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RESUMEN

El presente trabajo determina el nivel de diversidad genética en varios cultivos de tomate de arbol
(Solanum betaceum) de las provincias de Imbabura, Tungurahua y Pichincha, mediante el uso de
marcadores microsatélites. Conjuntamente, se evalaa el nivel de transferibilidad al tomate de arbol, de
53 pares de primers microsatélites desarrollados originalmente para papa (Solanum tuberosum).
Fueron visitadas un total de 18 plantaciones, en las cuales se colectaron accesiones de 50 individuos
en total, que fueron clasificados de acuerdo a las siguientes variedades: amarillo comun, amarillo
gigante, amarillo bola, morado comiin, morado gigante y morado bola.

El porcentaje de pares de primers que amplificaron con éxito en las muestras de tomate de arbol fue de
28.3 %. En general, los loci amplificados mostraron un patrén monomorfico, constituyendo la
presencia de individuos heterocigotos la tnica forma de polimorfismo. El niimero de primers
polimoérficos fue 4 de 53, lo que representa el 7.5%. El valor PIC para cada par de primers vari6 entre
0.077 y 0.514. En solo 5 de los 11 loci utilizados para el analisis se observaron individuos
heterocigotos. El porcentaje de individuos heterocigotos para estos loci vario entre 4 y 98 %. La
incidencia de alelos nulos en cada locus vario entre un minimo de 0% y un maximo de 38% de los
individuos. El acervo genético de las accesiones analizadas parece ser estrecho y homogéneo. Se
detectaron valores altos de similitud genética entre las accesiones (80 - 100%), usando el coeficiente
de Jaccard. El método de agrupamiento UPGMA demostrd que las accesiones no se asociaban ni por
lugar de origen, ni por variedad.

Estos resultados son congruentes con los obtenidos en estudios anteriores. El bajo porcentaje de
transferencia de primers indica que las secuencias que flanquean a los microsatélites no se han
conservado en el proceso de especiacion de la papa y el tomate de arbol. La reducida diversidad
genética en los cultivos de tomate de arbol podria explicarse por un relativamente reciente proceso de
domesticacion de la especie, y por una conjuncién de factores geograficos/ecologicos, fenoldgicos y

culturales que fomentan la homogenizacion genética entre y dentro de los cultivos.
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ABSTRACT

The present work establishes the genetic diversity of cultivated tamarillo (Solanum betaceum) among
various orchards of Imbabura, Tungurahua and Pichincha using SSR markers. The success of cross-
species amplification in tamarillo of 53 SSR primer pairs originally developed in potato (Solanum
tuberosum) was also evaluated.

A total of 18 orchards were sampled and accessions of 50 individuals were selected for the analysis.
All the accessions were classified as belonging to one of the following varieties: amarillo comun,
amarillo gigante, amarillo bola, morado comun, morado gigante and morado bola.

The percentage of primer pairs that successfully amplified for the tamarillo was 28.3%. As a general
feature, those loci that did amplify showed a monomorphic pattern. The only evidence of
polymorphism appeared as heterozygous individuals. The number of polymorphic primers was 4 out
of 53, which represents 7.5%. The PIC value for each of the primer pairs varied between 0.077 and
0.514. Heterozygous individuals were reported for only 5 of the 11 primers used in the analysis. The
percentage of heterozygous individuals for each of these loci oscillated between 4 and 98 %. The
occurrence of null alleles for each locus varied between a minimum of 0% and a maximum of 38% of
the accessions. The genetic pool of the sample seem to be narrow and homogeneous. By using the
Jaccard coefficient, high values of genetic similarity among the accessions were recorded (80-100%).
The UPGMA clustering method revealed a clustering pattern that did not respond neither to accession
origin, nor to any morphological feature.

The results presented here correspond well with those of previous works. The low percentage of cross-
amplification implies that the flanking regions of the potato are no conserved in the tamarillo. The
reduced genetic diversity found to occur in the cultivated tamarillo could be explained by a relatively
recent domestication process of this species and by a conjunction of geographical/ecological,
phenological and cultural factors that enhance the homogenization within and among cultivated

populations.
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1. INTRODUCCION

1.1. Marcadores moleculares

En los tltimos 30 afios, se ha producido un extenso desarrollo en el campo de los marcadores
moleculares, las herramientas genémicas que permiten analizar desde diversos angulos y para
multiples fines el ADN. Varian ellos desde la forma en que funcionan hasta su poder
informativo y sus aplicaciones. Se define a un marcador molecular como “cualquier diferencia
fenotipica controlada genéticamente y utilizada en el analisis genético” (Nuez y Carrillo
2000).

Antes del advenimiento de los marcadores moleculares, los unicos marcadores disponibles
para estudios de genética y para mejoramiento eran los marcadores morfologicos, que
presentan severas limitaciones en sus posibilidades de aplicacion. Un marcador morfoldgico
es cualquier fenotipo, generalmente de facil identificacion visual, cuya expresion esté ligada a
un gen de interés. El principal limitante de este tipo de marcadores es la dificultad para
identificar su relacion a genes de importancia economica (Ferreira y Gratapaglia 1998).
Ademas, la expresion de los marcadores morfologicos, especialmente en plantas, puede
depender de factores ambientales o fenologicos, y su evaluacion con frecuencia solo es
posible a nivel de todo el organismo y cuando éste llega a estado adulto (Azofeifa-Delgado
2006). Por el contrario, los marcadores moleculares son fenotipicamente neutros, esto es que
las sustituciones alélicas no tienen otros efectos fenotipicos, son insensibles al ambiente, y si
¢éste tiene alguna influencia (proteinas), ésta es de tipo cuantitativo mas no cualitativo (Nuez y
Carrillo 2000); presentan mayor polimorfismo, pueden aplicarse desde muy temprano en el
desarrollo de las plantulas y en cualquier tipo de material vegetal , ademas de que no
dependen de la época del afio en que se realice el analisis y estan libres de efectos epistaticos

(Azofeifa-Delgado 2006, Ferreira y Gratapaglia 1998).
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Los marcadores moleculares pueden ser aplicados en una serie de campos que incluye desde
la conservacion de los recursos genéticos hasta la mejora de variedades de importancia
comercial (Nuez y Carrillo 2000). Han ayudado en la elaboracion de colecciones nucleo ex
situ a partir de poblaciones, identificando genotipos representativos que incluyan alelos
diferenciados para cada poblacion (Lanteri y Barcaccia 2006, Segarra-Moragués et al. 2005).
Estas colecciones nucleo proveen una introduccion para posteriores estudios de diversidad de
las poblaciones in situ y son una fuente potencial para la identificacion de genotipos de interés
para programas de mejoramiento de los cultivos (Lanteri y Barcaccia 2006).

Mas aln, el uso de este tipo de analisis moleculares hace posible la elucidacion de las
dindmicas del flujo génico entre poblaciones y el esclarecimiento de la relaciones
filogenéticas, que a su vez ayuda a resolver preguntas taxondomicas y evolutivas (De Vicente
et al. 2006). Han servido para identificar areas de origen y patrones de domesticacion de los
cultivos (Sanjur et al. 2002), y en cuanto se refiere al mejoramiento en plantas de interés
comercial, los marcadores moleculares son de utilidad en la introgresion de genes, el
desarrollo de lineas puras, la identificacion varietal, entre otras aplicaciones (Nuez y Carrillo
2000).

Dentro de los marcadores moleculares se suele hacer una distincion entre aquellos que utilizan
proteinas (isoenzimas) y aquellos basados en el ADN. Los marcadores bioquimicos
(proteinas) se limitan a un grupo de enzimas funcionales y su polimorfismo se restringe a
variaciones en la secuencia de los genes que codifican para tales proteinas; por el contrario, el
polimorfismo en los marcadores de ADN puede ocurrir en cualquier parte del genoma, tanto
en secciones codificantes como no-codificantes y tanto en elementos simples como repetitivos
del ADN (Bachmann 1994).

Existe diferencia en el nimero de loci que analizan los distintos marcadores, lo que les

confiere diferentes caracteristicas. Los marcadores que analizan un solo locus por vez (SSR,
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RFLP) se caracterizan usualmente por ser co-dominantes (pueden diferenciar a individuos
homocigotos de los heterocigotos) y proveen datos mas robustos y comparables que los
marcadores dominantes (AFLP, RAPD), cuyo complejo patrén multilocus limita hasta cierto
punto su comparabilidad entre estudios (Lanteri y Barcaccia 2006).

Los marcadores de ADN pueden ser agrupados en tres categorias por su modo de operacion:
I. los que no utilizan la reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR), como los RFLPs; II.
aquellos que se valen del PCR y que utilizan ademas primers no especificos, como los RAPDs
y; HI. Los marcadores genéticos que utilizan PCR y que requieren primers especificos
(Azofeifa-Delgado 2006). Dentro de este tltimo grupo se encuentran los microsatélites. Los
métodos basados en PCR requieren mucho menos ADN y por lo tanto son generalmente
preferidos (Bachmann 1994).

Ante la multitud de tipos marcadores disponibles en la actualidad, la decision de cual de ellos
es el mas apropiado para cierto estudio en particular no siempre es facil. Son varios los
pardmetros a considerar y generalmente el uso de una combinacion de técnicas resulta ser la
manera mas adecuada de obtener la informacién requerida (Lanteri & Barcaccia). El sujeto de
analisis también debe ser considerado al momento de elegir, porque ciertos tipos de

marcadores han resultado de utilidad en unas especies, pero no en otras (Gupta et al. 1999).

1.2. Microsatélites

Reportados por primera vez por Hamada et al. (1982), los microsatélites o SSRs, por sus
siglas en inglés, son un tipo de marcador molecular que aprovecha la existencia de secuencias
repetitivas de nucledtidos distribuidas aleatoriamente a lo largo de todo el genoma. En
realidad el término “microsatélite” se refiere a esas secuencias especificas de ADN, solamente
que se usa por extension para designar a toda la técnica que involucra a estas secuencias. Un
microsatélite es uno o varios conjuntos de 1 a 4 pares de bases adyacentes, denominados

también como motivos, que se repiten uno al lado del otro 2 o mas veces (Powell et al. 1996).
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Generalmente las repeticiones de dinucleétidos (GT, AT, GA, etc.) son mas comunes, que las
repeticiones de tri- o tetranucledtidos (McPherson et al. 1992). Hace ya més de dos décadas se
descubrid y quedo bien establecido que los SSRs estaban bien representados en toda la gama
de organismos eucariotas (Hamada et al. 1982, Tautz y Renz 1984). Estas secuencias
repetitivas se pueden encontrar incluso en el material genético de los cloroplastos y son
andlogas a las presentes en el genoma nuclear, solamente que estan compuestos, de manera
caracteristica, por motivos mononucledtidos (Bryan et al. 1999). Las secuencias de los
microsatélites de estos organelos (cpSSRs) son més conservadas que aquellas presentes en el
ADN nuclear, debido a una menor tasa de mutacion (Provan et al. 1999) y presentan un nivel
de polimorfismo mayor que el de otros marcadores aplicados en cloroplastos (Provan et al.
2001).

Los motivos microsatélites varian en abundancia entre los diferentes organismos. Asi,
mientras que (CA), es uno de los motivos mas frecuentes en humanos y algunos mamiferos y
menos abundantes en plantas, lo contrario sucede con el motivo (AT),. Los trinucle6tidos que
ocurren con mayor frecuencia en plantas son (AAG), y (AAT), (Gupta et al. 1996, Powell et
al. 1996). Se ha estimado que aproximadamente una secuencia mayor a los 20 bps ocurre cada
33 Kb en los genomas nucleares de las plantas (Powell et al. 1996). El nimero de repeticiones
del motivo puede variar dando lugar a diferentes alelos, por ejemplo: (GA)s y (GA)9 son dos
alelos del mismo microsatélite. De hecho, existe por lo general una relacion directamente
proporcional entre la longitud del microsatélite y la cantidad de alelos detectados: a mayor
nimero de repeticiones del motivo del microsatélite, mayor es el numero de alelos
encontrados (Gupta et al. 1996, FitzSimmons et al. 1995). En humanos, se ha encontrado que
un nimero de repeticiones menor a 12 usualmente coincide con niveles muy bajos de
polimorfismo (Gupta et al. 1996). A pesar de esto, en plantas, algunos microsatélites pueden

llegar a ser tanto o mas variables e informativos que aquellos con repeticiones mas largas
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(Peakall et al. 1998). En ocasiones el nimero de repeticiones de un motivo microsatélite llega
a ser tan grande que el tamafo de los alelos puede superar las 300 bps (Kubis et al. 1998).

Las secuencias microsatélites pueden clasificarse en tres grupos de acuerdo a la forma en que
los motivos se repiten: perfectos (sin interrupcion), por ejemplo (GT),; imperfectos
(interrumpidos por secuencias que no se repiten), como (GT),-GGT-(GT)y,; y compuestos
(motivos que se repiten de forma adyacente), por ejemplo (GT),(AT), (McPherson et al.
1992, Gupta et al. 1996).

Los primers son secuencias de ADN complementarias a aquellas que flanquean los
microsatélites y permiten asi su ubicacion dentro del genoma. En los extremos 3’ del
microsatélite se hallan secuencias de ADN conservadas especificas para cada uno de ellos. De
este modo, para la amplificacion exitosa de cada microsatélite se necesita en realidad de un
par de primers, llamados R y F (reverse y forward, en inglés), que se unan de manera
especifica cada uno a una de las dos regiones aledafias al microsatélite — cada una de estas en
el extremo 3’ de cada cadena del ADN. Para la técnica de los SSRs tienen que disefarse
secuencias de nucledtidos complementarias a las anteriores, que a modo de sondas detecten la
ubicacion de los microsatélites en la cadena de ADN (Gupta el al. 1996). Es tan inusual que
secuencias de una longitud de entre 20 y 30 nucledtidos aparezcan independientemente por
azar, que el disefio de primers de esa longitud asegura que el ADN amplificado durante el
PCR a partir de ellos corresponda a las regiones especificas que se quiere analizar y no a otras
secuencias arbitrarias (Bachmann 1994).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) permite hacer
detectable y hasta visible la presencia de secuencias microsatélites dentro del ADN. El PCR
crea copias de ADN, pero centrandose en regiones de interés, en este caso las regiones SSRs.
La presencia de los primers permite esta amplificacion selectiva del genoma. La técnica de

PCR consiste en la ejecucion repetida de un ciclo que, mediante cambios de temperatura,
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permite: 1) la desnaturalizacion de la cadena de ADN (~95 °C), 2) la union (o annealing) de
los primers a sus secuencias complementarias en la cadena denaturada (37-60 °C,
dependiendo del contenido de GC), y 3) la sintesis de nuevas cadenas de ADN (elongacion), a
partir de la region de los primers gracias a la accion la enzima ADN polimerasa (72 °C)
(McPherson et al. 1992, Nicholl 2002). El resultado del PCR es una gran cantidad de copias
de las secuencias microsatélites, que puede ser detectada visualmente mediante electroforesis
en gel. Esta técnica permite la separacion de cadenas de ADN por su peso molecular, usando
un campo eléctrico. Las secuencias de ADN sometidas a electroforesis migran a través de una
matriz tridimensional que puede estar formada por diversos compuestos como la agarosa o la
acrilamida (Nuez y Carrillo 2000).

La adicion de bromuro de etidio en la preparacion de geles de agarosa permite detectar
cantidades tan pequefias como 1-5 ng de ADN (Nicholl 2002). Sin embargo, la electroforesis
en geles de acrilamida y su tincidon con plata es preferida porque es una técnica hasta cinco
veces mas sensible y menos toxica y ha demostrado tener un alto grado de confiabilidad

(Yabar 2003, Caetano-Anollés y Gresshoff 1994).

1.2.1. Caracteristicas de los microsatélites

Las secuencias microsatélites pueden considerarse como un gen cualquiera, esto es, que
cuentan con un par de copias en un organismo diploide, para el cual éste puede ser hetero- u
homocigoto (Sunnucks 2000). Los alelos de un organismo que fuera heterocigoto para una
secuencia microsatélite diferirian solamente en el numero de repeticiones del motivo de dicho
microsatélite; las secuencias blanco de los primers que permiten identificar tal microsatélite
serian las mismas para todos los alelos (Gupta et al. 1996). En un gel de electroforesis los
alelos de un mismo locus microsatélite se evidencian como dos bandas de distintos peso
molecular, estando el nimero méximo de bandas determinado por la ploidia del organismo.

