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RESUMEN 

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza de mayor importancia económica en todo el planeta y uno de  los vegetales más consumidos en el mundo. Las especies silvestres emparentadas  son nativas de diversos hábitats que van desde Ecuador, Perú, hasta Chile y han  sido empleadas para generar variedades adaptadas a factores bióticos y  abióticos específicos en todo el mundo. Con el objetivo de evaluar la variación  morfológica y genética en la colección de germoplasma de la Universidad  Nacional de Loja (UNL) en Ecuador, se seleccionaron cuatro especies silvestres: Solanum pimpinellifolium,  Solanum neorickii, Solanum habrochaites, Solanum lycopersicum var. cerasiforme.  Con los caracteres morfológicos (20 cuantitativos, 20 cualitativos) se  detectaron diferencias fenotípicas en los componentes vegetativos y los  relacionados con la flor y el fruto. Sólo S. habrochaites se diferenció  sobre la base de estos caracteres. La diversidad y estructura genética de las  especies se determinó con 17 loci microsatélites. A pesar de que ninguno de los índices de variabilidad mostró  diferencias estadísticamente significativas, debido a la gran varianza que  presentan, la especie S.  neorickii mostró los menores valores de variabilidad genética.  Las distancias individuales, el número de grupos estructurados genéticamente y  la diferenciación genética (FST)  fueron congruentes y revelaron cuatro grupos diferenciados correspondientes a  cada especie estudiada.
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ABSTRACT 

The tomato (Solanum lycopersicum L.) is the most  economically important vegetable worldwide and one of the most consumed vegetable in the world. It’s wild relatives are native of various habitats ranging from Ecuador, Peru, and Chile and have been employed to  generate varieties adapted to  specific biotic and abiotic  factors worldwide. In order to evaluate  the morphological and genetic variation in  the germplasm collection at the National  University of Loja (UNL) in Ecuador,  four wild species were selected: Solanum  pimpinellifolium, Solanum neorickii, Solanum habrochaites, Solanum lycopersicum var. cerasiforme. With the  morphological variables (20 quantitative,  20 qualitative) phenotypic differences  in vegetative components and related to flower and fruit were detected.  Only S. habrochaites was differentiated based on these variables. The  diversity and genetic structure of the species were evaluated with 17 microsatellite loci.  In spite of none of the variability indexes showed statistically significant differences  due to the large variance presented, the species S. neorickii exhibited the lowest genetic variability values. The individual genetic distances, the  number of groups genetically structured and the genetic differentiation  (FST) were congruent and revealed four groups corresponding to each species tested.

Key words:  germplasm  bank, Ecuador, microsatellites, tomato, genetic variation.



 

 

INTRODUCCIÓN

El tomate (Solanum lycopersicum L.)  es considerado una de las hortalizas de mayor importancia en muchos países del  mundo y constituye aproximadamente el 30 % del consumo de verduras de los  países en desarrollo, lo que representa cerca del 65 % de la producción mundial  (1).

  

  El centro primario de origen del tomate y de mayor distribución de las especies  silvestres emparentadas, comprende las regiones situadas a lo largo de la  Cordillera de los Andes, en el territorio que hoy comparten Colombia, Ecuador,  Perú, Bolivia y Chile, incluidas las Islas Galápagos (2), donde crecen  espontáneamente las especies silvestres del género Solanum. Estas  plantas viven en una gran variedad de hábitats, desde el nivel del mar en la  costa árida del Pacífico, hasta sobre los 3300 m s. n. m. en numerosos valles  del lado oeste de los Andes (3).

  

    La forma más primitiva del tomate cultivado es la variedad botánica Solanum lycopersicum var. cerasiforme (tomate cereza), que habita las regiones tropicales y subtropicales de Ecuador  y Perú (4) y desde donde fue probablemente difundida en épocas precolombinas a  toda América tropical. En Ecuador se encuentran  también en forma silvestre las especies S. neorickii y S. habrochaites,  mientras que en Perú se hallan además S. chilense, S.  chmielewskii, S. pennellii, S. peruvianum y  en el norte de Chile, S.  chilense, todas ellas con frutos de color verde. Las formas más  evolucionadas, comestibles, de fruto rojo o amarillo en su madurez que se  encuentran en forma silvestre en el Ecuador son S. cheesmaniae y S. pimpinellifolium, mientras que en el Perú está la última  citada  .

  

  Las  especies silvestres relacionadas con el tomate poseen atributos individuales de  importancia potencial para el mejoramiento de las variedades cultivadas (5);  sin embargo, antes de promover la utilización de las especies silvestres, es  necesario conocer la variabilidad genética conservada en su hábitat natural,  realizar su inventario, descripción y caracterización.

