran la amplificacion de los fragmentos diges aun sin conocer su secuencia
(Vos P. et al, 1995). El tercer paso consiste enamplificacion llamada preselectiva,
en la que se utilizan primers correspondientes aitms de corte de las enzimas Mse |
y EcoRlI a los que se les ha afadido al azar uredtichb selectivo en su extremo 37,
con la finalidad de amplificar un subset de fragimenigeridos equivalente a la cuarta
parte del numero total (Nuez F., 2000). Finalmenteda el cuarto paso, conocido
como amplificacion selectiva, en donde el produttola PCR anterior vuelve a

amplificarse, pero esta vez con cebadores a losejles ha afiadido 2 nucleétidos en
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su extremo 3  a continuacion del primer nucledtidtectivo para asegurar una
amplificacion mucho mas especifica (Azofeifa A.,080 El producto de la
amplificacion selectiva se somete a electroforesigeles de poliacrilamida al 6% y se
tifie con nitrato de plata para su posterior asalisi

Dentro de las ventajas que presenta esta técnieacsentra la capacidad de
obtener un nimero muy alto de fragmentos que sdareen un solo gel, conocidos
como fingerprints (Grattapaglia A., 2000). Ademasensiderado como un marcador
muy reproducible por utilizar la técnica de la P@QRiez F., 2000). En cuanto a las
limitaciones de esta técnica se tiene que es ucaaghar muy sensible a las condiciones
bajo las que se trabaja, tales como la temperdéul@s ciclos de la PCR, y la calidad y
cantidad de ADN que se necesita para su desafvaloP. et al, 1995). Ademas es un
marcador dominante y su realizacion es mas compleg@a que los RAPD o RFLP

(Nuez F., 2000).

1.7Comparacion de la técnica de AFLP con RAPD, RFLP $SR
Como se ha mencionado con anterioridad la ventdia competitiva que

aporta los marcadores AFLP es su gran capacidadfpanar un alto nimero de
fragmentos (bandas visibles en un gel) en un sway®, en comparacion con los
SSR, RAPD y RFLP. Esta caracteristica ha hecho egtee técnica sea utilizada
ampliamente en estudios de diversidad genética [aarconstruccion de mapas
genéticos (Vos P. et al, 1995) y para la identifiza de marcadores moleculares

ligados a una caracteristica de interés (Blancetdl, 2005).
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Por otro lado, se puede mencionar también que eitesd/entajas que ofrecen
los marcadores moleculares AFLP exclusivamenteedoBrmicrosatélites, es que no
necesitan de la informacion sobre la secuenciaasl@dgiones flanqueantes de las
secuencias repetitivas, ni de la elaboracion dedwbs complementarios a estas
secuencias para identificar polimorfismos (GratgpaA., 2000).

En cuanto a los marcadores RAPD, su desventajaggragde es la dificultad
de reproducir los resultados obtenidos, ya quewsisg utilice los mismos primers,
no se asegura la amplificacion de los fragmentoalN correspondientes a los
mismos loci en los diferentes estudios realizaddgat(apaglia D., 2000). Este
problema no se presenta cuando se trabaja con doaesaAFLP, ya que su
desarrollo se basa en la utilizacién de enzimagsteiccion y la técnica de PCR, lo
que permite obtener fragmentos de ADN amplificadms una alta especificidad,
por lo que los mismos resultados pueden ser oluersioh importar que el anélisis
sea repetido por otro investigador si utiliza esmmd material y los mismos pares de
primers.

Si se compara los marcadores AFLP con los RFLPus€ee encontrar una
ventaja importante de los AFLP ya que los resuftat#olas restricciones, ni en ningin
paso de su desarrollo, se necesita la transfergleti@roducto a una matriz o su
hibridacion con sondas marcadas, por lo que seepoletgner resultados a un costo

menor y sin la limitacion de disponer de una btbia con sondas marcadas.

1.8. Aplicaciones de los marcadores moleculares APL

Debido a la versatilidad y el alto nimero de fragtos proporcionados por el

desarrollo de esta técnica, la utilizacion de AFE®Ha aplicado en diversos analisis,
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de los cuales se muestran brevemente 2 debidgedatadn con la importancia del
presente estudio. Tal es el caso de la identiicadel gen de resistencia al PVX de la
variedad de papa silvestBolanum commerson(iBlanco M., 2005), donde después
de seguir todas las instrucciones para generdirdgsentos, se los separa mediante
electroforesis en un gel desnaturalizante de pdhatda al 6%. Posteriormente se
los estudia identificando polimorfismos en el patde bandas amplificadas ligadas
sélo al gen de resistencia, para lo que se udlizdétodo de segregantes agrupados
(BSA). Esta técnica consiste en comparar 2 grupdsmdestras de ADN de
individuos pertenecientes a una poblacion, separad@&ste caso, por la presencia o

ausencia de la caracteristica de interés (Blancet lsll, 2005).

Una vez encontrado el patron de bandas que mugstinorfismos y que
parecen estar ligados al gen de importancia, dzaeaa matriz que conste del
nombre de cada individuo y una designacion numgrca cada banda que permita
saber si estaba presente o ausente en el gel §énpr@ 1 ausencia y 2 no
concluyente), a esta matriz se la ingresa en uwa@f estadistico para analizarla con
el fin de identificar el gen o grupo de genes quapgrcionan la caracteristica de
resistencia o susceptibilidad a la planta, el misjue posteriormente proveera al

investigador de grupos de ligamiento con los manesdAFLP utilizados.

En esta investigacion, se concluye que los mareadmoleculares AFLP
presentaron gran confiabilidad, sensibilidad y #Eron encontrar marcadores
extremadamente informativos por encontrarse ceztdodus de resistencia al PVX

(Blanco M, 2005).
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Otra de las aplicaciones de estos marcadoretemigdenciarse en estudios
de diversidad genética, como el que se llevé a embOruguay, donde se planted
analizar las relaciones genéticas entre el arrdezag las variedades comerciales
de 26 accesiones correspondientes a 6 cultivages, fpatar de encontrar una
solucion para el control de estas malezas en logpas uruguayos (Federici M.,

2001).

En esta investigacion se logro obtener distintarcadores, los cuales
después de ser procesados por programas informatao a conocer 3 distintos
agrupamientos de las muestras, los cuales sonstemtgis con sus caracteristicas

morfolégicas mas no con su localizacion (Federigi2001).

Como producto de este estudio se formulé una égmitorrespondiente a la
evolucion del arroz maleza, la cual sugiere qudiempos diferentes hubo una
seleccion disruptiva para las caracteristicas stilge y caracteristicas domésticas.
Posteriormente el arroz maleza presente en lovangs desarrolld dos estrategias
para su supervivencia, la primera que consistargtari al cultivo comercial y la

segunda de cruzarse con las variedades comergtaésrici M., 2001).

Debido a las ventajas sefialadas acerca de los doaesamoleculares AFLP
en estudios de diversidad genética, se decidiizadibs en esta investigacion para
determinar si el producto de los cruces, realizgawsel INIAP, entreS. betaceum
var. amarilla yS. betaceunvar. roja X S. uniloba pueden aportar variabilidad

genética a las plantas de tomate de arbol ecuaésriay con esto aumentar las
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posibilidades de heredar la caracteristica de tezgi®@ a la antracnosis en

variedades de tomate de arbol usadas a nivel racion

2. Objetivo General

» Caracterizar molecularmente las poblaciones segtegjgrovenientes
de los cruces, realizados por el INIAP, erB@lanum betaceumar.
amarilla y Solanum betaceumar. roja X Solanum unilobamediante

marcadores moleculares AFLP.

3. Objetivos especificos

» Determinar la variabilidad genética de las poblaesosegregantes de los
cruces realizados por el INIAP enB®lanum betaceuwar. amarilla y
Solanum betaceumar. roja X Solanum unilobamediante marcadores
moleculares AFLP.

» Comprobar si los segregantes de los cruces 8otesmum betaceunar.
amarilla ySolanum betaceunar. roja XSolanum unilobdechos por el

INIAP fueron realizados con los parentales regilstsa

4. Justificacion

La importancia de este estudio radica en que cenvémtajas sefaladas
anteriormente acerca de los marcadores moleculAfds® en estudios de
diversidad genética, se puede determinar de mafectva si los parentales de los

segregantes de los cruces eldrdetaceurmar. amarilla yS. betaceurwar. roja X
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S. unilobacorresponden con aquellos registrados por el IN#&Pa asi determinar
si esta fase del programa de fitomejoramiento alelate de arbol ecuatoriano fue
realizada con éxito. Otro aspecto que le suma itapoia al presente estudio es que
promueve la cooperacion interinstitucional entrdNdAP y la Universidad San
Francisco de Quito, siendo el INIAP el encargadtodesstudios llevado a cabo con

técnicas tradicionales y la universidad aquellargaéiza los estudios moleculares.