De esta manera, un andlisis con SSRs, de una muestra de cierta poblacion permite facilmente
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saber el nimero de alelos y el nivel de heterocigocidad de esa muestra para cada locus
microsatélite analizado.

El papel que cumplen los SSRs dentro del genoma es alin sujeto de debate. A pesar de que se
considera comunmente a los microsatélites como marcadores genéticos neutros desde el punto
de vista evolutivo, varias son las funciones se especulan sobre la presencia de estas secuencias
(revisado en Li et al. 2002): organizacion cromosomal (al menos en ciertos taxones
especificos), participacion en la estructura secundaria del ADN, por su capacidad de formar
multiples estructuras de “asa”, que estarian también comprometidas en la regulacion de la
expresion génica. Una mayor densidad de secuencias microsatélites en las regiones cercanas
al extremo 5’ de genes en plantas también se ha asociado con una posible implicacion en la
regulacion de la transcripcion de dichos genes (Fujimori et al. 2003).

El valor de los microsatélites reside en su condicion altamente polimorfica, su naturaleza
codominante, su abundancia dentro del genoma, su deteccion sencilla por PCR, cobertura
extensa del genoma y su requerimiento de una pequefia cantidad de ADN para el analisis
(Powell et al 1996, Ferreira y Gratapaglia 1998). Una de las fortalezas de esta técnica es que
los loci microsatélites pueden llegar a ser altamente polimoérficos entre especies, y ain mas
importante, entre individuos y poblaciones de una misma especie (Gupta el al. 1996). En
particular, resultan de gran utilidad para especies poco polimorficas, como lo son
comunmente las plantas autégamas, para las cuales la probabilidad de encontrar otros
marcadores polimorficos de calidad es baja (Nuez y Carrillo 2000). Ademads, estos
marcadores pueden ser facilmente distribuidos entre diferentes laboratorios a través de las
secuencias de los primers, lo que permite adicionalmente un alto grado de comparabilidad
entre resultados (Powell et al 1996).

Por sus caracteristicas, los SSRs son marcadores genéticos poderosos, por lo que sus

limitaciones no se relacionan con su capacidad de brindar informacidn, sino con cuestiones
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practicas. La primera de ellas y a la que generalmente se alude primero tiene que ver con el
laborioso y relativamente costoso proceso de desarrollo que conllevan, aunque la paulatina
disminucion de costos y simplificacion de los métodos de desarrollo han fomentado la
aparicion de cada vez mdas microsatélites especificos para mas especies (Nuez y Carrillo
2000). Los SSRs realizan un analisis de un locus por vez, lo cual los pone en desventaja ante
otros marcadores como los AFLPs por ejemplo, que con una misma combinacién de primers
producen un espectro de analisis multilocus. Esto cobra relevancia en especial cuando se
considera que en un mismo gel de electroforesis de AFLPs se puede evidenciar el
polimorfismo de una multitud de locus, mientras que en uno de microsatélites solamente se
expresa el de un solo locus (Sunnucks 2000). Esto obviamente implica una mayor cantidad de
recursos. El grado de transferibilidad entre especies de los marcadores SSR puede presentar
una desventaja en algunos casos porque su espectro de aplicabilidad suele limitarse a grupos

de especies muy cercanas (Nuez y Carrillo 2000).

1.2.2. Comparacion con otros marcadores moleculares

Existe una diversidad de estudios enfocados en comparar de manera practica las virtudes y
falencias entre los distintos tipos de marcadores moleculares. En el Anexo 1 se resumen las
caracteristicas principales de los tipos de marcadores moleculares mas populares.

Ross et al. (1999) concluyen en su estudio que los microsatélites fueron los marcadores mas
efectivos para detectar la estructura genética en poblaciones de hormigas, al compararlos con
otras 5 clases de marcadores moleculares. En un estudio comparativo para detectar
variabilidad genética en el maiz, Garcia et al. (2004) encontraron que, frente a otros
marcadores genéticos (RFLPs, RAPDs y AFLPs), los SSRs ofrecian el segundo mayor
contenido de informacion de polimorfismo (PIC) — que es un indice de polimorfismo de un
marcador — y el calculo de distancia genética obtenida con esta clase de marcador concordaba

con el de los otros marcadores. Los autores concluian que a pesar que los microsatélites
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demostraron ser una herramienta de alto poder informativo, habria sido necesario analizar un
mayor nimero de loci para que los resultados obtenidos fueran significativos. Esto resultaria
en un incremento en los costos iniciales pues significaria el desarrollo de un mayor nimero de
primers. Lanteri y Barcaccia (2006) encontraron que los estimados de diversidad genética
arrojados por un set de 32 loci microsatélites y siete combinaciones de primers AFLP fueron
congruentes.

Los SSRs tradicionalmente han mostrado un mayor nivel de polimorfismo frente a otros
marcadores basados en PCR (Milbourne et al. 1997) y en general frente a la mayoria de
marcadores moleculares (Nybom 2004). Sin embargo, marcadores como los AFLPs, que
tienen la capacidad de analizar simultineamente un mayor numero de bandas por muestras,
exhiben mayor indice de diversidad o Indice de Marcador.

Los SSRs no son adecuados para estudios de relaciones genéticas aunque quizas esto dependa
del nimero de loci microsatélites que se usa (Russell 1997) que suele ser bajo — promedio de
8 por estudio (Nybom 2004). Los estimados de similaridad genética obtenidos usando SSRs
siempre han sido mas bajos que al usar otros marcadores (Russell et al. 1997).

Los sistemas multilocus son técnicamente mas practicos pero albergan algunas desventajas.
Por un lado, no pueden brindar informacion sobre nivel de heterocigocidad, lo que puede
limitar sus aplicaciones. Ademas, una proporcion importante de la variacion detectada por
estos métodos podria ser no heredable y aun peor, no derivada del organismo. Por ultimo,
como consecuencia de la visualizacion simultdnea de una multitud de marcadores (multiples
bandas en un mismo gel), los patrones producidos por sistemas multilocus dificilmente

pueden ser comparados con exactitud entre diferentes ensayos (Sunnucks 2000).

1.2.3. Aplicabilidad de los microsatélites

En las plantas, los microsatélites son ubicuos y evolucionan rapidamente por lo que son

valiosos como marcadores moleculares y para “fingerprinting” (Kubis et al. 1998). Es por esto
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que su uso en plantas se halla de igual manera muy difundido, en una multitud de especies de
importancia econdmica como frutales (ver Azofeifa-Delgado 2006, para una revision; Perera
et al. 2001), arroz (Zeng et al. 2004), papa (Sukhotu et al. 2005, Raker y Spooner 2002),
camote (Zhang et al. 2000), cana de aztcar (Cordeiro et al. 2003), rosa (Baydar et al. 2004),
soya (Choi et al. 1999), trigo (Gupta et al. 1999), maiz (Lanteri & Barcaccia 2006) entre
muchas otras, asi como especies en vias de extinciéon (Segarra-Moragues et al. 2005). En
animales, los microsatélites son uno de los marcadores moleculares de mayor preferencia
para analisis de variabilidad genética en animales de granja (Simianer 2006) y su aplicacion
en animales silvestres también es bastante comun especialmente cuando se trata de especies
amenazadas (por ejemplo, Martinez-Cruz et al. 2002, Waits et al. 2007, Jehle & Arntzen
2002).

En plantas, los microsatélites han sido aplicados de diversas maneras y con diversos fines,
desde el fitomejoramiento hasta la evaluacion de poblaciones orientada a la conservacion.
Dentro del analisis de la estructura poblacional han sido de ayuda para la evaluacion de la
diversidad genética intra- e interpoblacional, tanto en especies silvestres, cultivos e incluso
bancos de germoplasma. La naturaleza codominante de los SSRs permite su aplicacion para
determinar niveles de hibridacion dentro de los individuos de una especie (Provan et al. 1996
citado en Powell et al. 1996, Xu et al. 2004). Otros rasgos poblacionales como el flujo
genético y el origen y centros de diversidad (Pillon et al. 2006) han sido develados gracias al
uso de marcadores microsatélites. El cardcter hipervariable de los SSRs permite discriminar
eficazmente entre individuos estrechamente relacionados (Powell et al. 1996), lo cual es de
utilidad para la identificacion de cultivares. Se han identificado en varias especies cultivadas
secuencias microsatélites ligadas a genes que confieren caracteristicas de interés comercial

(Zeng et al. 2004), lo que ha sido aplicado a la seleccion asistida por marcadores (MAS por
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sus siglas en inglés) (Roy et al. 2006) y en la construcciéon de mapas de ligamiento, sobre
todo en cultivos mejor conocidos (Nuez y Carrillo 2000).

El proceso de desarrollo de los microsatélites constituye la principal desventaja de esta técnica
pues ha resultado laborioso y relativamente caro en comparacion con otros marcadores. El
mayor reto consiste en identificar los microsatélites dentro del genoma. Su buisqueda se puede
realizar a través de la secuenciacion del ADN o mediante la creaciéon de bibliotecas
gendmicas. Sin embargo, ambos métodos suponen una inversion adicional de recursos y son
relativamente pocas las especies vegetales para las que se ha generado bases de datos con
secuencias genéticas. Una vez que se han localizado los microsatélites dentro del genoma, se
identifican las secuencias que los flanquean, que serviran para la construccion de
primers, y finalmente es necesario un fase de experimentacion para corroborar tanto la
amplificacion exitosa de los microsatélites, como que ¢€stos sean polimorficos (Nuez y

Carrillo 2000, Ferreira y Gratapaglia 1998).

1.3. Importancia de la diversidad genética

1.3.1. Biodiversidad y conservacion

El papel de la diversidad genética como el ingrediente sustancial para la evolucion es
indiscutible. La necesidad de cuantificar y de conservar la biodiversidad en general y la
biodiversidad de los recursos agropecuarios en particular, se hizo explicita y fue reconocida a
través de la ratificacion de muchos paises del Convenio sobre la Diversidad Biologica (CDB
1992).

Se ha reconocido que las variedades vegetales desarrolladas local y tradicionalmente,
constituyen el material cultivado con la mayor diversidad genética y con la mejor adaptacion
al ambiente particular en el que crecen. Desafortunadamente, algunas de estas variedades se

han perdido ante la difusion de sistemas de produccion intensivos, basados en el monocultivo,
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que promueven el uso de cultivares comerciales de reducida diversidad genética. Muchas de
las variedades locales han desaparecido antes de que pudieran haber sido reconocidas y
aprovechadas como fuentes importantes de germoplasma (Lanteri & Barcaccia).

La definicion de estrategias de conservacion de germoplasma depende del conocimiento de la
localizacién, distribucion y extension de la diversidad genética. Tal conocimiento permite
tomar decisiones sobre cudles poblaciones tomar en cuenta (para un programa ex sifu) 0 en
cuales poner mayor énfasis para proteger esas poblaciones in situ (Vicente et al. 2006).

La conservacion de la diversidad genética estd directamente relacionada con el tema de
seguridad alimentaria. Esto se puso de manifiesto dentro del Tratado Internacional sobre los
Recursos Filogenéticos para la Alimentacion y la Agricultura, que reconoce que los recursos
fitogenéticos son fundamentales para la alimentaciéon mundial porque son la materia prima a
partir de la cual agricultores y cientificos pueden promover la calidad y la productividad de
los cultivos, de modo que se pueda enfrentar el reto de alimentar a una poblacidon siempre
creciente (ITPGR 2001). La Region Andina ha sido contemplada como una region clave para
cumplir con estos objetivos, pues es centro de origen y diversidad de un significativo nimero
de especies importantes (entre ellas el tomate de arbol) y potencialmente claves para la
seguridad alimentaria, incluso a nivel mundial (Silva s.f.). La limitada diversidad genética de
las plantas cultivadas las hace especialmente vulnerables a la propagacion rapida de plagas y
enfermedades (Tanksley y McCouch 1997), poniendo en riesgo la fuente de alimentacion de
muchas personas que dependen de esos cultivos, como ha sucedido ya en el pasado (Ochoa
2000, Tanksley y McCouch 1997).

La introducciéon de nuevos cultivos en el mercado mundial es de interés tanto para
consumidores como para productores, pues ofrece multiples ventajas desde diversos puntos de
vista para el sector productivo y el ambiente, y la investigacion destinada a la exploracion y

mejoramiento de nuevos cultivos es un negocio rentable, como lo demostro ser la



22

introduccion y produccion de tomate de arbol y de kiwi (Actinidia spp.) en Nueva Zelanda

(Prohens et al. 2003).

1.3.2. Fitomejoramiento

Si bien es importante preservar la diversidad de los recursos fitogenéticos, porque constituye
la base de todos los cultivos que sostienen la alimentacion mundial, también es cierto que es
pertinente aprovechar todo el conocimiento fruto de ese esfuerzo de conservacion, para el
mejoramiento de esos mismos cultivos. Se estima que cerca de la mitad del incremento total
en la produccion de los cultivos logrado durante los ultimos 50 afios se debe al mejoramiento
genético de los cultivos, siendo la otra mitad resultado del avance en las técnicas de cultivo
(Suslow et al. 2002).

Actualmente, el papel de la biodiversidad en el mejoramiento de los cultivos cobra
importancia también porque es del acervo genético conformado por variedades, poblaciones
silvestres y especies relacionadas de una planta, que se seleccionan las caracteristicas que se
desean introducir en las especies cultivadas. La hibridacion mediante cruces inter- e intra-
especificos ha sido empleada para la introduccion de genes de interés en cultivares de muchos
cultivos (Ashraf y Ahmad 1999). La introgresion (transferencia de un gen o caracter de un
individuo a otro por retrocruces repetidos con el mismo parental) de genes en variedades
domesticadas, provenientes de especies silvestres relacionadas, ha sido aprovechada sobre
todo para conferir algin tipo de resistencia. La identificacion del asi llamado “vigor hibrido”,
ayudo a los agricultores a conseguir cultivos mas productivos y uniformes (Suslow et al.
2002).

Aunque, en general, el proceso de seleccion artificial llevado a cabo para mejorar los cultivos
ha conducido al estrechamiento progresivo de la base genética la diversidad de los mismos,
ésta no tiene que ser la tonica necesariamente. Los mismos programas de mejoramiento

pueden ser modificados para incluir especies silvestres, variedades y cultivares exéticos para,
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a través de cruces introgresivos, introducir nuevo material genético en las poblaciones de los
cultivares modernos. De este modo, es posible una alta produccion en los cultivos sin

disminuir peligrosamente su acervo genético (Reif et al. 2005).

1.4. El tomate de arbol

1.4.1. Caracteristicas generales

En el &mbito de la agricultura, los Andes tropicales son de especial importancia por constituir
un centro importante de diversidad y de origen de una gran variedad de cultivos que encierran
un potencial nutritivo y econémico en la mayoria de los casos, apenas explotados (Jacobsen et
al. 2003, Tapia s.f., NRC 1989). Dentro de las plantas de interés comercial, la familia de las
Solanaceas cobra una relevancia especial porque en la Region Andina se ha diversificado en
multitud de especies, como la papa (Solanum tuberosum), el tomate (S. lycopersicon), el
pimiento (Capsicum spp.), la berenjena (S. melongena), el tabaco (N. tabacum) y el tomate de
arbol, entre otras que han sido aprovechadas por el hombre desde hace mucho tiempo (SOL
2004, NRC 1989).

Es ya reconocido el potencial economico del cultivo de tomate de arbol, asi como sus
limitaciones (FAO 1992, NRC 1989). El tomate de arbol se cultiva por sus frutos. Estos se
usan crudos o cocinados en la preparacion de jugos, dulces e incluso salsa de aji (Bohs 1989).
El tomate de arbol es una buena fuente de pro-vitamina A (caroteno), vitaminas Bg, C, E y de
hierro (NRC 1989).

Solanum betaceum proviene de la Region Andina, en donde existe una larga tradicion de su
cultivo (Bohs 1989). Se acepta la region del sur de Bolivia y el noroccidente de Argentina
como su centro de origen por la ocurrencia de poblaciones silvestres en esta zona (Meadows
2002). A pesar de su procedencia, el mayor productor de esta fruta es Nueva Zelanda, donde

su cultivo ha sido popular desde hace mas de 60 afios, hasta tal punto que la denominacion de
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“tamarillo”, acufiada en ese pais, es el nombre con el que se lo conoce a nivel internacional
(NRC 1989) .