  

    Gran número de accesiones de especies silvestres y variedades cultivadas de  tomate se mantienen en bancos de germoplasma de todo el mundo. Los caracteres  morfológicos permiten diferenciar accesiones, determinar materiales promisorios  y su utilidad para el mejoramiento genético. Por otra parte, los marcadores moleculares  como los microsatélites (SSR) son ventajosos en la diferenciación de  accesiones, identificación de la variedad y trazabilidad del producto, ya que  han demostrado ser altamente potentes para distinguir cultivares de tomate  estrechamente relacionados (6–8), sin estar afectados por las condiciones  ambientales. Las técnicas de caracterización morfológica y molecular se  complementan entre sí, en la medida en que la diversidad molecular no considera  las interacciones genotipo-ambiente, por ello ambos métodos en conjunto pueden  proveer un conocimiento amplio y real de la diversidad de especies.

  

    El banco de germoplasma del Centro de Biotecnología de la Universidad Nacional  de Loja-Ecuador (UNL), posee alrededor de 2 000 accesiones del género Solanum. Este material ha  sido caracterizado parcialmente a nivel morfológico, además de que en trabajos  previos las accesiones ecuatorianas han sido tradicionalmente subrepresentadas.  Este estudio propone caracterizar fenotípica y genéticamente cuatro especies  silvestres del género Solanum, en su mayoría  recolectadas en territorio ecuatoriano, con el objetivo de determinar la  extensión de su variabilidad y establecer la utilidad de los marcadores  moleculares en la diferenciación de las especies propuestas.

 

MATERIALES  Y MÉTODOS

El material empleado en el  presente estudio pertenece a la colección del banco de germoplasma del Centro  de Biotecnología de la UNL. Procede de recolectas realizadas en una amplia área  geográfica que comprende el centro primario de diversidad del tomate (Ecuador y  Perú, Figura 1), ejecutadas por el equipo del Centro de Biotecnología de la  UNL, en colaboración con el Parque Nacional Galápagos, el Centro de  Conservación y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV) de la Universidad  Politécnica de Valencia, la Universidad Nacional de Piura-Perú y la Universidad  Nacional Pedro Ruíz Gallo de Lambayeque-Perú.





  

  Las coordenadas geográficas se determinaron por un sistema global de  posicionamiento basado en la ubicación relativa con respeto a un sistema artificial  satélite (GPS, Magellan XL, San Dimas-California).

  

  Se estudiaron cuatro especies silvestres del género Solanum sección Lycopersicon [dos del grupo Lycopersicon (Solanum pimpinellifolium L., Solanum lycopersicum var. cerasiforme Dunal), una del grupo Eriopersicon (Solanum habrochaites S. Knapp y D.M. Spooner) y una del grupo Arcanum (Solanum neorickii D.M. Spooner, G.J. Anderson y R.K. Jansen).

  

  La caracterización morfológica se realizó en 659 plantas pertenecientes a 146  accesiones (en promedio cinco plantas por accesión) de las cuatro especies  silvestres antes mencionadas (9), mientras que la caracterización molecular se  estimó en 194 plantas, como se detalla en la Tabla I.





  

  El análisis de las variables morfológicas se describe según diversos autores  (9). En este estudio las variables no correlacionadas (≤ 0,85) se separaron en  dos grupos: las vegetativas y las relacionadas con los componentes de la flor y  el fruto. Con estos grupos se realizó un análisis de clasificación de coordenadas  principales con las cuatro especies silvestres, utilizando el índice de  similitud de Gower, mediante el paquete estadístico PAST (10).

  

  Con estas mismas variables se obtuvo la matriz de distancia Euclidiana  (cuantitativos) y de similitud (cualitativos), para  construir un cladograma con el método de  agrupamiento UPGMA. Posteriormente para comprobar la robustez de la  construcción, se realizó una prueba de Mantel, mediante el programa  NTSYSpc-2,02 g (11).

  

  Para la caracterización molecular, el ADN fue extraído a partir de 100 mg de  hojas conservadas a -86   °C, con  el  método del bromuro de  cetil-trimetil amonio (CTAB) con algunas modificaciones  . La calidad y cantidad del ADN extraído se estimó  mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8 % y bromuro de etidio (3 %),  corrido durante 50 minutos a 140 voltios en tampón TBE 1X. Las bandas se  visualizaron en un transiluminador UVITEC  BTS-20.LM a 320 nm y se comparó su intensidad con el patrón de bandas  del marcador Trackit Lambda DNA/Hind III  fragments (INVITROGEN). El ADN fue llevado a una concentración final de 10 ng/µL para un volumen final de  50 µL en una solución  amortiguadora Tris EDTA.