Por otro lado, debido a la importancia economidacdiivo de tomate de
arbol y su demanda tanto interna como externagessario mejorar los cultivos.
Evitar los dafios que son causados por diferentesciahes puede ampliar el
mercado internacional del tomate de arbol. Uno aie groblemas de especial
atencion es el causado por los hongos pertenesiar@elletotrichum spya que
han sido un grave inconveniente en los cultivosSdbetaceundel pais al causar
serios detrimentos a la fruta y por ende a su coailacion a nivel internacional
(Velastegui J, 1988). Lastimosamente los métoddgakes para controlar esta
afeccion, no son eficaces, por lo que se intendaymir variedades resistentes al
ataque de la antracnosis. En el pais las varieddglésmate de arbol han probado
tener una variabilidad genética bastante estreCmdofiez S., 2007; Pefiafiel N.,
2007; Chalampuente D., 2005; Tapia et al., 2006), lp que ha sido necesario
buscar fuentes alternas que aporten con divergjeiaética a nuestros cultivos. Una
solucion puede seé. unilobauna especie silvestre, cercanamente emparentada a
betaceumque ha probado tener resistencia a la antracriasisnportancia de este
estudio radica en realizar estudios molecularesiangdl marcadores AFLP a las

plantas obtenidas de los cruces edrédetaceurwar. amarilla yS. betaceurwvar.
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roja X S. unilobay a sus respectivos parentales para caracteritarpablacion
segregante y determinar su variabilidad genétion, e fin de determinar si este
aporte de variabilidad genética aumenta la podddli de herencia de la
caracteristica de resistencia a la antracnosisppde de los segregantes de los

cruces de tomate de arbol amarillo y roj& Xuniloba.

5. Area de estudio

La realizacion de esta tesis se llevd a cabo enLadoratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Framcide Quito, Colegio de
Ciencias Biolégicas y Ambientales, Cumbaya — Ecuata recoleccion de las
muestras se realiz6 en la granja experimentaliédR, en Tumbaco, Provincia de

Pichincha.

6. Materiales, Reactivos y Equipos

6.1. Material Vegetal

Para el desarrollo de este trabajo se recolectawg@stras de hojas jévenes
de segregantes provenientes del cruce &ulanum uniloba Solanum betaceum
var. roja y var. amarilla de la granja experimerdal INIAP localizados en

Tumbaco, Provincia de Pichincha (Tabla 1).

6.1.1. Extraccion de ADN de los segregantes

- CTAB 2X
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- B —mercaptoetanol (10 pl/ml de CTAB)
- Cloroformo / alcohol isoamilico 25:1

- Isopropanol

- Etanol al 70 %

- Buffer TE

- Agua destilada

6.1.2. Cuantificacion de ADN

- Espectrofotémetro Pharmacia Biotech Ultraespec 2000
- Celda de cuarzo
- Buffer TE 1X

- Agua destilada

6.2. Kit de amplificacion AFLP ® Invitrogen ™

6.2.1. Restriccion

- Buffer de reaccién 5X
- Enzimas EcoRI/Msel
- Agua destilada

- Muestra de ADN a analizar (100 ng/ul)

6.2.2. Ligacion de Adaptadores

- Soluciones de ligacion y adaptadores

- Enzima T4 DNA Ligasa



Producto de restriccion

Centrifuga Eppendof 5415D

6.2.3. Preamplificacion

Mezcla de primers de Preamplificacion
Buffer para PCR 10X con Mg

Taqg polimerasa

Muestra de ADN ligado

Termociclador Biometra T personal

6.2.4. Amplificacion Selectiva

Primers para EcoRl

Primers para Msel

Buffer para PCR 10X con Mg

Taq polimerasa

Producto preamplificado diluido (1:50)

Agua destilada estéril

6.3. Electroforesis en geles de agarosa

Agarosa SEAKEM
SiberSafe (1 pl de SiberSafe/10 ml de gel de agaros
Céamara de electroforesis MaxciCell EC360M

Céamara de fotografia digital Kodak DC290 Zoom

21
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- Software Kodak 1D

- Fuente de poder EC — Apparatus Coorporation EC28&0ies 90

6.4. Electroforesis en geles de acrilamida

Fuente de poder BIORABowerpac HV'

- Céamara de electroforesis Vertical BIORAR2qui — Gen GT Sequencing cell
- Poliacrilamida al 6%

- Persulfato de amonio al 1%

- TEMED

- Ladder 100bp Invitrogen

- Bluejuice

-  Repel

- Bind Silane

- TBE1X

6.5. Tincidn con plata

6.5.1. Protocolo Benbouza et al. (2006)

6.5.1.1. Solucidn fijadora y de parada

- Acido acético glacial 10 ml
- Etanol absoluto 200 ml

- Agua destilada 1800 ml
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6.5.1.2. Solucion de tincidn

- Nitrato de plata 3 gr
- Formaldehido al 37% 3 ml

- Agua destilada 2000 ml

6.5.1.3. Solucion de revelado

- Formaldehido al 37% 4 ml
- Hidroxido de sodio 30 gr

- Agua destilada 2000 ml

6.6. Analisis de resultados

- Programa informético NTSYSpc 2.11

- Programa informéticowinboot

7. Metodologia

7.1. Recoleccion de muestras foliares de segreganyeparentales

Las muestras de segregantes de tomate de arbetaeataron en la granja
experimental INIAP — Tumbaco, Pichincha. Las plardgataban rotuladas segun el
cruce del que provenian y un nimero de identif@@acia distribucion de las
plantas en el campo estaba regida conforme a lmegrealizados, disponiéndose

en distintas hileras las plantas provenientes dedeS. unilobaX S. betacea var.
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amarillay S. unilobaX S. betaceum var. rojd.os parentaleS. uniloba, S. betacea
var. amarillay S. betaceum var. rojse encontraban también en la granja pero en

una hilera independiente.

Se recolect6 entre 5 a 8 hojas grandes, verdegengs de cada planta, y se
las ubicd en envolturas plasticas con su respeictergificacion dentro de un cooler
con gel refrigerante para mantenerlas frias y prieVva degradacion del ADN hasta

llevarlas al laboratorio de la Universidad San Eisgo de Quito. (Tablal).

7.2. Extraccion de ADN de muestras de tomate de ab

Se tomo pequeiios segmentos de las hojas mas graveEses y verdes
recolectadas con anterioridad en la granja expetahdel INIAP — Tumbaco de 20
plantas de cruces enti@olanum uniloba X Solanum betacea var. amanila
Solanum uniloba Solanum betaceum var. roft0 segregantes del cruSelanum
unilobax Solanum betaceunar. roja y 10 segregantes del cr@&m®anum uniloba
X Solanum betaceunar. amarilla) ademas de los parentales, y se las macer6 en un
mortero con 800 ul de CTAB y 10 pl ¢le— Mercaptoetanol hasta obtener una
solucion acuosa homogénea. Se transfirio esta &lm eppendorf de 1.5 ml
rotulado apropiadamente y se la incub6 a 62 °Cupar hora agitandola cada 15

minutos.

Se afiadié 500 pl de solucion cloroformo — alcokohimilico (24:1) y se
agitd hasta formar una mezcla homogénea y se taréppsar por 20 minutos.

Posteriormente se centrifugd la muestra durantenftutos a 14000 RPM, se
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transfirio con la ayuda de una micropipeta la fasgosa transparente a otro tubo

eppendorf rotulado y se afiadié un volumen equitalda isopropanol a 4 °C.

A continuacion se invirtid el tubo varias vecesthague se evidencio la
presencia de ADN, se lo centrifugdé por 3 minutds080 RPM y se descarté el
sobrenadante cuidando de que el pellet no se perde descarte. Finalmente se
lavé el ADN con 800 pl etanol al 70% agitando hdsgmar el desprendimiento del
pellet del fondo del tubo, se removio el etanol aoa micropipeta. Se dej6 secar el
ADN a temperatura ambiente hasta que el alcohelvaporé y en dltimo lugar se

resuspendié el ADN en 100 ul de TE estéril.

7.3. Cuantificacion del ADN extraido

El ADN extraido fue cuantificado con la ayuda dspectrofotometro
Pharmacia Biotech Electrospec 2000 a 260 nm, atitip como blanco 3 ml de TE
estéril y posteriormente midiendo la absorbanciadegindo 5 pl de ADN de la
muestra blanco a los 3 ml de TE en la celda dezou&e imprimid los resultados
directamente del espectrofotémetro y de aquellaguemno fue posible, estos fueron
anotados en el cuaderno de trabajo diario. Cabataesque después de cada
medicion la celda fue limpiada con 1 ml de etanglogteriormente con 1 ml de

agua destilada y finalmente se la dejo secar agmhpa ambiente.

Una vez medida la absorbancia de cada muestrdcgdck concentracion

de ADN segun la siguiente ecuacion:

L1 ng ;o _ ng
Absorbancia *— * 50 f{yl = [ADN fyl]
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Donde FD es el Factor de Dilucién.

Es importante mencionar que después de haber hesthe célculos para

todas las muestras, se realizo diluciones para tameentraciones finales de 100

T,
gfrul'
7.4. Reacciones correspondientes de AFLP

Para dichas reacciones se sigui6 el protocolo ilelekAFLPs con algunas

modificaciones.

7.4.1. Restriccion

Este proceso se realizo afadiendo en un tubo dmlOgara cada muestra:
2,5 ul de buffer de reaccion 5X, 1,2 pl de EcoREMS,8 ul de agua destilada y 5
ul de cada muestra de ADN (100 ng/ ul). Se cemibifcada tubo por 3 segundos
con el fin de que todos los reactivos caigan dep&sdes, se los mezcld y se los
llevé a una incubadora por 4 horas a 37 °C. Tris m®ceso las muestras fueron

llevadas a una congeladora inmediatamente par&i@nsel material genético.

7.4.2. Ligacion de adaptadores

A cada una de las muestras previamente digeriddessafiadio 12 ul de la
solucion de ligacion de adaptadores y 0,65 ul deeteima T4 ligasa.