Solanum betaceum es un arbol pequeiio de 2-3 m de alto, perenne, de tallo unico, ramificado a
la altura de 1-1.5 m (FAO 1992). Sus flores son pentdmeras, radialmente simétricas y
hermafroditas. Su didmetro es cercano a los 25 mm, y sus pétalos varian en color entre blanco
y rosa palido, algunas veces con manchas moradas. Aunque es posible la autofecundacion en
las flores, parece ser que el mecanismo mas importante de fertilizacion es la polinizacion
mediada por abejas y moscardones (Lewis y Cosidine 1999). La planta tiene un periodo de
vida de 3-4 afios, iniciandose la floracion entre 8 y 10 meses después de la siembra en terreno
definitivo y manteniéndose continua a lo largo del afio (FAO 1992).

Este cultivo se presenta en los Andes entre los 1800 m y los 2800 m de altitud donde la
temperatura promedio anual varie entre 13 y 24 °C (SICA s.f.). En el Ecuador por lo tanto, es
posible encontrarlo a lo largo de toda la Sierra desde Carchi hasta Loja (MAG 2001) sobre
todo en los valles interandinos temperados (Cadena 2001). Las provincias con mayor
representatividad en el cultivo de tomate de arbol son Tungurahua, Imbabura y Pichincha,
aunque también hay una produccion importante en Azuay y Chimborazo (Cadena 2001).

El fruto puede variar considerablemente en su tamafo y aspecto: la piel es usualmente roja
pero oscila entre amarilla hasta purpura, a veces con rayas longitudinales obscuras; el color
del mesocarpo varia entre amarillo cremoso a naranja palido; el mucilago que rodea a las
semillas puede ser amarillento o morado obscuro; y la forma puede ser desde redonda hasta
“puntona” (Bohs 1989). Este grado de variabilidad en las caracteristicas morfologicas es
predecible en especies sujetas a seleccion humana por sus frutos (Bohs 1989), y sin duda crea
dificultades para establecer cultivares definidos.

No existe un consenso en cuanto a las variedades existentes del tomate de arbol y las mismas

dependen del pais de produccion. Asi, mientras en Colombia (el mayor productor americano
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de esta fruta) se distinguen tres tipos, a nivel internacional son reconocidos varios cultivares,
algunos de ellos desarrollados en paises fuera del area andina, especialmente Nueva Zelanda
(MAG 2001). Para el Ecuador, Albornoz (1992) describe con detalle cinco variedades
cultivadas. Morales (2001) sin embargo, en su diagndstico del cultivo del tomate de arbol,
registra seis variedades, clasificacion que coincide con la propuesta en este estudio a
excepcion de la variedad “criollo”. Esta similitud se explica porque en ambas investigaciones
se consulto a los propios agricultores sobre la variedad cultivada en su plantacion, es decir se
aplicéd la nomenclatura manejada entre ellos. Ademas, el &mbito geografico que cubrieron los
dos estudios coincide; quizas en otras regiones del pais la clasificacion de variedades para el

tomate de arbol sea diferente. Todas las variedades mencionadas constan en la Tabla 1.

1.4.2. Produccion de tomate de arbol

La produccion de tomate de arbol ha tenido histéricamente severas limitaciones tanto por la
manera en que se manejan los cultivos como por las caracteristicas de la planta (FAO 1992).
Aun en cultivares seleccionados suele presentarse inestabilidad en las caracteristicas del fruto,
por lo cual, no puede asegurarse una produccion uniforme en tamafio, color o acidez lote tras
lote, afio tras afio. Es frecuente ademas, la aparicion de pequenas calcificaciones en el fruto,
que si bien no representan un problema cuando se utiliza el fruto fresco (porque estos
“calculos” aparecen en las capas mas externas), si presentan una desventaja para productos en
los que se procesa el fruto completo (NRC 1989). En los paises andinos no ha existido una
caracterizacion clara y estandarizada de las variedades del tomate de arbol. A esto se suma
una ausencia de técnicas de cultivo a nivel comercial (técnicas de poda y regeneracion de
plantas) y un cultivo restringido en extension, muchas veces incluso limitado al huerto
familiar (FAO 1992). Quizés el mayor inconveniente sea la vulnerabilidad ante una multitud
de plagas (insectos y nematodos) y enfermedades (virus, hongos y bacterias) (NRC 1989,

Barghchi 1997) (Anexo 2). El grado de susceptibilidad depende sin embargo de la densidad
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de la plantacion y del area geografica donde se encuentra el cultivo (Bohs 1989).
Paraddjicamente, el tomate de arbol parece mostrar resistencia al virus del mosaico del
tabaco, un virus que afecta a varias solanaceas, entre ellas, la papa, el tomate y el tabaco.
Probablemente se podria encontrar en el tomate de arbol una fuente de resistencia contra esta
enfermedad (NRC 1989).

Hace ya muchos anos (NRC 1989) se reconocia que el tomate de arbol producido en los
paises andinos estaba lejos de cumplir los estandares que lo harian un producto con calidad de
exportacion. Muy poco ha cambiado en lo que respecta al Ecuador: no existe pureza varietal
en las plantaciones (existe mucha variabilidad en las caracteristicas del fruto y hay mezcla de
cultivares en un mismo cultivo), ni material vegetal (semillas, frutos o plantulas) certificado
libre de virus o que garantice una productividad estable o la propagacion de lineas puras
(Morales 2001). La variabilidad en la calidad de la fruta, que no siempre cumple con los
parametros de tamafio y color adecuados, junto con las pérdidas provocadas por la
diseminacion de enfermedades (propiciadas por la introduccion de plantas sin certificacion y
por malas practicas de cultivo), han hecho mella en la produccién de tomate de arbol (MAG
2001). De hecho, una parte del tomate de arbol que se consume en el pais proviene de
Colombia, pais que tiene en el Ecuador a su principal importador de esta fruta (Lascano s.f.).
La exportacion de tomate de arbol en el Ecuador durante el periodo 1990 — 2007 ha sido
inestable con dramaticas caidas en los volimenes exportados en varias ocasiones (fuente
Ecuadorexporta). Aunque en esta variabilidad inciden de manera directa circunstancias
sociales, politicas y econémicas, es indudable que la calidad del producto ha sido un factor
determinante (Lascano s.f.).

Es clara la necesidad de emprender algunas lineas de accion y sobre todo de investigacion que
apunten a solucionar los problemas fitosanitarios que enfrenta el cultivo de tomate de arbol y

que ayuden a aliviar la carga ambiental que éste supone (NRC 1989, FAO 1992). FAO (1992)
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recomienda especificamente para este cultivo llevar a cabo investigaciones que permitan
esclarecer la amplitud de la variabilidad que se observa a nivel morfologico y las relaciones
genéticas con especies silvestres relacionadas, asi como la experimentacion con técnicas que
conduzcan a incrementar la produccion en los cultivos. Se ha reconocido también la necesidad
de crear una coleccion de germoplasma dentro de la cual se pueda identificar material con
caracteristicas superiores para emprender programas de fitomejoramiento enfocados en la
consecucion de lineas puras y cultivares resistentes a enfermedades y a factores ambientales
(NRC 1989). La creacion de hibridos se ha explotado tradicionalmente con éxito para este
ultimo proposito, aunque para el caso del tomate de arbol parece haber sustanciales barreras
genéticas para la hibridizacion interespecifica (NRC 1989, Pringle y Murray 1991b).

Se han explorado varios acercamientos con el fin de mejorar el cultivo. La termoterapia in
vitro (incubacion de retofios a altas temperaturas) ha demostrado que puede conseguir plantas
libres de virus (Barghchi 1997). Se ha probado que la transformacién genética de plantas de
tomate de arbol es posible. Esto permitiria potencialmente la introduccién de genes para
mejorar la calidad de la fruta o de resistencia contra factores tanto bioticos como abidticos, en
especial para generar resistencia contra enfermedades como aquellas causadas por virus
(Atkinson et al. 1993). En el Ecuador se ha tomado la iniciativa de crear un banco de
germoplasma de tomate de arbol (Gavilanes 1992). Ademas, se ha buscado de manera aislada
resistencia a nematodos del género Meloidogyne con un éxito moderado (Pazmifio 1987,
1992) que no ha trascendido la frontera de la experimentacion. Se ha evaluado también, con
resultados positivos, el injerto de tomate de arbol en especies resistentes a nematodos, como
Nicotiana glauca, pero esta técnica resulta demasiado laboriosa para cultivos extensos

(Herrera 1998).
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El presente trabajo busca determinar el grado de diversidad genética en los cultivos de tomate
de arbol de tres provincias del Ecuador mediante el uso de marcadores microsatélites. Las
provincias de Imbabura, Tungurahua y Pichincha fueron seleccionadas para la recoleccion de
accesiones porque actualmente son, junto con Azuay, las que mayor produccion de tomate de
arbol registran, y las que tradicionalmente han sido importantes en la produccion de la fruta.
Los microsatélites son marcadores moleculares con un alto nivel de polimorfismo, que pueden
brindar abundante informacion sobre la estructura poblacional de una especie, siempre y
cuando se trabaje con un nimero adecuado de ellos. Por esta razon y con el objetivo adicional
de determinar hasta qué punto es posible transferir con éxito primers desarrollados en otra
especie para el analisis en el tomate de arbol, la funcionalidad de 53 pares de primers de papa

(Solanum tuberosum) fue puesta a prueba en el presente estudio.

2. JUSTIFICACION

Como se ha explicado anteriormente, el tomate de arbol es un fruto con un potencial
comercial todavia no aprovechado en su maxima capacidad en el Ecuador. Esto se debe a dos
problemas principales: la falta de pureza varietal en los cultivos y el ataque de plagas y
enfermedades, que afectan la produccion. Sobre este ultimo tema parece que el acercamiento
tradicional — el uso de agroquimicos — a parte de no erradicar el problema por completo,
parece generar problemas ambientales y de salud en los agricultores. Ante la difusion
generalizada de nematodos en las plantaciones, la aplicacion de nematicidas de alta toxicidad
se ha hecho popular (MAG 2001).

A pesar del uso generalizado de agroquimicos en las plantaciones de tomate de arbol, los
resultados, en el caso de algunas enfermedades como la antracnosis, considerada por los
agricultores como una de las tres enfermedades mas importantes en el cultivo de esta fruta,

distan de ser satisfactorios (Morales 2001).
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Adicionalmente, existe un inapropiado uso de pesticidas en los cultivos: son inadecuadas las
dosis, las mezclas y el numero de aplicaciones; es muy difundida la practica de combinar
productos con el mismo ingrediente activo pero diferente nombre comercial. Ademas la
aplicacion de estos agroquimicos representa un riesgo para la salud del agricultor, aumentan
los costos de produccion y afectan el ambiente (Morales 2001).

La aplicacion de un programa de fitomejoramiento elevaria el estandar de las plantaciones, lo
que a su vez mejoraria la calidad del producto y disminuiria el impacto que las técnicas
actuales y tradicionales tienen sobre el ambiente. Para la formulacion de un programa de
mejoramiento efectivo, es fundamental tener conocimiento de la amplitud y la naturaleza de
diversidad genética dentro del cultivo. Esta informacién es particularmente util para la
caracterizacion de cultivares y de accesiones individuales asi como una guia para la seleccion
de parentales para proyectos de hibridacién

La variacién genética “es la materia prima con la que se desarrollan nuevas variedades. Sin
ella no hay mejora genética” (Nuez y Carrillo 2000). Mientras mas amplia sea la variabilidad
genética de una poblacion, mayores son las opciones para que ésta enfrente con éxito los
desafios bidticos o abidticos en el futuro. Todas las plantas domesticadas y sus diferentes
cultivares, que constituyen la base de nuestra agricultura, han surgido de la modificacion
genética de sus parientes silvestres como resultado de un proceso de seleccion gradual de
miles de afios. La diversidad genética ofrece asi, mayores posibilidades de mejorar los
cultivos (Tanksley y McCouch 1997).

Los cruces interespecificos han sido una de las maneras mas populares para lograr
mejoramiento genético y muchas veces se han obtenido hibridos exitosos que incorporan en el
cultivo que se intenta mejorar, caracteres de importancia comercial adquiridos de especies
cercanas silvestres. A pesar de que se han reconocido caracteres que podrian ser de utilidad

comercial en especies cercanas al tomate de arbol (Pringle y Murray 1991b), los cruces
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interespecificos con estas especies en general son inviables. Los experimentos demuestran
que son pocas las especies con las que S. betaceum puede cruzarse exitosamente y producir
hibridos que produzcan semillas; ademas estos cruces nunca son reciprocos (Bohs 1991,
Pringle y Murray 1991b).

Adicional y desafortunadamente, en ninguna de las especies que puede hibridarse con el
tomate de arbol se ha reportado alguna caracteristica de mayor importancia que pueda conferir
alguna ventaja para el cultivo del tomate de arbol (Pringle y Murray 1991b). Por otro lado,
los hibridos F1 reportados por Bohs (1991) mostraban una reduccién en la estabilidad del
polen y la produccion de semillas y su viabilidad fue baja comparada con la de los parentales
y con los retrocruces. Esta incompatibilidad interespecifica hace que la busqueda de
resistencia a enfermedades y plagas en el tomate de arbol en individuos o poblaciones de la
misma especie cobre una mayor importancia.

La presente investigacion, al intentar determinar el grado y la forma en que se distribuye la
variabilidad genética dentro de los cultivos del tomate de arbol, constituye una directriz hacia
futuros estudios moleculares o programas de mejoramiento o de conservacion para esta
especie y sus variedades. La comprension de la forma en que se distribuye la diversidad
genética en los cultivos permite evitar su erosion genética y es fundamental en la formulacion
de estrategias encaminadas a ampliar la base genética de los mismos. El estudio genético de
las poblaciones cultivadas del tomate de arbol es un primer paso para emprender un programa
de fitomejoramiento. Uno de los objetivos de esta investigacion consiste en poder identificar
molecularmente las diferentes variedades de tomate de arbol. Tal caracterizacion molecular
permite escoger de manera mas eficiente y directa los genotipos — ligados a caracteristicas
morfolodgicas o de resistencia a factores bidticos o abidticos — que se desean introducir en el
cultivo. Un producto mejorado facilita su comercializacion al incrementar su competitividad

en el mercado.
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Es también desde el punto de vista metodolégico que cobra valor este estudio. Por un lado,
permitié comparar los resultados obtenidos por Ordofiez (2007), quien en una investigacion
paralela a la presente determind el grado de variabilidad genética entre variedades del tomate
de arbol usando AFLPs. Tal comparacion permite evaluar el grado de eficacia entre las dos
técnicas y ayuda a complementar la informacion que se tiene sobre este cultivo. Por otro lado,
el presente proyecto también determina la efectividad con la que es posible transferir al
tomate de arbol un set de primers disefiados para distinguir entre variedades de papa. Dado
que es una practica comun en estudios que utilizan SSRs adoptar primers de especies
cercanas, los ensayos de transferibilidad realizados aportan datos valiosos sobre los limites de

la misma para futuros estudios.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el grado de variabilidad genética que existe en los cultivos de tomate de arbol de

tres provincias del Ecuador.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Determinar el porcentaje de transferibilidad de 53 pares de primers de papa (Solanum
tuberosum) al tomate de arbol.

— Determinar el nivel de heterocigocidad en las accesiones de tomate de arbol incluidas
en el estudio.

— Establecer un protocolo para el analisis de variabilidad genética en el tomate de arbol
mediante microsatélites.

— Evaluar el nivel de correspondencia entre la clasificacion morfologica de variedades y

su caracterizacion molecular.
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— Comparar los resultados obtenidos en este estudio con los datos arrojados por un
analisis similar en el tomate de arbol con AFLPs conducido paralelamente al presente

estudio , en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ.

5. AREA DE TRABAJO

El cultivo in vitro y el andlisis molecular se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito, con sede en Cumbaya,

Ecuador.

6. MATERIALES

Todo el material vegetal fue colectado en varias plantaciones de tomate de arbol

seleccionadas al azar en Imbabura, Tungurahua y Pichincha (Tabla 2).