  

  De un total de 44 pares de cebadores de tipo microsatélite descritos (12), se  escogieron 27, sobre la base de su polimorfismo y valoración de la calidad de  las bandas (Tabla II).





  

  Cada reacción de amplificación se realizó para un volumen final de 15 µL: 1 µL de ADN genómico, 1,5 µL de 10X tampón [1X], 1,5 µL de cada cebador    [1 µM], 1 µL de  desoxirribonucleótidos    [0,1mM] (BIOSYNTHESIS),  0,5 unidades de la enzima Taq ADN polimerasa  (INVITROGEN) y MgCl2 hasta una concentración de 2 mM, con excepción  de algunos loci en que se cambió la  concentración final de la sal (Tabla II).

  

  La PCR se realizó en un termociclador iCycler de BioRad, con el programa de  amplificación descrito (12): un ciclo de 94   °C (3 min), 30 ciclos  de la siguiente forma [55° (45 seg), 72° (1 min, 45 seg), 94 oC  (45 seg)]. Un ciclo de extensión final a 55   °C (45 seg) y 72   °C  (3 min). La temperatura de  hibridación  y el número de ciclos varió en dependencia de los  cebadores empleados (Tabla  II).

  

  Los productos amplificados fueron separados mediante electroforesis vertical en  geles desnaturalizantes PAGE, corridos a 75 W constantes, 45 a 50 oC,  por 60 a 90 minutos, dependiendo del tamaño del fragmento esperado. Para  asignar el tamaño a los alelos (pb), se empleó  el marcador  de tallas 30-330pb AFLP® DNA Ladder (LIFE TECHNOLOGIES).

  

  El programa GenAlEx 6.1 (13) se empleó para estimar los valores medios de los  parámetros de diversidad genética, teniendo en cuenta el tamaño de la muestra.  El programa FSTAT versión 2.9.3 (14) fue usado para calcular índices de  diversidad como: riqueza alélica (RA), heterocigosidad observada (Ho),  diversidad intraespecífica (Hs), diversidad total (Ht), coeficiente de Nei de  variación interespecífica (Dst), el estadígrafo FST de  Weir y Cockerham y las diferencias estadísticas entre las especies, mediante la  corrección de Bonferroni. El desequilibrio de ligamiento en las especies  consideradas se llevó a cabo con 10 880 permutaciones y un ajuste del valor de  probabilidad para el 5 % de 0,000092.

  

  Se estimaron distancias genéticas individuales y con estas se construyeron árboles  exploratorios mediante el algoritmo de agrupación Neighbor-Joining con los  programas Population (15) y MEGA 5 (16).

  

  En esta inferencia de la estructura genética se empleó también el programa  Structure 2.2 (17). Este se corrió bajo las  siguientes condiciones: 500 000 iteraciones para el período de  presimulación y 1 000 000 de repeticiones de cadenas de Markov y Montecarlo  (MCMC); se calcularon siete valores de k y se estimó el número de  grupos (k) como el número maximizado  al parámetro ∆k con Structure Harvester  (18). El método utiliza un modelo con k poblaciones (demos) que  asume están en equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) y equilibrio gamético, aunque  la primera premisa no se cumplió.

 

RESULTADOS  Y DISCUSIÓN

El presente trabajo incluyó el estudio morfológico y molecular de  cuatro especies silvestres del género Solanum recolectadas en su hábitat natural en territorio ecuatoriano. Las especies  estudiadas han sido tradicionalmente subrepresentadas en estudios previos (19)  y han mostrado diferencia en relación con las accesiones recolectadas en  territorio peruano (20, 21). También se han caracterizado  introducciones  silvestres de tomate tipo cereza (S. lycopersicum)  (21) para seleccionar genotipos sobre la   base de caracteres de interés agronómico, para el mejoramiento del  tomate cultivado.

  

  Por otra parte, se han clonado recientemente genes  que controlan la forma del fruto en S. lycopersicum (22). En los últimos dos  años con la aplicación de la secuenciación de nueva generación, se refieren  nuevos marcadores de los polimorfismos de nucleótido simple (SNPs, de sus  siglas en inglés) que serán útiles en la caracterización de la estructura y  diversidad genética de las especies silvestres y la búsqueda de loci ligados a  caracteres cuantitativos (23, 24).