Posteriormente los tubos de reaccion fueron cegados brevemente, por 3
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segundos, y se los incubd a temperatura ambiemté poras. A continuacion las

muestras fueron llevadas a la congeladora a -3faf& conservar el ADN.

7.4.3. Preamplificacion

Para cada muestra, en un tubo de 0,2 ml se adi@g@pdde la solucion de
mezcla de primers de preamplificacion, 2,5 ul diéelold0X para PCR con Mg, 0,6
ul de Taq polimerasa y 2,5 ul del producto de ADgeddo y ligado. El PCR para
la preamplificacion fue realizado segun las indmaes del manual del kit para
AFLP de INVITROGEN. Finalmente al producto de la preamplificacion se lo

diluy6 hasta alcanzar la proporcion 1:50 con agsiildda estéril.

7.4.4. Amplificacion Selectiva

Esta fase del proceso se caracterizd por la redizale 2 Master Mix. Para
las 20 muestras analizadas, la Master Mix | coms610 pl de primer Msel
(contiene dNTPs) y 90 pl de primer EcoRI. La Masfiex 1l estuvo compuesta de
156 ul de agua destilada, 40 pl de buffer 10X paZ&Rk con Mg y 4 ul de Taq
polimerasa. Posteriormente, en un tubo de 0,2 nal pada muestra, se afladio 5 pul
de la Master Mix I, 10 ul de la Master Mix Il y 3 del producto preamplificado
diluido (1:50). El programa de PCR utilizado fuenelsmo especificado por el

manual del kit de AFLP de INVITROGEN.

7.5. Electroforesis en gel de Agarosa
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Con el fin de comprobar que cada una de las etdpdss AFLP fueron
exitosas se realizé electroforesis en un gel deoagacon el producto de cada una

de las etapas de este proceso.

El gel fue preparado al 1,5 % de agarosa en buis&r 1X. Se lo calent6 en
un microondas hasta la ebullicion, se esper6 asguenfrie hasta 40 °C, y se le
afadio 10 ul de SybrSafe, se lo mezcld bien yrfiealte se lo transfirié a la cAmara

de electroforesis donde se dejé que solidifiqueptetamente.

Una vez solidificado el gel, se coloco 5 pl de laestra de ADN
previamente mezclada con 2 pul de Bluejuice en paddlo y se lo dejé correr por
45 minutos a 80 V. La foto del gel fue tomada @rdmara digital Kodak DC 290

Zoom.

7.6. Electroforesis en gel de Poliacrilamida

Todos los productos de la amplificacion selectiverén analizados en geles
de poliacrilamida. Para la preparacion de gel Bedtl00 ml de poliacrilamida al
6%, 545 pl de persulfato de amonio y 109 pl de TBEMIEsta solucion fue
inyectada lentamente a una velocidad constantee éo$r vidrios de la camara
BIORAD previamente armada segun lo indica el madedh misma. Es importante
sefalar que tanto al vidrio donde se va a peggeley su contrario fueron lavados
con agua y detergente Alconnox, posteriormenteifidgs con alcohol y finalmente
cubiertos con Bind Xilane, en el caso del vidriondie se va a pegar el gel, y con

Repel, en el caso del vidrio contrario.
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Después que la poliacrilamida se polimerizé seliei@né aproximadamente
2 L de buffer TBE 1X a 50 °C, se ubico el peineeirido en el frente de corrida y
se limpio el exceso de urea que se depositabasepdallos. A continuacion se
cargo, pasando 1 pocillo, 3 pl de Bluejuice o diéebule carga y se precorrié entre

15 a 30 minutos para comprobar que la calidad eldligra satisfactoria.

Una vez terminada la pre — corrida, se adicion@ratucto final de la
amplificacion selectiva 5 ul de Bluejuice y se tesnaturalizd con la ayuda del
termociclador TECHNE a 95 °C por 6 minutos. Finalteese cargd estas muestras
por separado en cada pocillo una vez que el extesoea habia sido retirado de los
mismos y se dejé correr por 2 horas y 45 minut8% &oltios a una temperatura

entre 45 a 50 °C.

7.7. Tincién con plata

Para la tincion de los geles de acrilamida seiGiguprotocolo establecido

por Benbouza H., (2006).

7.8. Seleccion de pares de primers

Se probaron 10 combinaciones de primers en los 8npEes descritos
previamente. También se ensayaron 3 combinacian@simiers documentadas por
Soledad Ordoiiez (2007) en su tesis de grado deniletdidad San Francisco de
Quito, donde también se trabajé con tomate de arbal calidad de cada
combinacién de cebadores se determino observanuodiicto de la amplificacion

en un gel de poliacrilamida al 6%.
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7.9. Analisis de datos

Una vez obtenidos los fragmentos de ADN tefiidos etngel de
poliacrilamida, se procedio a construir una mabirmaria de datos en el programa
informético Excel de Microsoft. En ésta se registgiiellas bandas donde se pudo
identificar claramente su presencia (1) o ausef)igpara cada muestra en el gel

(Tabla 2).

Para el andlisis de datos se utilizo el prograrfamatico NTSYSpc 2.11.
En este programa, las matrices construidas en Eseealnalizaron y transformaron

a matrices de similitud empleando el coeficientastaiacion de Jaccard.

A continuacién, con las matrices de similitud estilas, se construyeron
dendogramas para la mejor visualizacion de agrugaons de los individuos; para
lo que se utilizdé la opcidn “clustering” y dentre ddsta SAHN (Sequential
Agglomerative Hierarchial Nesting) y con éste finahte se escogié la opcion

UPGMA y se pudo obtener los dendogramas de cadhinanion de primers.

Para validar los resultados obtenidos en los atpadnas, se realizé un
analisis bootstrap con la ayuda del programa irdtica Winboot. Se realizaron

400 permutaciones para tener un 95 % de confiabileh los resultados.

Por otro lado, se realiz6 un anélisis de PCA (RyaldComponent Analysis)
mediante el programa informéatico NTSYSpc 2.11 pdeterminar el patron de

agrupamiento de las muestras analizadas.
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8. Resultados

8.1. Extraccion y cuantificacion de ADN

Se realizo la extraccion y cuantificacion del AD&I 23 muestras de hojas de
plantas colectadas en la granja experimental INIABmbaco. La concentracion de
ADN variaba de 420 ng/ul a 2850 ng/ul por lo que recesario diluir las muestras
para alcanzar una concentraciéon de 100 ng/ml emolumen total de 50 pl por
muestra.. Esta concentracion final se comprobonegelide agarosa al 1,5% como

se puede ver en la Figura 1.

8.2. Técnica AFLP

8.2.1. Restriccion del ADN

La digestion enzimatica se realizé incubando 8qtADN de cada muestra
con dos endonucleasas, Eco Rl y Mse I. El produeola restriccion de 10
muestras, luego de corrido en un gel de agaro$db & (Figura 2), aparece como
un barrido para cada muestra, lo que indica larfeagacion del ADN en una serie

de tamafos.

8.2.2. Ligacion de adaptadores a los fragmentos é@®N

Se agrego el volumen apropiado de adaptadoreggali(INVITROGEN) al
producto de la digestién con endonucleasas. A moation, se corrid en un gel de

agarosa al 1,5% (Figura 3), para comprobar que BN Aestaba presente y
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posiblemente los adaptadores habian ligado adgsientos. El éxito de la ligacion

fue corroborado mediante la amplificacion preselact

8.2.3. Amplificacion preselectiva

Se utilizaron primers para EcoRI y Mse (INVITROGEM) producto de
este proceso fue comprobado mediante electrofoeesish gel de agarosa al 1,5%
(Figura 4), donde se pudo ver que las 6 muestraadas al azar presentaban un
barrido claro, lo que demuestra que los fragmed®ADN amplificados tienen

distintos tamafios y que la PCR fue realizada c@do.éx

8.2.4. Seleccion de primers

Se prob6 10 combinaciones de primers y se eligiérdas cuales fueron las
que mejor resolucion dieron en el gel de poliagritka al 6% utilizando la tincion

con nitrato de plata descrito por Halima Benbouzd.€2006) (Figura 6).

Cabe resaltar que las combinaciones de primersriysobadas en los tres

parentalesS. uniloba, S. betacewnar. roja yS. betaceunaar. amarilla.

Las combinaciones de primers seleccionados fuér@.— CTC/E — AAG),
3 (M — CAC/E — ACA), 4 (M — CAG/E — AAC), 5 (M — Q&/E — AGC), 6 (M —
CAC/E — AGG) (Tabla 3). Posteriormente se prob&@ombinaciones de primers
adicionales detallados en la investigacion de wolgdrdofiez en el afio 2007, las
cuales dieron un bandeado claro y bien distribysdo,lo que fueron seleccionadas
para su utilizacion en esta investigacion, estasbgwaciones fueron: S1 (M —

CAA/E — AAG) y S7 (M — CAA/E — ACT) (Tabla 3).
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Es importante mencionar que la calidad de las lamdeservadas pudo
deberse a la tincion utilizada, ya que en alguresog no existid el contraste
adecuado de éstas con el fondo para poder idamtdion claridad la presencia o
ausencia de las mismas. Otra razon por la calidabaddas observadas haya sido
baja es debido a la cantidad de ADN presente emigstras, ya que debido a que
no se purificd el ADN extraido, al momento de cifevatrlo los valores pudieron
corresponder al ADN presente y a las impurezasugtodde la extraccion. Lo que
puede que no haya sido suficiente para realizarBER con éxito y por lo tanto dio

bandeados débiles en la electroforesis en los delasrilamida.