6.1. Cultivo in vitro

— (Cémara de flujo Labconco
— Frascos de vidrio de boca ancha, con tapa, de apx. 400 cm®
— Medio MS modificado (30 g agarosa/L ; 8 g agar/L)

— Etanol al 96%

6.1.1. Esterilizacion de semillas y cultivo

(@)

Agua destilada estéril

o Etanol al 70%

0 Hipoclorito de sodio al 2.5%
0 Tween 20

0 Cernidor



6.2. Extraccion de ADN

Tubos eppendorf de 1.5 mL

CTAB 2X

-mercaptoetanol

Cama de arena

Centrifuga Eppendorf 5415D

Isopropanol

Cloroformo/alcohol isoamilico 25:1
Solucidn de etanol al 76%/NH4OAc 10 mM

TE (Tris-base 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) estéril

6.3. Cuantificacion de ADN

Espectrofotometro Pharmacia Biotech Ultraspec 2000
Celda de cuarzo
Agua destilada

TE

6.4. PCR

Tubos eppendorf de 0.2 mL

Termociclador Techne TC-142

Taq DNA Polimerasa 5 U/uL de Invitrogen
Buffer para PCR sin Mg 10X de Invitrogen
MgCl, 50 mM de Invitrogen

Agua destilada estéril libre de DNAsas y RNAsas de GIBCO

33
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— Soluciéon dNTPs 20 mM (a partir de soluciones stock Invitrogen 100 mM de cada uno
de los deoxynucledtidos)

— Set de primers donados por el Centro Internacional de la Papa (CIP) en Lima, Pert

6.5. Electroforesis en agarosa

Agarosa de grado analitico Seakem

— TBE 1X (Tris-base 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2 mM)

— Camara de electroforesis MaxciCell EC360M

— Bromuro de etidio

— Cémara de fotos digital Kodak DC 290 Zoom

— Software Kodak 1D

— Fuente de luz UV

— Buffer de carga 6X (formamida, 940 uL/mL; EDTA 0.2M, 50 uL/mL; azul de
bromofenol, 0.5 mg/mL)

— Ladder de 100 bp

6.6. Electroforesis en acrilamida

Acrilamida Invitrogen

— Bis-acrilamida Invitrogen

- TBE 10X

— Urea de grado analitico

— Persulfato de amonio al 10%

— TEMED (N-tetramethilethilenediamine)

— Camara Vertical de electroforesis BIORAD Sequi-Gen GT

— Fuente de poder BIORAD PowerPac HV
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— Bind-Silane (3-Methacryloxypropyltrimethoxysilane)
— “Lluviex”, repelente de lluvia, de Simoniz

— Solucion de etanol 96%/ac. Acético 0.5%

— Etanol al 70%

— Marcador de peso de 100 bp

— Buffer de carga 6X

6.7. Tincion con plata

— Solucién de etanol al 10% y acido acético al 0.5%
— Solucién de nitrato de plata (AgNO;) (1.5g/L)

— Formaldehido al 37%

— Solucién de hidroxido de sodio (NaOH) (15g/L)
— Agua destilada

— Transiluminador

7. METODOS

7.1. Muestreo

Un total de 106 accesiones de tomate de arbol fue colectado en 18 parcelas de cultivo en las
provincias de Imbabura, Tungurahua y Pichincha. Se visitd seis cultivos por provincia y en
cada uno de ellos se recolect6 hojas jovenes y un fruto maduro de por lo menos cinco plantas
cuyos frutos presentaran rasgos morfologicos diferentes y/o interesantes (Tabla 2).

El fruto de cada accesion (fruto entero y corte transversal) fue fotografiado (Figura 1) para
determinar la variedad de cada muestra, y sus semillas fueron extraidas y guardadas para su

posterior siembra in vitro.
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Para diferenciar a cada individuo, a todas las muestras se les asignd un codigo de tres
caracteres. El primero de ellos denota la provincia a la que pertenecen: Imbabura (I),
Tungurahua (T) o Pichincha (P). El segundo corresponde al numero de localidad en que la
muestra fue colectada. La ultima letra de la codificacion sirve para distinguir a los individuos
dentro de una misma plantacion. Asi el codigo P7a corresponde al primer individuo de la
plantacion del sefior Simon Ojeda, en Cayambe, Pichincha (Tabla 2).

La clasificacion por variedades usada en este estudio surgid a partir de la nomenclatura usada
por los agricultores de las plantaciones de tomate de arbol visitadas. En los cultivos, los frutos
eran distinguidos tanto por la forma como por el color del mucilago. Asi, el fruto podia ser
gigante, comun (o puntén) o redondo (o bola); y el color del endocarpo, amarillo o morado.
Todas las combinaciones entre estos dos grupos de caracteristicas fueron observadas en algin
momento de la recoleccion, por lo que se clasifico a todas las accesiones como pertenecientes
a una de un total de seis variedades: Amarillo gigante (AG), Amarillo comtn (AC), Amarillo
bola (AB), Morado gigante (MG), Morado comtin (MC) y Morado bola (MB) (Figura 1). Las
caracteristicas de cada variedad se detallan en la Tabla 3 y las accesiones agrupadas por

provincia de origen y por variedad se encuentran listadas en las Tablas 4 y 5 respectivamente.

7.2. Germinacion in vitro y obtencion de hojas para la extraccion de ADN

Todo el procedimiento se llevo a cabo dentro de una cdmara de flujo laminar.

Las semillas de tomate de arbol, extraidas previamente de los frutos colectados, fueron
sumergidas en alcohol al 70% y después de 3 minutos se las lavo con agua destilada estéril.
Luego fueron sumergidas en una solucion de hipoclorito de sodio al 2.5% con 4 gotas de
tween 20 durante 20 minutos. A continuacion, las semillas fueron lavadas varias veces con
agua destilada estéril. Con pinzas estériles, las semillas se sembraron colocandolas sobre la

superficie del medio de cultivo MS (Morashige y Skoog 1962) modificado: 30 g de agarosa y
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8 g de agar por litro. Se sembr6 un promedio de 15 semillas por frasco. La boca del frasco fue
cubierta con dos capas de plastico adherente.

Los frascos fueron llevados al cuarto de cultivo, bajo un fotoperiodo de 16 horas luz/ 8 horas
obscuridad, a temperatura ambiente.

Luego de un tiempo promedio de un mes las plantulas obtenidas fueron subcultivadas en
medio MS (con las mismas modificaciones descritas anteriormente) y sus hojas fueron

mantenidas en refrigeracion a -20 °C hasta su utilizacion en la extraccion de ADN.

7.3. Extraccion de ADN

El ADN de cada muestra se extrajo a partir de hojas jovenes de plantas cultivadas in vitro
mediante el método modificado de Shagai-Maroof (1984). Dentro de la sorbona y en un
mortero, fueron trituradas, en una solucién de CTAB 2x (800 uL) y B-mercaptoetanol (8 ul)
cinco hojas de tomate de arbol. El extracto fue vertido en un tubo eppendorff de 1.5 mL y
sometido a una temperatura de 62 °C en una cama de arena durante 1 hora, agitando el tubo
cada 15 minutos.

Se anadié 500 uL de una solucién 24:1 cloroformo/alcohol isoamilico y se agité el tubo hasta
lograr una mezcla homogénea. Se dejo reposar la mezcla durante 20 minutos, luego de los
cuales fue sometido a centrifugaciéon a 13 000 rpm por 20 minutos.

La centrifugacion separ6 la mezcla en tres fases, de las cuales se extrajo y traspasé a un tubo
nuevo solamente la fase superior. Se afiadi6 a ésta 800 uL de isopropanol y se mezcld
suavemente. El pellet de ADN precipitado fue aislado y lavado en 800 ulL de acetato de
amonio 10 mM/etanol al 96%. Luego de extraer el acetato de amonio del tubo con una pipeta,
se hizo un lavado final del ADN con etanol al 70%. Se removid el etanol del tubo y se dejo
secar el pellet dentro de la cdmara de flujo laminar, después de lo cual, fue resuspendido en

TE estéril 1X y conservado a -20 °C hasta su utilizacion.
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7.4. Cuantificacion y dilucion del ADN

La cuantificacion de ADN se realizo utilizando un espectrofotometro Pharmacia Biotech
Ultraspec 2000. Se realizé una dilucion de 5 uL de TE en 3 mL de agua destilada y su valor
de absorbancia a 260 nm se us6 como referencia para la cuantificacion de las muestras. Para
calcular la concentracion de ADN en cada muestra se uso la siguiente formula:

Concentracion (ng/ul) = A x 50 ng/uL x F,
donde A es el valor de absorbancia determinado por el espectrofotometro y F es el factor de
dilucion de la muestra, que se calcula dividiendo el volumen en el que es diluida la muestra
(3000 uL) entre el volumen de la muestra (5 ul); en este caso el factor de dilucion fue de 600.
Para cada muestra se prepararon 200 uLL de una dilucion de 20 ng/ul. de ADN. Las diluciones
se realizaron con TE estéril y fueron mantenidas a -20 °C. Las extracciones originales de

ADN fueron guardadas en caso de que fuera necesario realizar diluciones adicionales.

7.5. PCR

Los reactivos listados en la Tabla 6 fueron mezclados en tubos eppendorf de 0.2 mL. La
reaccion se llevo a cabo en un termociclador Techne TC-142. El programa de PCR utilizado
(Tabla 7) consistié en una fase de denaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 minutos, 30 ciclos
de amplificacion y una fase de elongacion final de 5 minutos a 72 °C. Cada ciclo consistio de
tres partes: denaturalizacion a 94 °C por 1 min, annealing (diferente temperatura para cada
par de primers, ver Tabla 8), durante 2 min, y una fase de elongaciéon a 72 °C por 1.5 min.
Una vez finalizado el programa de PCR, los tubos fueron centrifugados durante 8 segundos
para recoger cualquier producto que pudiera haber quedado en las paredes de los tubos.

Finalmente, éstos fueron guardados a — 20 °C.
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7.6. Electroforesis en agarosa

Para una evaluacion preliminar, el producto del PCR fue corrido en geles de agarosa al 1%
(m/v) con una concentracion de bromuro de etidio de 1 uL/mL de gel. Al producto de cada
reaccion de PCR (10 ul) se afnadié 3 uL de buffer de carga 6X. En cada gel se incluy6 2 uL
de ladder 100 bp para confirmar el peso de banda esperado para cada primer. Se corrid la
electroforesis a 80 V durante por lo menos 2 horas. El resultado de la electroforesis se observo

con luz UV.

7.7. Electroforesis en acrilamida

Debido al poder resolutivo superior de los geles de poliacrilamida, éstos fueron usados
posteriormente para el analisis definitivo. Se siguié un protocolo modificado a partir del
descrito por el CIP (2000). Se prepar6 100 mL de una solucidon de acrilamida al 6%
(acrilamida : bis-acrilamida, 19:1), urea 5 M. Se afiadié 545 uL de persulfato de amonio al
10% y 109 uL de TEMED. La mezcla se vertié inmediatamente entre los vidrios de la cdmara.
El tamafio del gel fue 38 x 50 cm, y su grosor de 0.4 mm. Se pre-corri6 el gel a 85 W durante
un maximo de 30 minutos. La corrida del gel se realizé a 85 W, con una temperatura maxima
de 50 °C, durante tres horas. El tamafio de las bandas fue determinado por comparacion con el

marcador de 100 bps.

7.8. Tincion

La tincién de los geles de acrilamida se realiz6é siguiendo el protocolo desarrollado por
Benbouza et al. (2006). Luego de terminada la electroforesis se sumergi6 el gel en una
solucion de etanol al 10% y acido acético al 0.5% durante 5 minutos, para el proceso de
fijacion. Para la tincidn, se sumergio el gel en una solucion de nitrato de plata (1.5 g/L), a la
que se anadio 1.5 mL de formaldehido al 37% por cada litro de solucidén. La tincién se llevo a

cabo en la obscuridad, durante 6-7 minutos y con agitaciéon constante. Después se traspaso el
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gel a otra bandeja para su inmersion en agua destilada por 15 segundos. A continuacion, se
revelod el gel usando una solucion de hidroxido de sodio (15 g/L), con 2 mL de formaldehido
al 37 % por cada litro de solucion. El revelado se efectud en la obscuridad y con agitacion
constante hasta que se observaron las bandas en el gel. Para evitar que el gel se
sobreexpusiera se lo sumergio en la misma solucion fijadora durante un par de minutos. Los
resultados fueron observados con la ayuda de un trans-iluminador de luz blanca. Los pasos de

la tincion se resumen en la Tabla 9.

7.9. Analisis de datos

A partir de los patrones de bandas obtenidos con los geles de acrilamida se elaboré una
matriz binaria que registrara la ausencia o presencia de amplificaciéon en cada una de las
muestras con cada uno de los primers. Para el analisis de los datos se uso el programa
NTSYSpc 2.11. Usando el coeficiente de Jaccard se generd una matriz de similitud entre
todas las accesiones, comparadas de dos en dos. Esta matriz fue usada para, mediante el
método de agrupamiento UPGMA, producir un dendrograma.
El Contenido de Informacion Polimorfica (PIC por sus siglas en inglés) fue calculado para
cada par de primers con la siguiente formula:

PIC =1 - Ip?,
donde p; es la frecuencia del alelo i.
Se evalud6 el nivel de heterocigosis determinando el porcentaje de individuos heterocigotos
para cada locus. De igual manera, se calculo la incidencia de alelos nulos para locus en forma

de porcentaje.
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8. RESULTADOS

8.1. Protocolo

El uso de material vegetal cultivado in vitro para la extraccion de ADN permitié obtener
material genético de calidad evidentemente superior a la del ADN proveniente de material
vegetal colectado en el campo.

Las condiciones y el programa de PCR permitieron la amplificacion exitosa de regiones
microsatélites con los pares de primers seleccionados. Para algunos de los primers, la
temperatura de annealing tuvo que ser modificada (Tabla 8) para obtener mayor producto.

Los procedimientos de electroforesis y tincion demostraron también ser efectivos y confiables
para la deteccion de las secuencias microsatélites en tomate de arbol. Con el protocolo de
tincion usado, los geles de acrilamida adquirieron una tonalidad amarilla, que sin embargo, no
obstaculiz6 la lectura de los resultados.

La calidad del producto de PCR vari6 entre los distintos pares de primers, siendo la intensidad
y el grosor de las bandas mayores en algunos. Esto sin embargo, tiene que ver con la

aplicabilidad de dichos pares de primers en el tomate de arbol y no con el protocolo en si.

8.2. Transferibilidad del set de primers

Se probaron 53 pares de primers en las muestras colectadas. De estos, 33 (apx. 62%)
mostraron algun producto de amplificacion. De entre estos 33, mas del 50% presentaba
patrones de amplificacion inespecifica, en la mayoria de los casos con productos de muy
elevado peso molecular. Solamente 15 de esos 33 pares de primers (45.5 %; 28.3 % del total
de 53) produjeron bandas de microsatélite. Los “primers” S051 (STM1016) y SO081
(STM1104) amplificaron las regiones microsatélites exitosamente hasta que el stock de
primers fue renovado; de ahi en adelante no mostraron productos de amplificacion por lo que

se asumio que hubo algun error de manejo cuando se prepararon las nuevas alicuotas. Por esta
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razén no fueron de utilidad y no fueron incluidos en el andlisis definitivo de las accesiones.
Los “primers” S196 (STG0018) y S207 (STG0032) también produjeron un patron de SSRs
pero fueron excluidos del analisis por motivos ajenos a su desempefio o a la investigacion. Por
estas razones, solo 11 pares de primers, de entre los 15 originalmente seleccionados, fueron
usados en el analisis de las muestras (Tabla 8).

De entre los pares de primers utilizados, merece especial atencion el producto obtenido con el
“primer” S114 (STM5114). En la papa, este “primer” produjo amplificacion en un solo locus.
Por el contrario, para todas las muestras de tomate de arbol usadas en este estudio se
obtuvieron dos productos que distaban entre si por 110 bp, lo que indica la presencia del
mismo microsatélite en dos posiciones del genoma. Sin embargo, por motivos practicos, y
debido a que los dos loci amplificaron de manera monomorfica para todas las accesiones, se
consider6 los dos alelos como variaciones del mismo locus.