8.2.5 Amplificacion selectiva

Los resultados de estas amplificaciones, realizedasada combinacion de
primers por separado, fueron analizados mediargetreforesis en geles de
poliacrilamida al 6%. El bandeado o fingerprint pur visualizado después de la
tincion con nitrato de plata (Figura 5), y se potiservar que las amplificaciones de
todas las muestras fueron realizadas con éxitougalas bandas se pudieron ver
claramente, permitieron realizar la lectura delygpbsteriormente realizar la matriz

binaria de datos.

8.3 Nivel de polimorfismo

El andlisis de agrupamiento se realizo transformdadhandas observadas

en los geles de poliacrilamida al 6% en matricedades binarios (1) para presencia
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de bandas, (0) para la ausencia de bandas) emgrapra informético Microsoft

Excel como se muestra en la Tabla 2.

Un resumen sobre la cantidad de bandas observada$ gel por cada

combinacién de primers y el nivel de polimorfisneoemicuentra en la Tabla 3.

La combinacién S1 (M — CAA/E — AAG) fue la que niddas generé (41
bandas), con un 46,3% de polimorfismo. La segumiabihacién que mostré un
namero elevado de bandas fue la del par de prigh@vs— CAC/E — ACA), con la
cual se obtuvieron 32 bandas, de las cuales el%622%0 bandas) fueron

polimorficas.

La combinacion 4 (M — CAG/E — AAC), mostré 31 basdde los cuales el
32,3% fueron polimorficas, es decir 10 bandas rabsir diferencias entre los
individuos estudiados. El par de primers 1 (M — @HE AAG) y 6 (M — CAC/E —
AGG) mostraron 26 bandas cada uno, pero la combBmatde primers 6 (M —
CAC/E — AGG) presentd un 46,2% de polimorfismo fEHhdas) mientras que la

combinacién de primers 1 (M — CTC/E — AAG) s06l038% (8 bandas).

Finalmente se encuentran las combinaciones de fxiopge presentaron
menos bandas en el gel de poliacrilamida, tal esasd de la combinacién S7 (M —
CAA/E — ACT) con 23 bandas de las cuales el 39,i%rdn polimérficas (9
marcadores) y la combinacion 5 (M — CAC/E — AG@ d6 bandas totales y un

75% de polimorfismo (12 marcadores).



35

Tomando en conjunto los 7 pares de primers utiigaen el estudio se
obtuvieron un total de 195 bandas, de las cuale468% (90 bandas) fueron

polimorficas.

8.4. Analisis de Agrupamiento

Para el analisis de agrupamiento se generd primattoices de similitud
utilizando el coeficiente de asociaciéon de Jacaaod la ayuda del programa
informatico NTSYS 2.11. Posteriormente, a estasrioest se las representd
graficamente utilizando el mismo programa inforg@tton la opcidn “Clustering”
y SAHN Yy el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Groiethod with Arithmetic
mean)como se describe en la metodologia. Se gener6 mtodema para cada

combinacién de primers.

Con la combinacién de primers 4 (M — CAG/E — AA@)mudo evidenciar 5
agrupamientos entre los individuos estudiados (gigl). No se encontré ningun
patron de asociacion entre los individuos por darate fruto en los grupos 1, 2,4y
5, mientras que en el grupo 3 se encontraron agogpa segregantes del cruse
uniloba x S. betaceunvar. amarillo. Cabe resaltar que casi la totalidied la
poblacion descendiente de los crucesSdanilobax S. betaceurmar. amarillo yS.
unilobax S. betaceuraar. roja se encuentran dispersos entre el espaugjwado por
los parentales excepto el segregante R5, el csalepon coeficiente de similitud de
0,79 conS. uniloba0,92 conS. betaceurmar. amarilla y 0,88 coB. betaceunvar.

roja.
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En cuanto a la combinacion de primers S1 (M — CAA/EAG), se obtuvo
un dendograma en el que se muest®a laetaceuraar. amarilla yS. betaceunvar.
roja muy proximos el uno del otro con un coeficgedé similitud de 1, lo que indica
en este caso que ambos parentales son casi igbajes 8). Por otro lado también
se puede evidenciar q& unilobase encuentra separada de los segregantes tanto
como de los otros parentales, mostrando un 18%istandia en relacion a los
parentalesS. betaceunvar. amarilla y var. roja. Otro dato interesansegee el
individuo A5, proveniente del crucB. unilobax S. betaceunvar. amarilla, se
encuentra aislado del resto de las muestras, comeéitiente de similitud mas bajo
respecto a sus parentales en comparacion con toésdeegregantes (0,66 c8n
uniloba, 0,6 con S. betaceumvar. amarilla, 0,6 conS. betaceunvar. roja).
Adicionalmente se puede ver la formacion de 6 gsugistintos aunque sin ningun
patron de agrupamiento segun el color de fruto.alfiente, es importante
mencionar que esta combinacion de primers parepéfimar regiones del genoma
comunes para todas las muestras ya que la mayedarnpa una similitud de 100%

entre ellas.

En el caso de la combinacion de primers S7 (M — EBAAACT), se puede
ver la formacidén de 5 grupos diferentes, dentrdodecuales se ve un patron de
asociacion pero no el esperado, ya que existe @a canjunto, segregantes del
tomate de arbol amarillo y rojo (Figura 9). Sin emgo, se puede notar la tendencia,
especialmente en los grupos 3 y 4, de asociar aldssendientes del cru&
unilobax S. betaceunvar. amarilla en el grupo 3. unilobax S. betaceurnvar.

roja en el grupo 4. Adicionalmente, es importanédatar que los parentales
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(variedad de tomate de arbol amarillo y rojo, asha@S. uniloba)se encuentran
dispersos a lo largo del dendograma, lo que cantrael precepto de que los
segregantes deben encontrarse contenidos dentos grmrentales en este tipo de
representaciones gréficas, tal como se evidencié eombinacion de primers 4 (M

— CAGIE — AAC).

En cuanto al dendograma obtenido por la combinad&mprimers 5 (M —
CAC/E — AGC) se puede ver la formacién de 6 grugiderentes (Figura 10).
Nuevamente, no fue posible establecer un patroa phragrupamiento de los
segregantes ya que dentro de éstos se puede emdanto individuos procedentes
de cruces d&. unilobax S. betaceumar. amarilla yS. unilobax S. betaceurwar.
roja. Adicionalmente se puede evidenciar que etrgatS. unilobase encuentra
aislado de todas las agrupaciones, mostrando dicieoge de similitud de 0,73 con
S. betaceumar. amarilla y 0,75 cof®. betaceurwar. roja. Es importante recalcar
gue con esta combinacion de primers se obtuvo &f &® polimorfismo entre las

muestras.

En el dendograma obtenido por la combinacion degm 6 (M — CAC/E —
AGG), se puede observar la formacion de 5 grupaguf& 11). En éstos no se
encuentra un patron de asociacién que agrupe & todosegregantes segun su
cruce, a excepcion del grupo 2 donde la mayoribbslsegregantes de tomate de
arbol rojo se encuentran agrupados. Los grupos43muestran una tendencia a
agrupar los segregantes de tomate amarillo, autagmieién se puede encontrar la
presencia de un individuo proveniente del cruc&denilobax S. betaceurnvar.

roja. (R2) y el parent&. betaceunaar. roja.
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Es interesante resaltar que este dendograma esimigr al obtenido de la
combinacién de primers S7 (M — CAA/E — ACT). Larf@cion de grupos en
ambos casos es muy parecida, salvo por pequeiiegoextes. Es asi que se puede
encontrar al grupo 5 del dendograma de la comhinasé primers 6 (M — CAC/E —
AGG) idéntico al grupo 2 del dendograma de la comntivn de primers S7 (M —
CAA/E — ACT). El grupo 2 del dendograma derivaddaleombinacion de primers
6 (M — CAC/E — AGG) es muy parecido al grupo 4 dehdograma de la
combinacién de primers S7 (M — CAA/E — ACT) exceptw 2 muestras. De igual
manera, el grupo 3 del dendograma de la combinat@dorimers 6 (M — CAC/E —
AGG) es muy parecido al grupo 3 del dendograma @eiinbinacién de primers S7

(M — CAA/E — ACT) salvo por 3 muestras.

Finalmente, se tiene a los dendogramas derivaddasdeombinaciones de
primers 1 (M — CTC/E — AAG) (Figura 12) y 3 (M -AC/E — ACA) (Figura 13),
los cuales resultaron ser poco Utiles para la trgason ya que en éstos no se pudo
analizar todas las muestras debido a la baja @éalde su patron de bandas en el
gel. Sin embargo, en ambos se encuentra a lostpke®Ef. betaceurmar. amarilla
y roja asociados con un coeficiente de similitudldéo que quiere decir que son
casi idénticos. Por otro lado, el dendograma dmfabinacion de primers 1 (M —
CTC/E — AAG) muestra nuevamente al segregante Ay unilobaaislados del

resto de muestras.
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8.5. Andlisis de Bootstrap

Con el fin de avalar los resultados obtenidos endiendogramas descritos
anteriormente, se realizé un analisis de Bootstrap la ayuda del programa

informéatico Winboot.

Con la combinacion de primers 4 (M — CAG/E — AA€)abtuvo valores del
bootstrap que varian desde 95,0% hasta un 9,0%rtkza en la formacion de los
grupos (Figura 14). Un dato obtenido de este dad&istadistico que vale la pena
recalcar es el de la agrupacion de los parentale®hate de arbol amarillo y rojo,
el cual muestra uno de los valores mas altos coitkegyen este ensayo con un

67%.

En cuanto a la combinacion de primers S1 (M — CAA/BAG), se puede
ver que los valores del bootstrap varian desde 10@8ta 36% de confianza en la
formacion de los grupos (Figura 15). Ademas, maegtre la agrupacion entf&
betaceunvar. amarilla yS. betaceumar. roja tiene un 100% de confianza al igual
que la agrupacién entre 2 de los segregantes ohateéode arbol amarillo (A19 y

A4).

En el caso de la combinacion de primers S7 (M — EAA ACT), los
valores del andlisis bootstrap varian entre 79,388,8% de certeza en la formacion
de las agrupaciones (Figura 16). Es importanteltaesgue en este caso se
encuentran algunas variaciones en el esquema ad®hgtomerados obtenidos con
el programa informatico Winboot en comparacion dom generados por el

programa informatico NTSYSpc 2.11 con la misma cdoatién de primers. El
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caso mas evidente es aquel donde se encuentrdanrdead0,8% de certeza en la
agrupacion de los parental8s betaceunvar. amarilla corS. betaceurnvar. roja;

mientras que en el dendograma no se encuentrartglocnerado (Figura 9).

Con la combinacién de primers 5 (M — CAC/E — AGE)siede ver que los
valores del bootstrap varian desde 73,0% hasta érb% certeza de la formacion
de los grupos. Sin embargo, las distribuciones césles de los agrupamientos
varian en comparacion con aquellas obtenidas caoleredograma realizado de la

misma combinacion de primers (Figura 17).

En cuanto al analisis llevado a cabo con la conupdmade primers 6 (M —
CAC/E — AGG), se puede ver que los valores delisindbootstrap varian entre
66,3% y 4,3% (Figura 18). Es importante mencionae én este caso, las
agrupaciones y ramificaciones que se obtuvieroniangsl esta técnica son
ligeramente diferentes a los obtenidos en los dgnadaoas generados por el

programa NTSYSpc 2.11.

En cuanto a los valores de bootstrap de la comidinate primers 1 (M —
CTC/E — AAG), varian desde el 99,5% hasta 24,3%u(g 19). Es importante
mencionar que en este analisis no se incluyeraasttad muestras, ya que como se
menciond anteriormente el patrén de bandas de adgumuestras en el gel de
poliacrilamida no fue claro. Sin embargo, el vattas alto obtenido corresponde a
la agrupacion de los parental®s betaceunvar. amarilla yS. betaceunvar. roja

(99,5%).
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Finalmente en la combinacion de primers 3 (M — GAE/ACA), tampoco
se encuentran analizadas todas las muestras. Nentsdos valores de bootstrap
oscilan entre el 100% hasta 41% de certeza ennstitecion de los grupos. Es
importante notar que el valor maximo obtenido, t@mbcorresponde a la
agrupacion de los parental8s betaceurwar. amarilla yS. betaceurwar. roja con

un 100% (Figura 20).

8.6. Analisis de Componentes Principales (PCA)

El grafico del andlisis de componentes principglasa la combinacion de
primers 4 (M — CAG/E — AAC), evidencia 7 agrupa@sry un individuo aislado
(R2). No se encuentra un patrén claro de conglori@raya que segregantes del
tomate de arbol amarillo, tanto como del rojo, seuentran mezclados en todos los
grupos excepto en el grupo 2 donde se puede eace@n individuos procedentes

del cruce entr&. unilobax S. betaceumar. roja (Figura 21).

En cuanto a la combinacién de primers S1 (M — CAA/EAG), el analisis
de PCA muestra 7 agrupaciones (Figura 22), lasesua¥idencian un patron de
asociacion en relacion al color del fruto, excegtoun solo grupo (grupo 3) donde
existen muestras de segregantes amarillos y rogzlados. Adicionalmente cabe
resaltar que dentro de estas agrupaciones se érsouéss parentaleS. betaceum
var. roja yS. betaceunaar. amarilla, tal y como se evidencio en el demdog, que
en si es muy similar a la representacion graficaste analisis. Por otro lado es

importante sefialar que el pareraluniloba,asi como el segregante A5 y R2, se
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encuentran aislados de las deméas muestras, talmo @® pudo ver en el

dendograma.

En el caso de la combinacion de primers S7 (M — (BAA ACT), el PCA
muestra 5 agrupaciones, las cuales no presentantamtkencia especifica de
agrupamiento, ya que dentro de éstos se puedentesrcmdividuos descendientes
de los cruces$. unilobax S. betaceumar. amarilla yS. unilobax S. betaceurwar.
roja, excepto en el grupo 4 donde se encuentragrzgantes del cru& unilobax
S. betaceurwar. amarilla (Figura 23). Por otro lado es impoté sefalar que tanto
S. unilobacomo R12 y A4 se encuentran aisladas de todoagngpamientos tal
como se encontraba en el dendograma, a excepcida meestra A4, la cual si

formaba parte del grupo 2.

El grafico del PCA para la combinacion de primef$/5- CAC/E — AGC),
indica 8 grupos diferentes (Figura 24). Los grugps, 4, 6, 7, y 8 muestran un
patron de conglomeracién pues lo hacen segun et del fruto. El grupo 1 y 8
coinciden con el grupo 6 y 1 del dendograma res@suente. Sin embargo cabe
resaltar que el conglomerado 5 de la representayprifiica del PCA muestra &
uniloba asociada al segregante A2, la cual no existe efeeflograma y donde
ademas se muestra a dicho parental aislado, capefitiente de similitud de 0,69

respecto al segregante A2.

En la representacion grafica del PCA obtenida dmmabinacion de primers
6 (M — CAC/E — AGG), se puede observar la formacdért grupos (Figura 25), los

cuales siguen un patrén de conglomeracion segaol@ del fruto salvo pequefas
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excepciones. En el grupo 1 se encuentran agrupgadegregantes del tomate de
arbol amarillo con el parental rojo, que a su veinade con la agrupacion 1 del
dendograma correspondiente. Por otro lado, en epogr3 se encuentran 4
segregantes amarillos junto al parer8albetaceunvar. amarillo y un segregante
rojo, el cual coincide con el grupo 3 del dendograrceptuando la presencia del
hibrido R10. No obstante, en el grupo 4 se encaeragrupados casi todos los
descendientes del cru€e unilobax S. betaceurwar. roja a excepciéon de R2 y R8
gue reemplazan a R12 y R15 de dendograma. Finanesnimportante mencionar
que en esta representacion gréfica el pareBtalniloba,R12, R15 y A5 se

encuentran aislados del resto de individuos conftabé visto con anterioridad en

algunos dendogramas y representaciones graficdkel

En dltimo lugar se encuentran los PCAs de la coadim de primers 1 (M
— CTC/E — AAG)y 3 (M — CAC/E — ACA) (Figuras 26 y 27 respectivane, los
cuales no incluyen la totalidad de las muestrasdesias. No obstante, en ambos
andlisis se puede observar dhieunilobase encuentra aislada del resto de muestras
al igual que los segregantes A5, R12 y A27, tal @@® habia visto en algunos
PCAs y dendogramas ya descritos anteriormentelnk@mae, en estos 2 Ultimos
graficos se puede evidenciar que tampoco es posstigblecer un patron de

agrupamiento entre los segregantes y parentalés segcolor de fruto.
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9. Discusion

9.1. Extraccion de ADN

El primer paso para un fingerprinting exitoso méhdo la técnica AFLP es
la extracciéon de ADN. La calidad y pureza de estanblécula es crucial para la
restriccion y la ligacion de adaptadores. Si el A&vtiene impurezas, la accién de
las endonucleasas puede ser incompleta, generahfliogerprints parciales, con un
patrén de bandas diferentes a aquellos de cuandacgeuna digestion completa
(Manual de instrucciones Kit AFLP, 2003; Vos et dl995), y por lo tanto no

representan la real estructura genética del ADN aiadlisis.

En la presente investigacion se pudo evidenciarlgwcalidad y pureza del
ADN fueron adecuadas para la realizacion de laidécde AFLP, puesto que se
obtuvieron patrones de bandas comparables y deculiés pesos aun sin haber

utilizado meétodos de purificacion.

9.2. Evaluaciéon de la Técnica AFLP

La eleccion de este tipo de marcadores molecufses el presente estudio
se hizo basado en la capacidad de éstos para @llggnoma del organismo a
estudiar, y su robustez para la formacion de egtengatrones de bandas
(Grattapaglia D., 2000), lo que se evidencio ea gstestigacion, obteniéndose 195
bandas, 90 de las cuales fueron polimérficas. Esfioseros se asemejan mucho a
los obtenidos en otros estudios de diversidadzatilo marcadores moleculares

AFLP, como es el caso de la investigacion llevadal@o en Uruguay donde se
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utilizaron muestras de 26 accesiones de plantaarrde y 10 combinaciones de
primers, los cuales produjeron 130 bandas de lales1 eran polimorficas para el

arroz maleza (Federici M., 2001).