La calidad del producto de amplificacion varié entre los distintos primers (Figura 2). En
aquellos primers que produjeron un producto mas definido (bandas mds intensas y gruesas) la
proporcion de alelos nulos fue marcadamente menor que en aquellos que produjeron bandas
mas discretas. En los casos en los que se detectd heterocigotos, casi siempre el alelo de menor
peso molecular fue siempre mas tenue que el otro.

Algunos de los microsatélites estuvieron fuera del rango de peso detectado en papa por el CIP
(Tabla 8); los primers S036, S114 y S140 produjeron alelos que excedian por mucho este
rango (65, 105 y 25 bps respectivamente), mientras que los primers S188, S209, S228 y S231
amplificaron alelos que superaban aquel rango por un corto margen (entre 2 y 8 bps). En
general, los loci amplificados mostraron un patrén monomorfico, constituyendo la presencia
de individuos heterocigotos la tnica forma de polimorfismo (Figura 2) de modo que no hubo
mas que dos alelos por locus. El numero de primers polimoérficos fue 4 de 53, lo que

representa el 7.5%. El valor PIC para cada par de primers vari6 entre 0.077 y 0.514 (Tabla 8).
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La incidencia de alelos nulos en cada locus varid también considerablemente entre un minimo

de 0 y un méaximo de 38% de los individuos (Tabla 8).

8.3. Variabilidad genética

El acervo genético de las accesiones analizadas parece ser estrecho y homogéneo. Se
detectaron valores altos de similitud genética entre las accesiones (80 - 100%) (Figura 3). Los
valores de similitud genética entre todas las accesiones se presentan en la Tabla 10. El
promedio de similitud genética fue similar entre provincias: 89% para Imbabura, 87% para
Tungurahua y 83% para Pichincha. Se evalud también el valor promedio de similitud
agrupando a las muestras de acuerdo a sus caracteristicas (Tabla 11). Entre los frutos de las
variedades Bola este valor fue de 87%; entre los de las variedades Gigante, de 89%; y entre
los de las variedades Comun, de 83%. También se compararon los valores de similitud
genética entre todas las accesiones de variedad Amarillo y variedad Morado. El valor
promedio para las variedades Amarillo y Morado fue de 86% y 84%, respectivamente.

El dendrograma (Figura 3) mostro 23 genotipos distintos entre las 50 accesiones. Se formaron
seis grupos, identificados con letras (desde A hasta F) (Figura 3), de accesiones con
genotipos idénticos entre ellas. Ninguno de estos grupos estd formado enteramente por
individuos de una misma variedad, o que tengan alguna caracteristica (forma del fruto o color
del mucilago) en comun, a excepcion del grupo F, cuyos integrantes, todos son del tipo
Comun. Dentro de estos grupos, solamente E y F contienen individuos de una sola provincia:
Pichincha y Tungurahua, respectivamente; el resto agrupa a individuos con el mismo genotipo
pero de diferente origen.

A nivel global, se distinguen 4 grandes agrupaciones, designadas con nimeros en la Figura 3,
y dos accesiones ampliamente separadas del resto: I1a y P7b, ambas de la variedad Morado.
De igual manera que sucedio con los grupos de genotipos idénticos, en que ninguna de las

caracteristicas de las accesiones determiné el tipo de agrupamiento observado, en general no
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se discierne ningun patrén de agrupamiento en estos 4 grandes grupos, a excepcion del grupo
4, que comprende unicamente individuos de Tungurahua y pertenecientes a la variedad
Comun. En los grupos 1, 3 y 4 las proporciones entre individuos Amarillos y Morados es de o
es cercana a 50/50. En el grupo 2 esta proporcion es diferente con un 70% de individuos
Amarillos. En los grupos 1 y 2 estdn bien representadas las variedades Gigante, Comun y
Bola, mientras que en los grupos 3 y 4, predomina la variedad Comun.

En todos los casos en los que aparecieron individuos heterocigotos, se contd con homocigotos
de uno de los alelos solamente. En solo 5 de los 11 loci amplificados se observaron individuos

heterocigotos. El porcentaje de individuos heterocigotos para estos loci vario entre 4 y 98 %.

9. DISCUSION

9.1. Transferibilidad de primers

El desarrollo de nuevos primers siempre involucra un insumo de recursos y tiempo, que puede
estar mas alld de las posibilidades de algunos laboratorios. En los casos en los que no se
puede disponer de primers desarrollados especificamente para la especie de estudio es
frecuente recurrir al uso de primers disefiados a partir de taxa cercanos (Kyndt et al. 2006,
Shepherd et al. 2002).

El uso de loci microsatélites entre taxa depende de la conservacion de las secuencias a las que
se unen los primers y en el mantenimiento, durante largos periodos evolutivos, de secuencias
microsatélites lo suficientemente largas como para generar polimorfismo (Weber 1990, citado
en FritzZSimmons et al. 1995, Powell et al. 1996). Los SSRs pueden ser modificados o
perderse entre géneros aunque las regiones que los flanquean se conserven y lo contrario
también es cierto: las secuencias que reconocen los primers pueden no conservarse pero los
microsatélites si (Westman y Kresovich 1998). Sin embargo, la utilidad de la amplificacion

entre especies depende no del porcentaje de primers que pueden ser transferidos, sino de la
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cantidad de polimorfismo que estos muestren (Peakall et al. 1998). En este sentido, los
resultados obtenidos en esta investigacion al amplificar loci microsatélites en el tomate de
arbol a partir de primers disefiados en papa no fueron los esperados.

El éxito en la transferibilidad de primers varia dependiendo en gran medida del grado en que
estén relacionadas las especies involucradas (Tabla 12). De manera general, en plantas la
amplificacion exitosa y util entre especies parece limitarse a congéneres, lo contrario que
sucede con animales, en los que se ha reportado transferencia entre taxa evolutivamente muy
distantes (FritzSimmons et al. 1995, Peakall et al. 1998). Asi, en las plantas, se reportan
niveles medios a altos (50-100%) de transferibilidad de primers a especies del mismo género,
pero no todos ellos son polimorficos (20-100%) (revisado en Peakall et al. 1998). Aun cuando
un mismo set de primers se evalua en especies cercanas del mismo género, tanto el nimero de
primers que amplifican, como el porcentaje de éstos que muestra polimorfismo varia
considerablemente entre dichas especies (Kyndt et al. 2006, Westman y Kresovich 1998). La
amplificacion altin entre géneros estrechamente relacionados generalmente es mucho menor
que entre especies del mismo género (revisado en Peakall et al. 1998, Kyndt et al. 2006). De
esta manera, en plantas parece ser que la distancia genética y evolutiva existente entre dos
especies puede reflejarse en la cantidad de loci que pueden ser amplificados con éxito
(Shepherd et al. 2002), disminuyendo la claridad y el porcentaje de microsatélites
amplificados a medida que aumenta la distancia genética (Kyndt et al. 2006), aun entre
especies del mismo género (Escribano et al. 2004).

Peakall et al. (1998) encontraron que la transferencia de primers entre especies solo rindid
marcadores informativos a nivel de tribu. En las especies pertenecientes a otras tribus, la
amplificacion de estos primers no produjo loci polimérficos. Aunque esta observacion no es
en lo absoluto una regla, puede servir de guia para la aplicaciéon de set de primers entre

especies. Para el caso que compete a este estudio, la relacion entre la papa y el tomate de
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arbol debe ser considerada. Las dos especies comparten el mismo género, aunque no ha sido
asi siempre; el tomate de arbol paséd del género Cyphomandra a Solanum hace mas de una
década (Bohs 1995). Dentro del género Solanum las dos especies han sido separadas en
clados, secciones (Pachyphylla para el tomate de arbol y Petota para la papa) y subgéneros
distintos (Cyphomandra y Potatoe, respectivamente) (Bohs 2005). Sin embargo, la
amplificacion ain entre distintos géneros en algunos casos ha arrojado un mayor porcentaje
de loci polimoérficos que el obtenido en este estudio (7.5%); el porcentaje de loci informativos
reportado aqui es inusualmente bajo para primers transferidos dentro del mismo género (Tabla
12). Kyndt et al. (2006) indica que es de esperar un alto porcentaje de transferibilidad entre
especies dentro del mismo género, cuando la especiacion dentro de ese género ha sido
reciente, como sucede con Vasconcellea. Quizas sea éste un buen indicador del éxito en la
transferencia de primers entre especies vegetales, siendo mas dificil conseguir una
amplificacion adecuada y polimérfica a medida que la divergencia evolutiva entre las especies
sea mayor. En este respecto, no se cuenta con datos que relacionen a las especies involucradas
en este estudio. Sin embargo, ha quedado claro que dentro de la familia Solanaceae, el (ex)
género Cyphomandra se encuentra mas estrechamente relacionado al género Solanum (Bohs
1989), lo que conduce a pensar que la distancia evolutiva entre la papa y el tomate de arbol no
es la responsable para el marcado monomorfismo observado en estos ensayos.

La hibridacion con sondas especificas y la secuenciacion de los productos de amplificacion
han permitido conocer la verdadera identidad de las secuencias amplificadas por primers
transferidos entre taxa (Peakall et al. 1998, Westman y Kresovich 1998). Los resultados
sugieren tener precaucion al interpretar los productos de tales amplificaciones por varias
razones. La homoplasia suele ser un fenomeno que puede ser facilmente pasado por alto:
productos del mismo tamafio pueden encerrar estructuras distintas tanto en las secuencias del

microsatélite, como en las secuencias que las flanquean, lo que puede llevar a
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malinterpretaciones en la evaluacion de relaciones genéticas (Peakall 1998). Por otro lado,
mutaciones y rearreglos gendémicos y duplicaciones de los loci microsatélites o de las
secuencias complementarias a los primers pueden resultar en productos que en realidad no
contienen repeticiones, multiples productos (fendmeno de multiples bandas inespecificas) o
en secuencias presentes en el genoma pero no amplificadas; entre otros problemas. Por estas
razones ni el tamafo del producto, ni la variacion en su longitud aseguran que el producto de
la amplificacion contenga secuencias repetitivas (Westman y Kresovich 1998). Ante esta
evidencia se torna dificil asegurar la exactitud de ésta o cualquier otra investigaciéon que
incluya SSRs transferidos de otras especies y que no compruebe la identidad de los productos
amplificados.

En este estudio, varios pares de primers, que no fueron considerados para el andlisis
definitivo, mostraron un patrén de bandas inespecificas entre las cuales pudo haber estado
enmascarado un verdadero SSR. En los 11 loci cuya amplificacion se considerd exitosa, se
observd productos que, o bien estaban dentro del rango de peso esperado, o que lo excedian
por un margen admisible. La naturaleza predominantemente monomorfica que mostraron los
microsatélites en este estudio podria llevar a la sospecha sobre si en realidad las regiones
amplificadas se tratan de secuencias repetidas, debido a su esperada hipervariabilidad. Sin
embargo, tal patron de uniformidad en todos los primers supera la posibilidad de una
coincidencia, porque entonces, deberia haber sucedido una sustitucion de la secuencia
repetitiva por otra no variable para todos los primers. Més aun, se ha comprobado que los
productos monomorficos si contienen SSRs (Broun y Tanksley 1996 citado por Westman y
Kresovich 1998). Por ultimo, el nivel de diversidad genética es congruente con los valores
arrojados (73 — 100% de similaridad genética) por marcadores AFLPs (Ordofiez 2007), lo que
hace pensar que para el caso del tomate de arbol, la amplificacion de microsatélites de S.

tuberosum si refleja la diversidad genética del cultivo. Adicionalmente, la ausencia de
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polimorfismo en ciertos loci que han sido transferidos entre especies se ha relacionado con la
disminucion en la longitud de las secuencias repetidas y con la sustitucion de bases dentro de
ellas (FritzZSimmons et al. 1995).

Se ha reportado que el tamafio del genoma tiene incidencia en la eficiencia de la amplificacion
de los loci microsatélites. La tendencia es que mientras mas grande es el genoma de una
especie, mayor es la proporcion de primers que no logran producir una amplificacion exitosa
del ADN durante el PCR (Garner 2002). Los genomas del tomate de arbol y de sus especies
relacionadas sobresalen por su tamafio: incluso el menor de ellos tiene mas ADN que otro
taxon de igual nimero cromosoémico (24) dentro de las solandceas (Pringle y Murray 1991).
Garner (2002) propone que el tamafio del genoma influye en el desempefio de la
amplificacion de microsatélites de dos formas: 1) el incremento en tamafio del genoma sirve
como un factor de dilucion para la proporcidon de secuencias que reconocen los primers dentro
de todo el ADN, y 2) al haber mayor cantidad de ADN las probabilidades de que haya
secuencias no-especificas para los primers se multiplican, disminuyendo asi la cantidad de
primer disponible para una amplificacion exitosa de los loci microsatélites. No deja de ser una
incognita intrigante la posibilidad de que el tamafio llamativamente mayor del genoma del
tomate de arbol (al menos para las solandceas), contribuya para el bajo porcentaje de
transferibilidad de los primers de papa observado en este estudio.

En los estudios en los que se transfieren primers entre especies, generalmente una
combinacion de parametros es requerida para aceptar como exitosa la amplificacion:
intensidad de las bandas, rango de peso de los productos, desviacion del rango del tamafio de
los alelos en la especie original y replicabilidad de la amplificacion (Peakall et al. 1998,
Westman y Kresovich 1998). Los primers que fueron finalmente seleccionados para el
analisis de diversidad genética en tomate de arbol produjeron alelos que cumplieron con estos

requisitos porque el tamafo de todos ellos fue menor a las 400 bp, la definicion de las bandas
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en la mayoria de los productos fue moderada o superior, el tamafio de los productos se
encontraba dentro o se encontraba por no mas de 105 bp fuera del rango de referencia
producido en papa y, finalmente, la amplificacion se produjo en mas del 80% de las muestras,
para todos los primers, todas las veces que fue necesario repetir un ensayo.

El niimero de loci finalmente analizados (11) es superior al promedio (8) que se maneja
comunmente en los estudios de variabilidad genética intraespecifica en plantas usando
microsatélites (Nybom 2004). Sin embargo, es recomendable incrementar el nimero de
primers, para incluir al menos un locus por cromosoma y asi tener una mejor cobertura del

genoma (Ghislain et al. 2004).

9.2. Diversidad genética

Los valores de distancia genética obtenidos con el coeficiente de Jaccard muestran que la
variabilidad genética dentro de las poblaciones de tomate de arbol cultivado en las tres
provincias muestreadas es reducida. A grosso modo, las accesiones de tomate de arbol son
semejantes entre si en un 80 — 100%. No fue evidente ningln tipo de diferenciacion ni por
lugar de origen, ni por variedad de las muestras (Tabla 11). En el dendrograma elaborado
tampoco hubo un patréon de agrupamiento que respondiera a dichas variables.

Un patrén de diversidad genética reducida se suele asociar con algin suceso debido al cual el
numero de individuos de una poblacién disminuyd, reduciendo asi también la variedad de
genotipos o alelos presentes en esa poblacion. Esta ha sido la regla para las especies vegetales
que han sido sujeto de domesticacion: a través de la propagacion selectiva de lineas vegetales
con caracteres deseados, las especies cultivadas han sido sometidas a sucesivos cuellos de
botella, que han estrechado el acervo genético de las poblaciones subsiguientes (Tanksley y
McCouch 1997, Reif et al. 2005). Esto se ha evidenciado en una reduccion de la variacién

genética tanto en genomas nucleares como en el ADN de los organelos (Xu y Gai 2003).
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Son comunes los estudios en los que se cuantifica esta reduccion, que varia mucho entre
especies y se debe a varias y distintas razones (Miller y Schaal 2006, Zhou et al. 2005 Baydar
et al. 2004). En algunos casos (Miller y Schaal 2006, De Vicente et al 2006), las poblaciones
mantenidas a nivel de huertos familiares, jardines y cercas vivas muestran un nivel de
variabilidad genética muy cercano al de las poblaciones silvestres, por lo que esas formas de
cultivo podrian representar una fuente de variacion genética cada vez mas importante para la
especie, a medida que el cultivo intensivo y a larga escala se extiende y las poblaciones
tiendan a disminuir (Miller y Schaal 2006).