9.3. Diversidad Genética

En el presente trabajo se pudo encontrar un pramed 46% de
polimorfismo con todas las combinaciones de prinuitzas. Con los valores de
similitud obtenidos mediante el coeficiente de datse muestra que la diversidad
genética entre los individuos analizados es bastauucida. De manera general,
algunos de los segregantes estudiados y dos deyasestales muestran una
similitud de hasta un 100%, con excepcionSdeuniloba,la cual se encuentra mas
alejada del resto por ser miembro de una espesimtdi con valores desde 41 %

hasta 95% de similitud con las demas muestras.

Mediante los dendogramas no fue posible encontmraagrupamiento que
permitiera diferenciar de manera sobresalients adgregantes por el cruce del que
provenian. No obstante, se pudo evidenciar gruppdos que predominaban
individuos provenientes de un cruce o del otroe fsitron se pudo observar en el
caso de las combinaciones de primers S1 (M — CAAAAG), 6 (M — CAC/E —
AGG) y S7 (M — CAA/E — ACT). Este hecho puede fuméatarse en que el tomate
de arbol amarillo y rojo casi no muestran diferaa@ntre si, . unilobaes comun
para los dos cruces, lo que no permite una distinalara entre individuos
provenientes de los cruces erffreunilobax S. betaceumnar amarilla ¥S. unilobax

S. betaceumar roja con los marcadores utilizados en el aisalis
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Como se mencion6 anteriormente, mediante el ceefieide Jaccard se
obtuvieron valores de similitud genética en8e betaceunvar. amarilla yS.
betaceumvar. roja de 100% con la combinacion de primers(i81- CAA/E —
AAG), 1 (M — CTC/IE — AAG) y 3 (M — CAC/E — ACA). Colas demas
combinaciones de primers se llegé a obtener valdeesimilitud entre 56% hasta

96%, lo cual indica que hay poca diversidad entitbas parentales.

Los valores de similitud obtenidos en esta invesiign concuerdan con los
obtenidos en estudios de diversidad genética esfliz previamente en tomate de
arbol utilizando AFLPs (Ordofiez, 2007), SSRs (Tagiaal., 2006: citado por
Pefiafiel, 2007; Pefnafiel, 2007) y RAPDS (Chalamprie®005), en los cuales la
conclusion fue que la variabilidad genéticaSnbetaceunen el Ecuador es muy
reducida. Tapia et al. (2006) utilizaron un sepdeers SSR de papa para evaluar
accesiones de tomate de arbol, y determinaronajdéesérsidad genética entre las

accesiones estudiadas era minima (Tapia et ab; 2i@do por Pefafiel, 2007).

Por otro lado Ordofiez (2007) analizé la diversidgehética entre 24
accesiones de tomate de arbol, y mediante marcadwkeculares AFLP encontro
que la similitud genética entre las muestras estahge alta, lo que impide una

diferenciacion clara entre las variedades de toamt&bol.

Adicionalmente, Pefafiel (2007) con la utilizacida SSRs, concluyd que
no fue posible la diferenciacion de las muestradizadas ni por lugar de origen, ni

por variedad.
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Finalmente, Chalampuente (2005) en su estudio dacteasizacion de la
coleccion de tomate de arbol del banco de germalagel INIAP del Ecuador,
concluyé que la caracterizacion molecular empleangaycadores moleculares
RAPDs arroj6 valores de similitud en un rango de€%68@ 100%. En su
representacion gréfica de las relaciones genétoa®e las muestras estudiadas
tampoco se muestra un agrupamiento definido, yaequen mismo conglomerado
se pueden encontrar accesiones que son diferemtdsldgicamente, por lo que
para caracterizar el material del germoplasma dgbzambn -caracteristicas

morfoldgicas.

El presente trabajo junto a los antes nombradosandndiscutiblemente
qgue hay una estrecha relacion genética entre mesmt® las variedades de tomate
de arbol existentes en el pais, y que los polimmdis encontrados no son

suficientes para agruparlos segun su variedad.

Esta baja diversidad encontrada en el tomate d# pdede explicarse por
las practicas de domesticacion de las plantas.aBe Isoy en dia que una de las
causas mas comunes de erosidn genética en plamtdebe al uso de pocas
variedades, y en algunos casos solo de una, quetnauearacteristicas benéficas o
deseables para su consumo. De esta manera, siesptopagan lineas vegetales con
dichas caracteristicas por largos periodos de tes®tiene como consecuencia el
estrechamiento del acervo genético de la pobla@day A., 1996). Sin embargo,
no se sabe con seguridad donde se comenzo a celtivanate de arbol ni cuando.
Segun Heiser (1969) y Cardenas (1969) (citadoBpbs, 1989), los nombres mas

comunes utilizados para identificar & betaceumse derivan del espafol o
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portugués, en vez de los idiomas nativos, por b @gte puede ser un indicador de

su reciente domesticacion.

Otra razon por la que se evidencia una diversidawktica baja ers.
betaceunpuede ser por el comportamiento reproductivo desfgecie. Segun Bohs
(1989) y Albornoz (1989) su polinizacién puedeaaiogamica o alogamica, siendo
la primera una caracteristica que se consideraen@acionada (Bohs, 1989). Si es
que en el momento en el que se comenzd con la doaw@8n deS. betaceungste
comportamiento reproductivo fue priorizado por leanpa para asegurar su
supervivencia y la de su descendencia en los atdtsy el resultado podria ser en
efecto la reduccién de la diversidad genética daitana, ya que los descendientes

de estas autofecundaciones llevarian el mismo rabgenético que su progenitor.

Por otro lado, los dendogramas muestranjuenilobaen la mayoria de los
casos, se encuentra aislada de los demas indivipooas veces forma grupos, y
cuando lo hace, éste también se aleja de los deomasn coeficiente de similitud
que se halla por debajo de los encontrados en dasasl conglomerados. Esta
informacién sugiere que debido a g&e uniloba constituye otra especie, su
distanciamiento genético, en comparacion con iddivs de la espechetaceumes

mayor con valores desde 41 % de similitud.

Es importante en este punto enfatizar §uauniloba,en los cruces coS.
betaceunvar. amarilla yS. betaceunaar. roja aporta con material genético distinto,

lo que a final de cuentas se traduce en diversidadompatibilidad dé&. uniloba
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conS. betaceurmar. amarilla yS. betaceunaar. roja se deberia a que dicha especie

pertenece a la misma familia y género que la esf@dietaceum

9.4. Confiabilidad de los Agrupamientos

Para comprobar si los datos obtenidos de los deanh@g son correctos y Si
se utilizaron suficientes marcadores para el estusk llevé a cabo un analisis

estadistico con el método bootstrap.

En general los datos indicaron que para el estglimecesita un nimero mas
alto de marcadores, puesto que los valores dettmwtso se mostraron muy altos
en todas las combinaciones de primers. Algo que legbena recalcar es que en las
combinaciones de primers S1 (M — CAA/E — AAG), 1{MCTC/E — AAG)y 3 (M
— CAC/E — ACA) los valores de bootstrap para agmipato entre el parent&.
betaceunvar. roja yS. betaceunvar. amarilla fueron de 99,5% y 100%, lo que
corrobora los datos de los dendogramas y aseguaraieeo modo, que las dos
variedades son extremadamente similares. Adiciceraten con la utilizacién de
este método estadistico se obtuvieron agrupacidiséstas a las mostradas por el
método UPGMA en las combinaciones de primers S+ @RA/E — ACT), 6 (M —
CAC/E - AGG) y5 (M - CAC/E — AGC), lo que confiamia la falta de robustez
de los agrupamientos en cuestion, lo que se solaide con un mayor numero de

marcadores o incrementando la poblacién a angh¥arburtun M et al., 2002).
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9.5 Analisis de dispersion

De acuerdo al andlisis PCA se puede observar quegesreral las
agrupaciones se dan indistintamente entre indigdesultantes de los cruces de
tomate de arbol rojo y amarillo 8. uniloba lo que nuevamente corrobora los
resultados de los dendogramas. La poca variabilgéstente entré&s. betaceum
var. roja yS. betaceuraar. amarilla hace dificil diferenciar a los seguetgs por su
cruce de origen con los marcadores AFLP. Sin enabagey) analisis de PCA
correspondiente a la combinacion de primers 5 (MAC/E — AGC), permite
separar a los segregantes segun el color de sucfsatexcepcion de los grupos 1y
2 en los que se encuentra un miembro diferente saglee predominan el
conglomerado. Nuevamente, como se habia eviden@ados dendogramas, en
casi la totalidad de las representaciones grafiedes PCAS. unilobase encuentra
aislada del resto de muestras, lo que demuestravemanas el distanciamiento
genético que tiene ésta especie frerfie laetaceunglcanzando valores de hasta 59

% de distancia

9.6. Analisis de segregantes

De los dendogramas obtenidos, aquel provenientéa d®mbinacion de
primers 4 (M — CAG/E — AAC) fue el Unico en mostuer patrén de agrupamiento
en el que los segregantes, excepto uno, se enanamntenidos dentro del espacio
conformado por los dos parentales. Dicho resulegipropio de una segregacion
mendeliana, lastimosamente esta distribucidn noefugontrada en ningun otro

dendograma obtenido en la presente investigaciabe Cesaltar que a pesar de que
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esta representacion grafica agrupa a los segregantee el espacio generado por
los parentales, no lo hace segun el color de sio,freriginando asi grupos y
subgrupos representados tanto por segregantesuwtel & unilobax tomate de

arbol amarillo como el rojo.