De lo que se conoce, se han realizado dos estudios orientados a describir el grado de
diversidad genética del tomate de arbol cultivado. Mientras en el uno se utilizaron AFLPs
(Ordonez 2007), en el otro la herramienta fueron los SSRs (Tapia et al. 2006). Ambas
investigaciones, ejecutadas casi paralelamente al presente estudio, concluyeron que la
varibilidad genética en S. betaceum en el Ecuador es estrecha. Tapia et al. (2006) utilizaron el
mismo set de primers de papa para evaluar accesiones de tomate de arbol y especies
relacionadas. Los resultados obtenidos son, hasta cierto punto, congruentes con los de este
estudio. Ellos sin embargo, determinaron que la diferenciacion genética entre las accesiones
era casi nula. En este trabajo, por el contrario, a pesar de haber obtenido valores de similitud
genética altos, se consiguid un mayor grado de diferenciacion entre accesiones como lo
muestra la Figura 3.

Ordofiez (2007) en su estudio analizé la diversidad genética entre 24 accesiones de tomate de
arbol que también estan incluidas en la presente investigacion. El andlisis con marcadores
AFLPs arrojo6 valores de similitud genética entre las accesiones de tomate equiparables a los
obtenidos aqui. En su estudio, elabora un fenograma utilizando el coeficiente de Dice y
agrupando a las muestras mediante el método UPGMA y concluye que existe una ligera y

poco clara diferenciacion entre los genotipos de las variedades Morado y Amarillo.
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Se ha relacionado el grado de diversidad genética con el comportamiento reproductivo de las
especies (Gonzalez-Astorga y Castillo-Campos 2004). S. betaceum, a diferencia de la mayoria
de especies relacionadas (perteneciente anteriormente al género Cyphomandra), es auto-
compatible, caracteristica que se considera mas evolucionada y que se origind de una
condicién de auto-incompatibilidad (Bohs 1989). La auto-compatibilidad en el tomate de
arbol se debe seguramente a su domesticacion y pudo haber sido seleccionada positivamente
para promover su establecimiento fuera de su area de origen, donde no es posible la exogamia
con con-especificos. La auto-fecundacion pudo haber sido favorecida para asegurar la
uniformidad genética en el cultivo o para lograr un incremento en la produccion, caracteristica
que fue probablemente reforzada por la seleccion humana (Bohs 1991). Sin embargo, la
polinizacidn abierta parece ser un medio mas eficaz que la polinizacion artificial cruzada o la
auto-polinizacidon para la produccion de frutos en el tomate de arbol. Atn mas, S. betaceum
no ha desarrollado caracteres propios de plantas predominantemente autdégamas, lo que apunta
a que en el tomate de arbol, aunque es perfectamente posible la autofecundacion, predomina
la exogamia a través de la polinizacion mediada por insectos (Bohs 1991, Lewis y Considine
1999).

El mayor grado de variabilidad genética encontrado en otros cultivos y especialmente dentro
de otras solanaceas cultivadas parece estar relacionado también con el proceso de
domesticacion al que han estado sometidas. La reduccion de diversidad genética en las
variedades de los cultivos en comparacion con las especies silvestres se ha observado en casos
como el trigo (Triticum aestivum), debido a una domesticacion relativamente reciente, una
poblacion fundadora presumiblemente pequeia y una seleccion intensiva de caracteres de
importancia agronémica a largo plazo, todo esto provocando un severo cuello de botella en la
poblacion cultivada (Reif et al. 2005). Aunque no queda claro todavia donde ni cuando se

empezo6 a cultivar el tomate de arbol en Sudamérica, parece ser que su domesticacion es mas
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bien relativamente reciente (Bohs 1989). Se ha relacionado el incremento en el tamafio del
genoma con procesos de domesticacion y de seleccion artificial (Pringle & Murray 1991). El
proceso de domesticacion del tomate ha sido reciente, lo que podria evidenciarse en el hecho
de que individuos poliploides de S. betaceum pueden encontrase en las plantaciones en una
frecuencia de tan solo 0.25% (Pringle & Murray 1991, 1992). Los frutos de plantas
poliploides son conocidos como “tomatillos” en el campo y son considerablemente menores
en tamano a los frutos comunes. En este estudio fueron encontrados algunos de estos
individuos mezclados entre las plantas de los cultivos visitados. Lamentablemente, no
pudieron ser incluidos en el andlisis porque las pocas semillas que contenian los frutos no
germinaron in vitro y no se pudo extraer el ADN de esas accesiones.

Resultados similares con una reducida diversidad genética se han reportado para sandia (Levi
et al. 2001), presumiblemente debido al uso de un relativamente bajo numero de plantas en los
primeros estadios de la domesticacion de este cultivo fuera de su area de origen (Navot y
Zamir 1987, citado en Levi et al. 2001).

El factor geografico puede jugar también un papel determinante en los patrones de diversidad
genética. En algunos casos (Xu y Gai 2003), el origen de una poblacion ha dejado huella en su
ADN, a través de la adaptacion a un ambiente en particular, un patron gendémico que la
diferencia de otras poblaciones. Para ciertas especies vegetales, el aislamiento geografico
producido por la fragmentacion del héabitat ha propiciado la diferenciacion genética entre
poblaciones, diferenciacion que ha sido reforzada por la floracién asincrénica entre esas
poblaciones (Gonzalez-Astorga y Castillo-Campos 2004). En este sentido, las caracteristicas
geograficas donde se da el cultivo del tomate de arbol y la fenologia de la planta parecen
contribuir a que todas las poblaciones en el Ecuador sean homogéneas entre si. El tomate de
arbol en nuestro pais se siembra en un continuo en todas las provincias de la Sierra, de modo

que quizas la divisiéon en poblaciones por provincia o localidad sea un artificio porque en
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realidad las plantaciones de todo el Ecuador podrian constituir genéticamente una sola
poblacion. Las condiciones climaticas en las que se produce este cultivo no difieren
mayormente entre si, por lo que no se ha producido una adaptacion local a un ambiente
especifico. Esto, sumado a la naturaleza exogamica y a la propagacion del mismo tipo de
semillas y/o plantas a varias partes del pais, que, se sabe, ha ayudado también a la difusion de
enfermedades (Lascano s.f.), contribuiria a la homogeneizacion del acervo genético dentro del
tomate de arbol cultivado.

A pesar de observarse una limitada variabilidad genética en el tomate de arbol cultivado,
existe una gran variacion morfologica en el fruto. Un fendmeno andlogo detectado entre
cultivares de sandia (Levi et al. 2001) y en rosa (Baydar et al. 2004) parece deberse a que la
mayoria de caracteristicas que distinguen a los cultivares son caracteres cualitativos
determinados por una o pocas mutaciones que no pudieron ser detectadas por el método
empleado para el andlisis. Este tipo de plasticidad fenotipica también ocurre en especies del
género Panax; las dos formas de la especie P. stipuleanatus no pudieron ser distinguidas a
nivel genético a pesar de que pueden ser facilmente diferenciadas por la morfologia de sus
hojas. Se conjetura que esa caracteristica es controlada por unos pocos genes, no detectados
por los marcadores moleculares, y por lo tanto no es un buen indicador de diversidad genética
o taxonomia (Zhou et al. 2005). Hasta qué punto estos escenarios se corresponden con la

situacion del tomate de arbol es incierto.

9.3. Clasificacion de las variedades

Aunque la clasificacion de variedades usada haya surgido de las designaciones que los
agricultores tenian para los productos de sus propios cultivos, y a pesar de que coincide con la
propuesta por Morales (2001), podria resultar hasta cierto punto artificial porque dicha

clasificacion solamente considera color del mucilago y forma del fruto a grandes rasgos.
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Quizas otros parametros como palatabilidad, numero de semillas, composiciéon quimica o
caracteristicas fisicas de la planta deberian ser tomados en cuenta. El uso de la clasificacion
adoptada en este estudio es valido porque uno de los objetivos de esta investigacion fue
determinar si la categorizacion que se hace a nivel del campo concuerda con una

diferenciacion genética.

10. CONCLUSIONES

De acuerdo a esta investigacion se concluye que existe una base estrecha de diversidad
genética dentro de los cultivos de tomate de arbol en el Ecuador. Algunos son los posibles
factores contribuyentes para tal fenomeno. Por un lado, parece ser que como muchas especies
vegetales cultivadas, S. betaceum fue establecida como un cultivo a partir de una poblacion
relativamente pequefia, produciéndose asi un cuello de botella poblacional. El proceso de
domesticacion en esta especie parece ser relativamente reciente, lo que se evidencia en la baja
frecuencia de individuos poliploides. Esto quizds no ha permitido que se desarrollen
genotipos diferenciados adaptados a condiciones geograficas o climaticas especiales. Es
presumible que las mismas condiciones geograficas de la Sierra del Ecuador, en donde se
produce esta fruta, no propicien tal diferenciacion porque son homogéneas. La uniformidad
genética reportada también se relaciona con el sistema reproduccion de la planta, que parece
estar volcado hacia la exogamia mediada por insectos, a pesar de que la auto-fecundacion es
posible.

Es en cierta medida sorprendente el bajo nivel de transferencia de primers obtenido, dado que
la relacion entre la papa y el tomate de arbol no es tan distante, como entre otras especies en
otros ensayos, en los que contrariamente la amplificacion atn entre distintos géneros produjo
un mayor numero de productos polimorficos. Para el caso del tomate de arbol, el tamafio de

su genoma, extraordinariamente mayor, pudo haber influido en ese resultado. A pesar de este
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inconveniente, los resultados generales son congruentes con los producidos por estudios

andlogos en los que se usaron los mismos marcadores y AFLPs.

11. RECOMENDACIONES

11.1. En cuanto al protocolo

La extraccion de ADN de material vegetal cultivado in vitro resulté en muestras de
ADN notablemente mas limpias que aquellas extraidas de hojas de plantas cultivadas
in vivo. Esto hace justificable y recomendable la inversién de tiempo necesaria para la
siembra in vitro de semillas. Sin embargo, el cultivo de semillas in vitro limitd hasta
cierto punto el tipo de accesiones que se pudo incluir en el anélisis. Asi, los individuos
poliploides (tomatillos) y algunas accesiones de especies cercanas al tomate de arbol
quedaron fuera del analisis porque el material genético extraido en primera instancia
estaba impregnado con gran cantidad de impurezas. Mas importante atn, no se pudo
cultivar in vitro esos individuos, en el primer caso por contar los frutos con un
limitado (o incluso nulo) numero de semillas, y todas ellas estériles; y en el segundo
por no disponer de frutos para extraer las semillas. A pesar de que la técnica de
microsatélites no requiere de ADN de gran calidad, la presencia de impurezas en las
muestras de ADN podria afectar la amplificacion por PCR. Debido a que las hojas del
tomate de arbol son ricas en compuestos fenolicos (Pringle y Murray 1991) y con
miras a superar los problemas antes mencionados, seria apropiado adoptar un
protocolo de extraccion de ADN como el propuesto por Shiran y Mahmood (s.f.), que
es una modificaciéon del método del CTAB para plantas que producen metabolitos

secundarios.
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11.2. En cuanto al fitomejoramiento del cultivo

El analisis de variabilidad genética deberia extenderse a especies cercanas poniendo
especial énfasis en aquellas que pueden formar hibridos viables con el tomate de
arbol.

Los estudios de diversidad genética deberian ampliarse para incluir poblaciones
geograficamente mas separadas porque se esperaria una mayor diferenciacion
genética. Esto implicaria un muestreo a un nivel mayor, en el que se comparen
poblaciones de diferentes paises o regiones.

Seria recomendable complementar la busqueda de resistencia con el conocimiento de
campo que tienen los agricultores. El saber empirico de quienes estan dia a dia en
contacto con el cultivo puede abrir nuevas lineas de investigacion. Un ejemplo es la
posible resistencia a plagas en variedad morada aducida por algunos agricultores
(Morales 2001).

En ocasiones en las que los marcadores SSR mostraron un polimorfismo limitado
(Lanteri & Barcaccia) se utilizé otros marcadores (AFLP y RAPD) para diferenciar
poblaciones. Una combinacion de técnicas es lo mas adecuado. Tal combinacion
podria incluir también cpSSRs, que, dada la caracteristica haploide del genoma de los
cloroplastos y el modo uniparental de herencia de éstos, son buenos para detectar
cuellos de botella y deriva génica asi como el flujo de polen dentro de las poblaciones.
Primers de este tipo desarrollados para N. tabacum han tenido éxito amplificando en
otras solanaceas (Provan et al. 2001).

Otra linea que vaya en busqueda del mejoramiento del tomate de arbol podria incluir
la investigacion con plantas poliploides. En este caso deberia darse un proceso de
mejoramiento en el que se seleccione las plantas buscando un incremento en el tamafio

y la fertilidad del fruto (Pringle y Murray 1992).
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— Las observaciones hechas por Peakall et al. (1998) y Westman y Kresovich (1998)
demuestran que los productos de amplificacion entre especies no siempre revelan el
verdadero patrén microsatélite en la especie de transferencia. Es por esto que cuando
tal procedimiento se lleve a cabo es altamente aconsejable acompafiar el analisis con la
identificacion de las secuencias de los productos amplificados, ya sea mediante

secuenciacion o hibridacion con sondas.
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Tabla 1. Variedades de tomate de arbol descritas por diversas fuentes.

Lugar

Variedades

Fuente

Colombia

. Comun,
. Mora,
. Amarillo

Montoya et al. S.f.

Internacional

. Ecuadorian Orange,

. Goldmine,

. Inca Gold,

. Oratia Red,

. Rothamer,

. Ruby Red,

. Solid Gold,

. Yellow,

entre otras (ver NZTGA
2006)

01O\ N B~ WN =W =

CRFG 1996, NZTGA 2006

Ecuador

a)

1. Amarillo o Inca Gold,
2.Negro o tomate de altura,
3. Punton,

4.Redondo, y

5.Rojo o0 mora

b)

. Amarillo punton

. Amarillo redondo
. Amarillo gigante
. Mora comUn

. Mora gigante

. Criollo

—

a) Albornoz 1992; b) Morales
2001

Presente estudio

. Morado Gigante

. Amarillo Gigante

. Morado Comun

. Amarillo Comun

. Morado Bola (o redondo)
. Amarillo Bola (o redondo

AN B WD~ AW

Términos que se manejan en
los cultivos visitados.




Tabla 2. Sitios de coleccion de las accesiones de tomate de arbol en este estudio.

Provincia | Localidad Superficie | No. Dueiio 6
(No. de Muestras | Administrador
muestras)
Imbabura 1 Carabuela, | 1 ha. 5 Carlos
(33) Otavalo Guandinango
2 | Carabuela, | 1.5 ha 6 Segundo
Otavalo Ramirez
3 Agualongo, | 3 ha 7 Vladimir Pita
Atuntaqui
4 | Atuntaqui, | 1.5 ha 5 Julio Armas
Atuntaqui
5 Chaltura, 0.5 ha 5 n/d
Antonio
Ante
6 | Chaltura, 2 ha 5 Jimmy
Antonio Jaramillo
Ante
Tungurahua | 1 La 0.5 ha 6 Alfredo Rivera
(38) Libertad,
Pelileo
2 |La 1 ha 6 Teresa
Libertad, Villagran
Pelileo
3 Valle 800 m” 6 Abelardo Ojeda
Hermoso,
Pelileo
4 | Arteson, 250 m’ 7 Abelardo Ojeda
Pelileo
5 | El Obraje, | 600 m” 6 n/d
Pelileo
6 | Garcia 450 m* 7 Carlos Suérez
Moreno,
Pelileo
Pichincha 1 San José de | 0.5 ha 5 Jorge Garzon
(35) Puembo,
Quito
2 San José de | 40 000 m2 | 7 Jorge Vasconez
Puembo,
Quito
3 | Yaruqui, 3000m2 |5 Manuel Acuia
4 San 2000m2 |5 Victor Coéndor
Agustin
6 | Entradaa 4000 m2 5 Berta
Getsemani Dominguez
7 | Sector 2 ha 8 Simoén Ojeda
Merapec,
Cayambe
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Tabla 3. Descripcion de las caracteristicas del fruto usadas para la clasificacion de variedades

en el presente estudio.