Por otro lado vale la pena resaltar que el paréhtainilobase encuentra
siempre formando los grupos mas externos de lododgamas, lo que puede dar a
entender que en efecto podria formar parte de enlogiparentales de los cruces
analizados. Sin embargo, al analizar los gelesnatide con las combinaciones de
todos los primers, se evidencié que existieronregibandas, en promedio una por
gel, que estuvieron presentes en los segregamesdoyestuvieron en sus parentales
(Figura 28), lo que sugeriria que los cruces docad®s no corresponden a las

muestras estudiadas al no seguir las leyes dedadia propuestos por Mendel.

Teniendo en cuenta este analisis, los resultagléesddendogramas donde se
muestran agrupaciones con los segregantes y lagesigg parentales mezclados,
corroboran la idea mencionada anteriormente, ddasueruces pudieron estar mal
registrados. Adicionalmente, se debe sefalar qaerazon por la cual se pudieron
haber obtenido estos resultados, es por la ledeirgel de poliacrilamida al 6%
resultante de la electroforesis de los productossl@amplificaciones selectivas, ya
que el método de tincion, en algunos casos, noip@mam buen contraste entre el
patréon de bandas producido y el fondo, razén pou# se pudieron dar errores en

las lecturas.
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9.7. Herencia de la caracteristica de resistenciaa

antracnosis

Mediante comunicaciones personales con investigadalel INIAP —
Tumbaco se conocié que la plaBaunilobaera portadora de la caracteristica de
resistencia a la antracnosis. Las muestras utdizaen este estudio son los
segregantes del cruce de ésta con variedades daleemte tomate de arbol rojo y
amarillo y se esperaba que uno o mas de éstosraalhieredado la caracteristica de
interés. Sin embargo, durante el desarrollo deieststigacion no se encontré un
patréon de bandas que asocie a las plantas querdlaadp en fase de laboratorio su
resistencia a dicha enfermedad. Unas de las razgaga explicar este
acontecimiento puede ser el haber cometido un gwotuntario en el rotulado de
las plantas, o el no haber identificado con claridalos parentales y a sus
respectivos segregantes en el estudio, o que losadwes utilizados no alcanzaron

la region del genoma asociada con la resistencia.

10. Conclusiones

La presente investigacion permite concluir quedaabilidad genética entre
plantas de tomate de arbol amarillo y rojo en elid8or es extremadamente
reducida, mostrando valores de similitud muy cessaal 100%, lo que causa

problemas al tratar de identificar correctamergasarespectivos segregantes.
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Algunos patrones de bandas pertenecientes a losgsedes no aparecieron
en los parentales, haciendo presumir que las pohkx estudiadas, o al menos
ciertos individuos, no corresponden con la inforid@agrovista por el INIAP sobre
el registro de cruces. Otro factor que pudo infenreste sentido es la calidad de
bandas en el gel, ya que en ciertos casos el mémtiacion no ayudo a distinguir

satisfactoriamente las bandas con el fondo del@elye dificultaba su lectura.

Debido a las razones antes nombradas, y a quefdamaxcion de los
segregantes resistentes a la antracnosis prowstalpINIAP, no concordd con
ningun patron de bandas obtenido en este estadnpdco fue posible determinar si

alguno de los individuos adquirio dicha caracterdstlel parentab. uniloba

11. Recomendaciones

Se recomienda como primer paso asegurarse de gaédad de ADN y su
concentracion sea la éptima antes de llevar a talécnica de AFLPs, ya que
como se discuti6 con anterioridad, este paso é¢igccgara la obtencién de un

fingerprint de calidad.

El método de tincion utilizado (Benbouza et al.0@0deberia mejorarse,
especialmente para aumentar el contraste existatie las bandas y el fondo, para

de esta manera facilitar y evitar errores en lautacdel gel.
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Para asegurar que el ADN utilizado en este tiparmfdisis sea puro y de
calidad, se sugiere utilizar kits comerciales parpurificacion de esta biomolécula

después del proceso de extraccion.

En cuanto al programa de fitomejoramiento del wojtise recomienda
utilizar individuos de los que se conozca su prene@ con toda seguridad para
poder llevar a cabo analisis de identificacion deaadores moleculares ligados a

una caracteristica de interés.

Finalmente, se sugiere para posteriores estudiativéesidad genética, la
utilizacion de varios marcadores moleculares paggrar la confiabilidad de los
resultados, especialmente si se quiere clasifiearcontrar diferencias genéticas en

individuos de diferentes variedadesSlIébetaceum.
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13. Tablas

Tabla 1. Muestras de segregantes de los crucgsuniloba x S.
betaceum var. amarilla y roja recolectadas de la granja
experimental INIAP - Tumbaco.

Coadificacion | Nombre Original Cruce

A Uni R12 Parental§. uniloba)

B Tomate Amarillo | Parentdb. betaceum)

C Tomate Rojo Parentab ( betaceum)

1 A5 S. betaceuf@marillo) X S. uniloba
2 R12 S. betaceuRojo) X S. uniloba

3 Al19 S. betaceuf@marillo) X S. uniloba
4 A4 S. betaceuf@marillo) X S. uniloba
5 A27 S. betaceuf@marillo) X S. uniloba
6 R9 S. betaceuRojo) X S. uniloba

7 All S. betaceuf@marillo) X S. uniloba
8 R5 S. betaceuRojo) X S. uniloba

9 R2 S. betaceu®ojo) X S. uniloba

10 R15 S. betaceuRojo) X S. uniloba

11 A2 S. betaceuf@marillo) X S. uniloba
12 A7 S. betaceuf@marillo) X S. uniloba
13 Al3 S. betaceuf@marillo) X S. uniloba
14 Al7 S. betaceuf@marillo) X S. uniloba
15 A20 S. betaceuf@marillo) X S. uniloba
16 R1 S. betaceuRojo) X S. uniloba

17 R6 S. betaceu®o0jo) X S. uniloba

18 R7 S. betaceuRojo) X S. uniloba

19 R8 S. betaceu®ojo) X S. uniloba

20 R10 S. betaceuRojo) X S. uniloba
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Tabla 2. Matriz de datos binarios obtenidos con laombinaciéon de

primers 4 (M — CAG/E — AAC).

Segregantes

Parentales

Banda|A |B [C [1|2]|3|4]|5|6|7|8]|9/10|11]12]|13[{14{15|16]17]|18]19(20

1,1 0 Oj1j1/1{2}1)1|2}2y1, 1,11, 0, 0] 111011

21 1) 111141912 1) 1) 11111111171

311 1] 1)1 1jj1j2§1y2; 1, 1) 1) 1111171} 1}1

4, 1 0] 0/1}1/1}1/21|1/1|0/0]{ O] O/ O O] O] O] 211 0]1

6/ 1] 1| 1/1|1}1f1})1|1/1y1}2} 1} 1} 1} 1, 1} 1] 1] 1] 1] 11

7)1 1) 11111191 1) 1) 11111111171

g, 1] 1| 1/1|1}1f1)1|1/1y1}2} 1} 1} 1} 1,1} 1|1} 1] 1] 11

9 1] 1] 11|11 j2241y1j2) 1 1) 171,111 11]1]1

100 1) 1| 1)1)1)1)1|2j1y1j2j2) 1y 1) 1117171, 1;1]1]1

1) 1) 1) 1)13)11)1241y1j2}2; 1y 1} 1 111171, 1;1;1]1

14| 1] 0| O2)1|2/1}141{2/0|0f O] 1| 1] 2] 1,111,000

15 1 1| 1)1}1)1)1|241y1}2}2} 1y 1} 1} 1} 11,1 1;/1} 11

16 1] 1| 1|1j1|2j1|241{241j2; 1}, 1) 1 1} 11,1, 1]1/1 1

17/ 1) 1| 1)1}1/1/1|1}141}2}2} 1) 1} 1| 1} 1] 1} 1}, 1] 1] 1] 1

18] 1] 1| 1)1)1)1)1|2}1y1j2j2) 1 1} 1117171, 1;1]1]1

200 1) 1] 11111y 2111711717171 1711

21 1) 1] o141y 2 11, 1,11, 1;,1,11]1

22 1) 1] 1114110112331 1 11,111,171, 1;1]1

23] 1) 0] OJ1|141j2)2j2y2j042{ 2y 21,111, 1/1/11]1

26 1) 1] 111411011y 1{ 1) 11, 1,11, 11,1 1]1

27/ 1) 0] 0/1/1|0j2y1)2|2j041} 1y 1,11, 11,111 11

29 1) 1] 1101y 1) 111111171, 1)1

300 O 1] 1j1j1)1j2)2|2)2j2y1j 0j 21,111 1/1/11]1

31, 0/ 1] 1/1}141|1/1|1/21j0/0{ O] 2j 1) 1] 1|1 1/1/ 0 1|1

32 1] 1] 1111y 1111711117171 1711

33, 1 0] 0/1|1/1|1/0|0/0|0/0| O] O] O) O] O] O] O O] O] O] 1

35/ 1) 1] 111411011y 1{ 1) 11, 1,11, 1;,1,11]1

36/ 1] 1] 1j1/1]2j3y1)1j242y1) 1) 1,111,111 1 11

37 1] 1] 1j1)1)jy1)1j242y1) 1) 1,111,111, 111

39 1) 1] 1114110213y 1) 11,111, 171,11 1]1

40| 0/ 0] O|2j1/0f2|1/1|2|0f1) 1) 2/ 12] 121100011
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Tabla 3. Combinaciones de primers selectivos utibdos para
caracterizacion de segregantes de tomate de arbol gatos de

polimorfismo.
Cddigo Primers No. de No. de Porcentaje de
selectivos bandas bandas polimorfismo
producidas | polimorficas
1 M-CTC/E-AAG 26 8 30,8%
3 M-CAC/E-ACA 32 20 62,5%
4 M-CAG/E-AAC 31 10 32,3%
5 M-CAC/E-AGC 16 12 75%
6 M-CAC/E-AGG 26 12 46,2%
S1 M-CAA/E-AAG 41 19 46,3%
S7 M-CAA/E-ACT 23 9 39,1%
14. Figuras

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% d&DN extraido de muestras
de los segregantes de tomate de arbol y sus pardeta

Las letras A B y C corresponden a los parentaléntras que los nimeros del 1 al
20 corresponden a la codificacion del laboratodoaplos segregantes, segun se
muestra en la Tabla 1.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%e ADN de segregantes
tomate de arbol restringido con EcoRI/Msel.