Forma del fruto

Color endocarpo

Gigante: fruto de mayor tamafo que los otros,
tanto a lo largo como a lo ancho. El largo
generalmente supera los 8 cm.

Morado: mucilago de color morado obscuro

Comun: fruto de tamafio mediano, mas largo
que ancho y generalmente con el dapice
pronunciado.

Amarillo: mucilago de este color.

Bola: fruto de tamafio mediano, de forma
redonda, sin apice o éste muy redondeado.

Tabla 4. Accesiones de tomate de arbol utilizadas en este estudio, agrupadas por provincia de

origen y la variedad a la que pertenecen.

Imbabura Tungurahua Pichincha
Muestra | Variedad Muestra Variedad Muestra Variedad

1 |Ila MG Tla MC Pla AB
2 |IIb AG T1b MC P1d AC
3 |11d MG Tlc MG P2a AB
4 |lIle MC T1f MG P2d AB?
5 |I2b AG T2a AB P2k MC
6 |12d AC T2b MG P3b AB
7 | I3a AG T2e MG P3d AC
8 | [3¢g AB T3b MG P4b MB
9 |I4a AG T3¢ MC P4d AC
10 | I4d AB T3d AG P6a AG
11 | I5b AG T3e MB Po6e AC
12 | I5¢e AC T3f MC P7b MC
13 | Ied AC T4b MG P7c MC
14 T4c MG P7d MB
15 T4f MC P7e MB
16 T5a AB P7g MB
17 T5c AC P7h MC
18 T5e AC

19 T6a AG

20 Tog MB

Para una explicacion del codigo usado para la identificacion de las accesiones remitirse al

Muestreo (pagina 36).

texto, seccion




Tabla 5. Accesiones de tomate de arbol analizadas y agrupadas por la variedad a la que

pertenecen.
Amarillo | Amarillo | Amarillo
Comun Gigante Bola
1 12d I1b I3g
2 I5¢ 12b 14d
3 I6d 13a T2a
4 T5c I4a T5a
5 T5e I5b Pla
6 P1d T3d P2a
7 P3d T6a P2d
8 P4d P6a P3b
9 Po6e
Total amarillos: 25
Morado Morado Morado
Comun Gigante Bola
1 Ile I1a T3e
2 Tla I1d Té6g
3 T1b Tlc P4b
4 T3¢ T1f P7d
5 T3f T2b P7e
6 T4f T2e P7g
7 P2k T3b
8 P7b T4b
9 P7c T4c
10 P7h
Total morados: 25
Totales | 19 17 12
forma
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Para una explicacion del codigo usado para la identificacién de las accesiones remitirse al texto, seccion
Muestreo (pagina 36).



Tabla 6. Reactivos y volimenes utilizados para la amplificacion por PCR de los SSRs.

Reactivo Concentracion Volumen
Buffer para PCR 10X 1.0 ul
MgCl, 50 mM 0.3ulL
dNTPs (100 mM c/u) 20 mM 0.1 uL
Primer 10 uM 0.4 ul
Taq (1-2 U por reaccion) 0.2ulL
ADN 5 ng/ulL 2.0ul
Agua 6.0 uL
Total 10.0 uL

Tabla 7. Programa de PCR usado para la amplificacion de los loci microsatélites. La
temperatura de annealing (7) varia para cada par de primers (ver Tabla 8).

Paso Temperatura | Duracion
Denaturalizacion inicial 94 °C 3 min
30 ciclos de amplificacién
Denaturalizacion 94 °C 1 min
Annealing T7°C 2 min
Elongacion 72 °C 1.5 min
Elongacion final 72 °C 5 min




Tabla 8. Caracteristicas de los pares de primers usados para el analisis de las accesiones de tomate de arbol.

Coédigo | Nombre Secuencias del primer (5°-3”) Motivo Peso Temperatura | Cromosoma® | PIC® | % Individuos Incidencia
Primer | Primer® microsatélite | molecular | annealing heterocigotos de alelos
(bp)® (°C)* nulos (%)
TCTCCCCATCTTAATGTTTC ~249
S036 STM1053 CAACACAGCATSCAGATCATC (TA)L(ATC)s (168-184) 53 (53) 111 0.211 - 12
CAACTCAAACCAGAAGGCAAA ~ 186
S089 STM3012 GAGAAATGGGCACAAAAAACA (CT)4, (CT)s (153-213) 57 (57) IX 0.147 - 8
a: ~183
AATGGCTCTCTCTGTATGCT .
S114 STM5114 GCTGTCCCAACTATCTTTGA (ACC), b: ~293 57 (57) II 0.5 98 0
(288-308)
a: ~ 177
GCTATTGTTGCAGATAATACG .
S140 STM5140 GCCATGCACTAATCTTTGATTC (AAT), b(:z(}g)S 50 (57) v 0.255 32 0
TGAAAGCCAATCTCACTGGA ~199
S182 STG0004 TATAATTGGCTTGCGAGTGC (GT)s (~200) 55 (55) XI 0.18 - 10
CGATCTCTGCTTTGCAGGTA ~173
S188 STG0010 GTTCATCACTACCGCCGACT (TG)s (150-170) 54 (55) 111 0.32 - 20
GCTCATTTGACTGCTAAACCC ~ 157
S208 STG0033 GAAAGAATTGTGCCGTCGAT (CGG)s (148-162) 55 (55) I 0.077 - 4
a:~ 187
CAGCAAAATCAGAACCCGAT :
S209 STI0001 GGATCATCAAATTCACCGCT (ATT), b: ~ 181 55 (55) v 0.078 4 2
(186-208)
a:~ 187
GCGAATGACAGGACAAGAGG :
S221 STI0023 TGCCACTGCTACCATAACCA (CAQG), b: ~ 184 50 (60) X 0.449 68 0
(130-205)
ACCTTTGAGGAATTGCAGGA ayb: s
S228 STI0035 CATTGAAGGAGTTCCAGTCC (TTC), 10(; 1(;;)2 50 (57) - 0.514 6 38
CCAAATGAGGCTAAGGGTGA ~102
S231 STI0038 GGCCAAGAAAATCAAGAACG (CTG), (110-115) 50 (58) v 0.241 - 14

a . . . . . y qe . . . .y
Este el nombre con el que se conoce el primer a nivel internacional, mientras que el codigo es el nombre que se le fue asignado para esta investigacion

El primer ntimero es el peso aproximado del microsatélite conforme se determiné en este estudio; entre paréntesis consta el rango de peso esperado establecido en papa; las
letras designan los distintos alelos.
C . , . ’, . .

El primer niimero corresponde a la temperatura usada en este estudio; el segundo, entre paréntesis, es la temperatura de annealing recomendada para papa.

d , . 21 .
El nimero corresponde al cromosoma de papa. Se asume que el cromosoma en el que se encuentra cada microsatélite se corresponde en el tomate de arbol.

.°Para el calculo del PIC se consideraron también los alelos nulos.
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Tabla 9. Protocolo de tincion con plata de los geles de acrilamida.

Paso Solucion Tiempo Observaciones

Fijacion Etanol absoluto al 10%, Acido | 5 min. 10 usos.
acético al 0.5%

Tincion Nitrato de plata (1.5 g/L), | 6-7 min. En obscuridad. Agitacién
formaldehido 37% (1.5 mL/L) constante.

Lavado Agua destilada 15s.

Revelado Hidréxido de sodio (15 g/L), | 3-5 min. Realizar en la obscuridad. 4
formaldehido 37% (2 mL/L), usos.

Parada Solucién de fijacion 2 min.

Tabla 10. Valores de similitud genética entre todas las accesiones utilizando el coeficiente de Jaccard y agrupados por lugar de origen y por
variedad de las muestras de tomate de arbol.
Se indican el respectivo tamafio de la muestra (n), promedio (P), desviacion estandar (SD) y valor minimo (M).

a) Comparacion de valores entre todas las muestras de Imbabura. n =13, P =0.89, SD = 0.098, M = 0.64
I1a 11d Ile 139 I13a 14a 12b I1b 12d 14d I15b 15e 16d
11a 1,00
I11d 0,82 | 1,00
Ile 0,75 | 1,00 | 1,00
139 0,751 1,00 | 1,00 | 1,00
13a 0,75]1,00 (1,00 | 1,00 | 1,00
14a 0,67 10,92 10,92 ]0,92|0,92 | 1,00
12b 0,82 1,00]0,92]0,92 0,92 0,85 | 1,00
I11b 0,67 10,92 ]0,92]0,92092|100|0,85| 1,00
12d 0,73]10,92(0,92|0,92|0,92|0,83| 1,00 | 0,83 | 1,00
14d 0,78 1090 (0,82|082|0,82|082]|1,00|0,82]| 1,00 1,00
I15b 0,64 |0,86|087]087]087]080|092|080|0,92|0,83] 1,00
15e 0,69]0,92]0,93]0,93]0,93]0,86|092|0,86|1,00|091| 1,00 | 1,00
16d 0,80 0,83|0,77 0,770,771 083|083|083|0,75|0,80]0,67|0,71| 1,00

LL



b) Comparacion de valores entre todas las muestras de Tungurahua. n =20, P = 0.87, SD = 0.090, M = 0.64

T2b | T4c | T3e | T6g | T5a | T3d | T5¢c | T6a | T5e | Tla | Tib | TAf | T2e | T3b | Tlc | T3c | T3f | T4b | T4f | T2a
T2b | 1,00
T4c | 1,00 | 1,00
T3e |1,00]1,00] 1,00
T6ég | 1,00 1,00]| 1,00 | 1,00
T5a |0,83]|0,83|0,83|0,83]| 1,00
T3d /092]092]092]092]0,91]1,00
T5¢ 10,83]083|083|0,83]0,82]0,75] 1,00
T6a |092]092|092]092|0,91|0,83]0,91]1,00
T5e |0,83]|083|0,83|0,83|0,82|0,75]1,00]0,91|1,00
Tla |0,82)082|0,82|0,82|0,80|0,80]|1,00]|0,90]1,00] 1,00
Tib 10,75]0,75]0,75|0,75]0,80]0,73]1,00|0,90|12,00]|1,00] 1,00
Tif 1,00100|2100|200)083/092]|083]|092|0,83|0,82]0,75]1,00
T2e |093]093|093|093|0,77]085]0,77]0,85|0,77/0,82|0,75| 0,93 | 1,00
T3b |0,86)|086]|0,86]|0,86]|0,69]|0,77]083|0,77/0,83|0,90|0,82|0,86|0,93| 1,00
Tlc |0,86)|0,86|0,86|0,86|0,69|0,77 069 |0,77|0,69|0,82)|0,75|0,86| 093] 0,86 | 1,00
T3¢ |093]093]093|093|0,77085]0,77]085|0,77/0,82|0,75/0,93|1,00]0,93]0,93]1,00
T3f 093]/093/093|093|0,77|085]0,77]085|0,77]0,82|0,75/0,93/1,00/0,93]0,93]1,00]1,00
T4b | 0,86|0,86|0,86|0,86|0,77|0,85|0,77]085|0,77 0,90 |0,82|0,86|0,93)|0,86|0,86]|093]|0,93]| 1,00
TAf 0,79]10,79]0,79|0,79|0,75|0,69]0,75/0,83|0,75/0,82|0,82|0,79]|0,86|0,79|0,92| 0,86 | 0,86 | 0,79 | 1,00
T2a |100)100|100]100|089|100]0,78]/089|0,78|0,86|0,75/1,00|1,00]|064]0,89]1,00|1,00|1,00]0,78] 1,00
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c) Comparacion de valores entre todas las muestras de Pichincha. n=17, P =0.83, SD=0.111, M = 0.50

P2k | P4b | P7g | P7b | P7c | Pla | P3b | P1d | P3d | P7d | P7e | P7h | P2a | P6a | P6e | P4d | P2d
P2k | 1,00
P4b | 0,83 | 1,00
P7g [085]0,83] 1,00
P7b | 0,67 | 0,73]|0,75| 1,00
P7c 1083]0,82)0,92 0,82 1,00
Pla |091]082)091|064|082]1,00
P3b | 083|082)092)|0,67]|083]|0,82]1,00
P1d |085|083)|100)|0,75]|0,92]0,91|0,92 1,00
P3d |0,83/082)092)|082]|100)0,82]|0,83]|0,92] 1,00
P7d |0,73|/0,71,086|064)|079]|0,77]0,79]0,86|0,79 | 1,00
pP7e |10,73]0,71)|086|064)|0,79|0,77|0,79]0,86|0,79 1,00 1,00
P7h | 0,71|057/0,71|050)|064]|075|064|0,71]0,64|0,86 0,86 | 1,00
P2a |0,73]0,71)|0,86|064|0,79|0,77|0,79]|0,86|0,79|0,87]0,87|0,73|1,00
P6a | 0,77]0,75]|092|067)083|082|083]|092|0,83]0,92]0,92 0,77 1,00 | 1,00
P6e |0,71,069)|085|075/092|0,75|0,77]085]0,92|0,86|0,86|0,71|0,86 | 0,92 | 1,00
P4d |0,79|0,77,092|069)08]083/085[0,92|0,85]0,93]0,93|0,79|0,93|1,00]|0,92 1,00
P2d |0,73|/060)0,73)|053]|067]0,77]0,67]0,73]0,67]087]0,87]0,86|087085]|0,73]|0,80]1,00
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d) Comparacion de valores entre todas las muestras de la variedad Morado. n =25, P =0.84, SD =0.114, M = 0.50

la |11d |I1le |T2b | T4c | T3e | T6g | P2k | P4b | P7g | P7b | P7c | Tla | Tlb | T1f | T2e |T3b | Tlc | T3c | T3f | T4b | T4f | P7d | P7e | P7h
I1a 1,00
I1d 0,82 | 1,00
Ile 0,75]1,00 | 1,00
T2b 0,75]11,00| 1,00 | 1,00
T4c 0,75]11,00 1,00 | 1,00 1,00
T3e 0,75/100]100]1,00)1,00] 1,00
T69g 0,7/5/100]100]|100)1,00]1,00]1,00
P2k 0,58 0,77,0,79,079]0,79]0,79] 0,79 | 1,00
P4b 0,64 |0,75|0,77 | 0,77 0,77 0,77 | 0,77 | 0,83 | 1,00
P7g 0,67]092]092 092092092092 ]0,85]|0,83] 1,00
P7b 0,80 |0,67]069069]|069]069)|0,69]|067|0,73][0,75]|1,00
P7c 0,73,083/08]08)/085|085|0,85]/0,83|0,82)0,92|0,82 1,00
Tla 0,78090,82082,082)|082)|0,82]|067|064)]|082)|0,64|0,82] 1,00
T1lb 07082075075 0,75]0,75|0,75|0,67]064]0,82)|0,64|0,82 ] 1,00 | 1,00
TIf 0/5(100]100]100)100|100)100]|079|0,77]092|0,69|0,85]0,82|0,75]| 1,00
T2e 069092093093/ 093]093/093|0,73|0,71]0,86|0,64]|0,79]0,82)|0,75]0,93 | 1,00
T3b 0,62085]|086|0,86)|0,86|086)|086|067|064]|079]057/0,71]09 |0,82]0,86|0,93]1,00
Tic 0,75/085)|0,86 | 0,86 | 086|086 | 0,86 | 067 |064]|0,79|069|085,082]|0,75]|0,86|0,93 0,86 | 1,00
T3c 069092093093 ]093]093]|093/|0,73/0,71|{0,86|0,64|0,79/0,82]0,75]/0,93|1,00|0,93]|0,93]1,00
T3f 0690921093093/ 093|093/093|0,73|0,71]0,86|0,64|0,79]082/0,75/093|1,00|093]0,93]1,00] 1,00
T4b 0,7/5/092]0,86|0,86)|0,86|086|086|067|064]|079]057/0,71]09 |082|0,86|0,93]|0,86]0,86|0,93]|0,93]|1,00
T4f 067)0,77/079/079]079]0,79/0,79]0,71,069]085]0,75|/092082|082]0,79|0,86]0,79]0,92]0,86|0,86 0,79 (1,00
P7d 0691092093093 ]093]|093|093(0,73]0,71|0,86)0,64|0,79,082]0,75/0,93|100(093|093[1,00|1,00]|0,93]0,86 1,00
P7e 069092093093 ]093|093/093|0,73/0,71|0,86)|0,64|0,79/082]0,7/5[0,93)1,00|093]093|1,00]1,00|0,93]0,86]1,00] 1,00
P7h 0540771079079 079]079/0,79|072|057]0,72/050)064080,0,73]/0,79|086]092|0,79]/0,86]0,86]0,79]0,71)|0,86]0,86 | 1,00
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e) Comparacion de valores entre todas las muestras de la variedad Amarillo. n =25, P =0.86, SD = 0.089, M = 0.60.