El ADN forma un barrido en el gel, lo que indicaaugran concentracion de ADN
fragmentado de diferentes tamafios. Los niumeroesmwnden a la codificacion de
las muestras detallada en la Tabla 1.

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% deDN restringido y ligado a
adaptadores.

Se observa un barrido de ADN de las muestras, doirgica una gran cantidad de
ADN fragmentado y posiblemente ligado con los aadgtes. Los numeros y las
letras corresponden a la codificacion de las magsn la Tabla 1.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% d&DN amplificado
preselectivamente.

El bandeado tenue muestra el producto de amplificate los fragmentos de ADN
que fueron reconocidos por los cebadores con eledticio adicionado en su

extremo 3". Los numeros corresponden a la codificade las muestras detalladas
en la Tabla 1.
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Figura 5. Electroforesis en gel de acrilamida 6% déADN de segregantes de
tomate de arbol amplificado con la combinacién dermers 5 (M — CAC/E —
AGC)

Las letras A, B y C corresponden a los parentaléntras que los numeros del 1 al
20 corresponden a los individuos segregantes derlases deS. betaceunvar.
amarilla y roja XS. unilobatal como se detalla en la Tabla 1
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Figura 6. Electroforesis en gel de acrilamida al 6%para seleccién de primers
Se observa el producto de amplificacion usando difibmnaciones de primers y
ADN de los 3 parentales analizados: Uni R12 (A),akilto (B) y Rojo (C). Sdlo las
6 primeras combinaciones de primers: 1(M-CTC/E-AA&M-CAT/E-ACA), 3
(M-CAC/E-ACA), 4 (M-CAG/E-AAC), 5 (M-CAC/E-AGC), 6M-CAC/E-AGG),
generan producto amplificado.
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Figura 7. Dendograma generado con la combinaciéon geimers 4 (M — CAG/E
— AAC), por NTSYS pc 2.11, UPGMA, usando el coefiente de Jaccard

Se observa 5 agrupaciones. No se encuentra niregidnple asociacion entre los
individuos por su cruce en los grupos 1, 2, 4, 5o si en el grupo 3. Casi la
totalidad de los segregantes se encuentran conteardel espacio dispuesto entre
los parentales excepto R5.
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Figura 8. Dendograma generado con la combinacion dprimers S1 (M —
CAA/E — AAG), y usando el programa NTSYS pc 2.11, BGMA, con el
coeficiente de Jaccard

Se observa a parentales S. betaceum var. ama8lldgtaceum var. roja muy
proximos el uno del otro con un coeficiente de kind de 1. S. uniloba se
encuentra separado de los otros parentales yrelgsede A5 se encuentra aislado
del resto de las muestras.
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Figura 9. Dendograma generado con la combinacion dprimers S7 (M —
CAA/E — ACT), y usando el programa NTSYS pc 2.11, BGMA, con el
coeficiente de Jaccard.

Se observa la formacién de 5 grupos. No se puedtgrar un patrén de asociamiento
dentro de éstos aungue hay una tendencia en Ipegyuy 4 de asociar a los descendientes
del cruce S. uniloba x S. betaceum var. amariffa yniloba x S. betaceum var. roja,
respectivamente.
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Figura 10. Dendograma generado con la combinaciénedprimers 5 (M —
CAC/E — AGC), y usando el programa NTSYS pc 2.11, RGMA, con el
coeficiente de Jaccard.

Se observa la formacion de 6 grupos, no fue posisilablecer un patréon para la
distribucion de los segregantes en éstas asocexcidado que dentro de éstos se
puede encontrar individuos procedentes de crucés deiloba x S. betaceum var.
amarilla y S. uniloba x S. betaceum var. roja.
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Figura 11. Dendograma generado con la combinacioredrimers 6 (M —

CAC/E — AGG), y usando el programa NTSYS pc 2.11,RGMA, con el
coeficiente de Jaccard.

Se ve la formacién de 5 grupos, no se encuentgatran de asociacién completo a
excepcion del grupo 2 donde la mayoria de segregat@l tomate de arbol rojo se
encuentran agrupados. Nétese que este dendograntadeomucho con el de la
combinacion de primers S7 (M — CAA/E — ACT).
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Figura 12. Dendograma generado con la combinaciénedprimers 1 (M —
CTC/E — AAG), y usando el programa NTSYS pc 2.11, RGMA, con el
coeficiente de Jaccard.

Se observa que los parentales tomate de arbollebmarojo muestran similitud de
100%, al igual que R7, A2 y A7, R5 y A13 y A20, R1R10. S. unilobase
encuentra aislada del resto de muestras con uitieoé¢ de similitud de 82%.
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Figura 13. Dendograma obtenido de la combinacion darimers 3 (M — CAC/E
— ACA), y usando el programa NTSYS pc 2.11, UPGMAon el coeficiente de
Jaccard.

Se observa &. betaceunvar. amarilla y roja asociados con un coeficiente d
similitud de 1.
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Figura 14. Andlisis de bootstrap para los agrupamigos con la combinacién de

primers 4 (M — CAG/E — AAC)
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Figura 15. Andlisis de bootstrap para los agrupamigos con la combinacién de
primers S1 (M — CAA/E — AAG).
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Figura 17. Andlisis de bootstrap para los agrupamigos con la combinacién de

primers 5 (M — CAC/E — AGC.
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Figura 18. Andlisis de bootstrap para los agrupamigos con la combinacién de
primers 6 (M — CAC/E — AGGQG).

Notese que los grupos formados por este analisesahi de aquellos formados en
los dendogramas
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Figura 19. Andlisis de bootstrap para los agrupamigos con la combinacién de
primers 1 (M — CTC/E — AAG).
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Figura 20. Andlisis de bootstrap para los agrupamigos con la combinacién de
primers 3 (M — CAC/E — ACA).
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Figura 21. Andlisis de PCA de los segregantes candombinacion de primers 4

(M — CAG/E — AAC).

Se observa la formacion de 7 grupos. No se en@antr patrén para las
conglomeraciones ya que los segregantes de losemliés cruces se encuentran

mezclados en todos los grupos excepto en el grupo 2
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Figura 22. Andlisis de PCA de los segregantes candombinacion de primers

S1 (M - CAA/E - AAG).

Se ve la formacion de 7 grupos los cuales muestrapatron de asociacion en
relacion al color del fruto excepto al grupo 3.
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Figura 23. Andlisis de PCA de los segregantes candombinacién de primers

S7 (M — CAA/E — ACT).

Se observa la formacion de 5 grupos los cualesuestran un patrén de asociacion
en relacion al cruce del que provienen exceptceepgrupo 4.S. unilobaR12 y A4
se encuentran aisladas de todos los agrupamietdbscomo se vio en el
dendograma respectivo.
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Figura 24. Andlisis de PCA de los segregantes candombinacion de primers 5
(M — CAC/E - AGC).

Se ve la formacion de 8 grupos diferentes en l&slgs grupos 2, 3, 4,6, 7y 8
muestran un patron de conglomeracion pues lo heegim el color del fruto.
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Figura 25. Andlisis de PCA de los segregantes candombinacién de primers 6

(M — CAC/E — AGGQG).

Se observa la formacion de 4 grupos, los que sigangpatron de conglomeracion
segun su cruce salvo pocas excepcio8esiniloba,R12, R15 y A5 se encuentran
aislados del resto de individuos como ya se halta en algunas representaciones
gréficas del PCA.
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Figura 26. Andlisis de PCA de los segregantes candombinacién de primers 1
(M - CTC/E — AAG).

Se ve queS. unilobase encuentra aislada del resto de muestras al quealos
segregantes A5, R12 y R8. No se muestra un pag@omglomeracion.
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Figura 27. Andlisis de PCA de los segregantes candombinacién de primers 3
(M - CAC/E — ACA).

Se observa qu8. unilobase encuentra aislada del resto de muestras alagedbs
segregantes A4, y A27. No se muestra un patréommeigl@ameracion.
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Figura 28. Gel de poliacrilamida en el que se evideia la ausencia de bandas

en los padres y la presencia de la misma en los ssgantes.

La ausencia de la banda que presentan los segesgamgiere que las plantas
clasificadas como parentales no corresponden cootige de los segregantes. Las
letras y los nimeros del corresponden a los codigtalados en la Tabla 1