I3g [IB3a |[l4a | Tha | T3d | T5c | T6a | T5e | Pla | P3b | Pid | P3d [I2b |[I1b [I12d |14d |I5b |15e |16d | T2a | P2a | P6a | P6e | P4d | P2d

13g 1,00
13a 1,00 | 1,00
14a 0,92 | 0,92 | 1,00

T5a 0,8310,83 0,91 | 1,00

T3d 0,92]10,92 0,83 ]091 1,00

T5c 083]083]091|0,82]|0,75] 1,00

T6a 0921092100091 ]0,83]0,91 | 1,00

T5e 0,83)083/091,082|0,75[1,000,91 | 1,00

Pla 08308309109 |082]0,80|0,90| 0,80 | 1,00

P3b 08085092082 |0,75|/082 091|082 | 0,82 | 1,00

Pid 092]092]100,091]083]091 100091091092 1,00

P3d 08085092082 |0,75/082,091|0,82|0,82|0,83| 0,92 1,00

12b 09209208 ,083|092]|083/092|0,83]|0,75|0,770,85|0,77 | 1,00

11b 092092100091 |083]|091|100(091]091[0,92|1,00]|0,92|0,85] 1,00

12d 092092083083/ 092,075/083|0,75/0,75]0,75]0,83)|0,75|1,00|0,83] 1,00

14d 08208208209 /090 080|090 0800,73]0,73]082]|0,73]100)0,82]1,00]| 1,00

15b o87,087)080),071/0790712/079|072/0,71]0,73]080/0,73]092|0,80]0,92|0,83] 1,00

15e 093|093|086|07708]0,77|085|0,770,77]0,79,0,86|0,79]092|0,86|1,00|0,91|1,00] 1,00

l6d o,770,77,083,082|0,75/082|091/082]0,73|[0,75,083|0,91]0,83|0,83|0,75|0,80]0,67|0,71] 1,00

T2a 100100089089 |100)0,78)08)078)0,78|0,78|0,89|0,78|1,00|0,89|1,00]|1,00]| 0,90 |1,00]|0,78 | 1,00

P2a 093093086 0,77085]|0,77 085 |0,77 0,77 /0,79 |0,86|0,79)|092)]|086)08]0,75][093]0,93|0,71 0,90 | 1,00

P6a 1,00/100|092]083|092,083,092]083,0,82|083]092|0,83|1,00/0,92 09209 ]0,92/0,92]0,83]1,00]1,00] 1,00

P6e 092092|08075/083]|0,75/083|0,7/5]0,75]|0,77,085/|092]085{0,85,0,83|0,73]0,80|0,86|0,83|0,89|0,86|0,92 ]| 1,00

P4d 1,00/100(092)083|0,92,083,092]083,0,83,085,092|0,85,0,92|0,92092|0,82)|0,87|0,93]0,77|1,00)0,93|1,00]0,92] 1,00

P2d 08o0jo0s80)073|064|0,71]0640,71|064)0,77|067|0,73|067,08)073]08]0,75]/0,93]0,93]0,600,80]0,87|0,85]|0,73|0,80] 1,00
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f) Comparacion de valores entre todas las muestras de la variedad Comun. n =19, P =0.83, SD =0.109, M = 0.50.

lle | T5c | T5e | P2k | P7b | P7c | P1d | P3d | Tla | Tib | T3c | T3f | T4f |P7h [I12d |I5e |l6d | P6e | P4d
Ile 1,00
T5c 0,83 | 1,00
T5e 0,83 1,00 | 1,00
P2k 0,79 10,75 0,75 | 1,00
P7b 0,69 10,64 | 0,64 | 0,67 | 1,00
P7c 085/0,82]082]0,83]|0,82] 1,00
Pid 092091091085 )|0,75[0,92 | 1,00
P3d 085082082 083]082]1,00]0,92| 1,00
Tla 082100 100 |067|064)082)|0,82]0,82] 1,00
Tlb 0,7/5/100]100]067)|064|082)|082]|082]|1,00] 1,00
T3c 093,0,77]10,77]0,73]064]079/0,86|079|0,82]0,75]|1,00
T3f 093,0,77077]073/064|079|086]0,79]0,82]|0,75|1,00| 1,00
T4f 079)075/075/071,0,75]092/|0,85]092|0,82]|0,82|0,86 | 0,86 | 1,00
P7h 079075075071 050]|0,64|0,71|0,64]080]|0,73]|0,86|0,86|0,71 1,00
12d 092/075]075]069)|058|075/083|/0,75/089]0,80|1,00|1,00]0,83]|0,83] 1,00
15e 093,0,77077]073|]064]079/086[079|082]|0,75|1,00]1,00]0,86|0,86] 1,00 1,00
led 0,77/082]082,069|0,73]091/083|091|0,90 )09 0,71/0,71]083|0,57]0,75|0,71]1,00
P6e 092075075071 075]092085|092082]|0,75|0,86|0,86|085]|0,71]0,83|0,86|0,83]1,00
P4d 1,00/083]083|0,79/069]085]|0,92,085|0,82]0,75]/093,093|0,79]0,79]0,92)0,93|0,77 10,92 1,00

[4:]



g) Comparacion de valores entre todas las muestras de la variedad Gigante. n =17, P = 0.89, SD = 0.088, M = 0.62.

lla |11d [I13a |l4a | T2b | T4c | T3d | T6a | Tif | T2e | T3b | Tlc | T4b | I12b |I11b | I5b | P6a
I1a 1,00
I1d 0,82 | 1,00
I3a 0,75 11,00 | 1,00
14a 0,67 1092 |0,92 | 1,00
T2b 0,75]1,00|1,00|0,92 | 1,00
T4c 0,7/5/100]1,00]0,92]1,00] 1,00
T3d 0,73/092]092]0,83)0,92]0,92|1,00
T6a 0,73/1092]0,92|1,00]0,92]0,92|0,83| 1,00
Tif 0,75]/100|1,00|0,92 1,00 |1,00]|0,92]|0,92] 1,00
T2e 069]092]093]086)|093|093|0,85|0,85|0,93]1,00
T3b 062,085]|086|079]|086|086|0,77|077|0,86]093|1,00
Tlc 0,/5/085)086|079)|0,86|086|0,77077]0,86)|093]|0,86 | 1,00
T4b 0,75/092|0,86|0,79086]0,86|085]0,85|0,86|0,93|0,86|0,86| 1,00
12b 0,82]100|092|085]092]0,92 092|092 |092|092|092]|0,85]1,00] 1,00
11b 067]092]092 100|092 ]092|083]100/|0,92]086|0,85]|0,79]0,79|0,85] 1,00
15b 06408087080 )087]087|079(079|087]093|0,82]|0,87]0,87)0,92]0,80]|1,00
P6a 082)100]100]092)100|100/092]092|1,00)]09]0,80)085]0,92|1,00]0,92]|0,92]1,00

€8



h) Comparacion de valores entre todas las muestras de la variedad Bola. n =12, P =0.87, SD = 0.098, M = 0.60.
I3g | T3e | T6g | Tha | P4b | P7g | Pla | P3b | P7d | P7e | T2a | P2a | P2d
13g 1,00
T3e 1,00 | 1,00
T6g 1,00 | 1,00 | 1,00
Tha 0,83 0,83|0,83| 1,00
P4b 0,77 | 0,77 | 0,77 | 0,90 | 1,00
P79 0,92 10,92 0,92 | 0,91 | 0,83 | 1,00

Pla 083]083|0,83|0,9 |0,82]0,91 | 1,00

P3b 085085085082 ]082]0,92]0,82| 1,00
P7d 093|1093/093|0,770,71]0,86|0,77 | 0,79 | 1,00
P7e 093/093]093|0,77|0,71]0,86|0,77 0,79 1,00 1,00
T2a 1,00 /100|100/|089|080]089]|0,78 0,78 |1,00]1,00]|1,00

P2a 093/093,09,0,770,71]086|0,77|0,79|087| 087|090 | 1,00

P2d 0,80 0,80 0,80 064|060)0,73|0,77 | 067]087]0,87)0,80]0,87 1,00

Tabla 11. Promedio, valores maximos y minimos y desviacion estandar de los valores de similitud genética obtenidos con el coeficiente de
Jaccard y agrupados por variedades y lugar de origen de las accesiones de tomate de arbol.

Criterio de agrupacion Promedio Desviacion Maximo Minimo
estandar

Lugar de origen
Imbabura 0,8855 0,0988 1,000 0,6429
Tungurahua 0,8738 0,0904 1,000 0,6429
Pichincha 0,8253 0,1109 1,000 0,5000

Variedades
Amarillos 0,8634 0,0888 1,000 0,6000
Morados 0,8392 0,1142 1,000 0,5000
Comunes 0,8303 0,1089 1,000 0,5000
Gigantes 0,8910 0,0883 1,000 0,6154
Bola 0,8712 0,0980 1,000 0,6000
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Tabla 12. Ejemplos de transferencia de primers SSR en plantas, con el numero de loci amplificados (A), el nimero de loci polimorficos (P) y el
numero total de loci muestreados (n).

Fuente de SSRs Transferidos a: A (%) P (%)* | n | Referencia
Glycine max (soya) G. microphylla 19 (61) n.d. 31 | Peakall et al. 1998
G. clandestina 19 (61) 17 (55)
G. falcata 15 (48) n.d.
Kennedia rubicunda 3(15) 1(5) 20
Vicia faba 1(5) 0
Vigna unguiculata 4 (20) 1(5)
Vasconcellea x heilbornii | V. chilensis 6 (67) 2 (22) 9 Kyndt et al. 2006
(babaco) V.monoica 7 (78) 3(33)
V.stipulata 9 (100) 7 (78)
V. quecifolia 6 (67) 1(11)
V. parviflora 7 (78) 4 (44)
Jacaratia digitata 6 (67) 0
Carica papaya 5(56) 1(11)
Arabidopsis thaliana Brassica napus 15 (88) 8 (47) 17 | Westman y
B. rapa 16 (94) 7 (41) Kresovich 1998
B. carinata 17 (100) 1(5.8)
B. nigra 16 (94) 10 (59)
Pinus radiata y P. taeda P. elliottii var. elliottii | 29 (58) 23 (46) | 50 | Sheperd et al. 2002
y P. caribaea var.
hondurensis
Annona cherimola A. squamosa 14 (93) n.d. 15 | Escribano et al.
(chirimoya) Rollinia emarginata 2004
12 (80) n.d.
Solanum tuberosum S. betaceum 15 (28) 4(7.5) 53 | Presente estudio

Modificado a partir de Peakall et al. 1998.
* Se considerd a un SSR polimorfico cuando presentaba por lo menos dos alelos. El porcentaje de loci polimérficos se calculd en relacion al
total de loci muestreados (n).
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14. FIGURAS

Figura 1. Vista externa del fruto y corte transversal de cada una de las variedades propuestas para el tomate de arbol en este estudio.

=

a) Amarillo Gigante

b) Morado Gigante
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¢) Amarillo Comun

d) Morado Comtn
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e) Amarillo Bola

f) Morado Bola
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Figura 2. Geles de acrilamida en los que se muestra la separacion por electroforesis de
productos de amplificacion por PCR de algunos de los pares de primers usados en el estudio
para analizar las accesiones de tomate de arbol.

a) Gel de acrilamida de amplificaciones con el primer S140. Se hace evidente el
monomorfismo y la presencia de individuos heterocigotos



Primer 208

b) Gel de acrilamida de amplificaciones con el primer S208, en el que se hace evidente un
patrén monomorfico.
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Primer 228

c¢) Gel de acrilamida de amplificaciones con el primer S228, en el que se hace evidente el

patrén monomorfico, la presencia individuos heterocigotos y la presencia de alelos nulos.
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Figura 3. Dendrograma generado por el método UPGMA, usando el coeficiente de similitud de Jaccard, a partir de los patrones de bandas
generadas por 11 pares de primers de SSRs en 50 accesiones de tomate de arbol.
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Junto a cada accesion y entre paréntesis se especifica la variedad a la que pertenece. Se distinguen 6 grupos de genotipos idénticos, identificados con letras. A
nivel de valor de similitud de aproximadamente 0.82 se distinguen 4 grupos grandes, identificados con numeros, y un par de muestras (I1a y P7b) separadas
del resto.
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14. ANEXOS
Anexo 1. Comparacion de caracteristicas entre los marcadores moleculares mas populares.
Caracteristica | Isoenzimas | RFLPs RAPDs SSRs AFLPs
Costo de bajo medio bajo alto bajo
desarrollo
Nivel de Bajo Medio Medio Alto medio
polimorfismo
Automatizacion | No No Si/no Si/no Si/no
Confiabilidad | Alto Alto Bajo Alto Medio
Grado de pericia| Bajo Bajo Bajo Bajo/Medio | Medio
requerido
Naturaleza del | Codominante | Codominante | Dominante Codominante | Dominante
marcador
Control genético| Unilocus Uni-/multilocy Multilocus Unilocus Multilocus
Cobertura del | Pobre Media Alta Alta Alta
genoma
Localizacion Loci que se | Agrupados Ubicuito Ubicuito Ubicuito
dentro del genon| expresan,

agrupados
Tomado de Bhat (s.f.).

Anexo 2. Plagas y enfermedades que afectan al tomate de arbol y su tratamiento.

Artrépodos:

Nombre comiin Nombre cientifico Tratamiento

Chinche de las Leptoglossus zonatus | Permetrina

flores y del fruto. Cipermetrina
Diazinon

Chinche de encaje | Corythueasp. Acidos grasos
Azadirachtina

Cochinillas Iceria purchasi Aceite agricola
Verticillium lecanii
Dienocloro

Pulgén Myzus sp., Aphissp. Verticillium lecanii

Pirimifos — metil
Aphidius colemani

Gusano trozador

Spodoptera sp.

Bacillus
thuringiensis
Alfacipermetrina
Extracto ajo-aji




Nematodos:
Nombre comiin Nombre cientifico Tratamiento
Nematodo Meloidogyne spp. Acidos grasos
nodulador Azadirachtina
Carbofuran
Fenamiphos
Nematodo de la Tylencorrhynchussp. Acidos grasos
Lesion Azadirachtina
Ethoprophos
Hongos:
Nombre comin | Nombre cientifico Tratamiento
Tizén de la hoja | Phytophthora Trichoderma
o lancha infestans lignorum
T. viride.
Cobre
pentahidratado
Oxadixyl +
Mancozeb
Tiz6én menor de | Alternaria solani Cobre
la pentahidratado
hoja o Mancozeb
alternariosis
Oidio o mildiu | Oidiumsp. Pyrazophos
polvoriento
Tridemorph
Azufre
Antracnosis Colletotrichumsp. Bacillus subtilis
Gloeosporiumsp. Oxicloruro de Cobre
Muerte de Fusarium oxysporum. | Gliocladium roseum
plantulas Rhizoctonia solani Trichoderma spp.
Iprodione
Muerte Verticillium sp. Benomyl
descendente
Imazalil.
Muerte de los Diplodia sp. Carbendazin
apices
Oxadixyl +

Mancozeb

94



Bacterias:
Nombre . L .
, Nombre cientifico Tratamiento
comun
Pudricion de la | Pseudomonas Burkholderia
base solanacearum cepacia Bacillus spp.
Cobre
pentahidratado
Cobre (+) Mancozeb
Bacteriosis Xanthomonas Burkholderia
michiganensis cepacia Bacillus spp.
Oxicloruro de Cobre
Virus:

Nombre comun

Tratamiento

Mosaico del
tamarillo (TaMV),
mosaico rugoso,
mosaico del pepino
(CMV), mosaico de
la alfalfa (AIMV),
mosaico arabico
(AMV) entre otros.

Erradicacion de vectores y de las plantas

afectadas.

Tomado de MAG (2001) y modificado a partir de Velastegui 1988 y de Eagles et al. 1994.
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