  

  Caracterización morfológica

  

  La Figura 2 muestra el resultado de los análisis de coordenadas  principales, al considerar las variables morfológicas no correlacionadas en dos  grupos (vegetativas y las relacionadas con la flor y el fruto). La especie S. habrochaites es  la única que forma un conglomerado bien diferenciado, S. neorickii se diferencia respecto a S.  habrochaites. La variedad cerasiforme no se diferencia por los caracteres empleados y aparece en todos los grupos.





  

  Los análisis de agrupamiento realizados (9), considerando juntas a todas las  variables morfológicas no correlacionadas, fueron coincidentes con los del presente trabajo pues se formaron grupos con poca  diferenciación de las especies, excepto S. habrochaites.  De esta misma forma se comportó el análisis con las variables cualitativas.

  

  Caracterización molecular

  

  La caracterización molecular mediante 27 loci microsatélites mostró que diez de ellos no amplificaron con ninguna o algunas  de las especies. Los cebadores LE21085 y  LEGAST1 no amplificaron con S. lycopersicum var. cerasiforme; LEATPACAa,  LEILV1B y LENIA con S.  habrochaites; LESSF con S. pimpinellifolium; LE20592 y LELAT59G con S. neorickii y  el cebador LEACC2G con ninguna especie; mientras que LESSRPSPGb amplificó  únicamente con S.  pimpinellifolium, por lo cual se lo considera  potencialmente diagnóstico para la especie.

  

    La caracterización molecular mediante 17 loci microsatélites que amplificaron con las cuatro especies, permitió obtener  información sobre la estructura y diversidad genética de las especies  silvestres estudiadas.

    

      Estos 17 loci se encontraron en desequilibrio de ligamiento para el total de muestras y para  cada especie por separado, lo que implica que cada locus brinda información  independiente para determinar la estructura genética de las especies. Sin  embargo, la mayor parte de las especies para estos loci mostraron un valor  de probabilidad cercano al límite respecto a la falta de equilibrio genético de  Hardy-Weinberg.

      

        Este resultado se explica por el hecho de que cada accesión fue recolectada en  sitios distantes (varios metros hasta decenas de kilómetros) a lo largo del  territorio ecuatoriano y peruano y, por tanto, el conjunto de ellas no  conforman una población. Otros autores encontraron falta de equilibrio genético  en algunos loci microsatélites en las especies Solanum  lycopersicoides y S.  sitiens, cuya estructura y diversidad genética estudiaron  (25).

        

          Del mismo modo, hallaron altos coeficientes de consanguinidad, lo que  argumentan planteando la existencia de efectos Walhund justificado por las  áreas tan grandes a escala geográfica que están ocupadas por los grupos  formados.

        

          Los valores medios de los parámetros de variabilidad genética para los 17 loci analizados se  muestran en la Tabla III.  A pesar de que ninguno de los índices mostró diferencias significativas desde  el punto de vista estadístico, debido a la gran varianza que presentan, la  especie S. neorickii exhibió los menores valores.





  

  El hecho de que S.  neorickii muestre valores más bajos en los índices de  variabilidad genética, se explica debido a que la especie se encuentra en el  Ecuador limitada en un pequeño espacio geográfico bajo las mismas condiciones  climáticas, lo cual supone menor diversidad. S. pimpinellifolium con un tamaño de muestra inferior (22 %) respecto de S. lycopersicum var. cerasiforme muestra valores similares de variabilidad genética. Otros estudios refieren a S. pimpinellifolium como la especie con mayor variabilidad genética (20).

  

    La especie está distribuida amplia y libremente a lo largo del borde de las  carreteras desde territorio ecuatoriano hasta el Perú, lo cual ha permitido  además obtener una amplia colección de la  especie. A S. lycopersicum var. cerasiforme no es fácil hallarla y se encuentra restringida en los huertos de las casas de  los aborígenes amazónicos. Se une a esto la dificultad para la alogamia debido  al estigma inserto que presentan la mayoría de sus flores, todo lo cual  justificaría una menor variación genética para esta especie, como lo obtenido  en el presente trabajo.

    

      En la medida en que la colección de S. habrochaites empleada  en este estudio proviene de la zona de mayor concentración de la especie (Loja,  al sur del Ecuador), se encontraron valores altos de variabilidad genética. Se  une a la justificación de una mayor variabilidad, el hecho de que las  poblaciones de la especie abundan a la orilla de los ríos, terrenos baldíos,  laderas de montañas, jardines, entre otros.

      

        Por otro lado, la condición de autoincompatibilidad que obliga a S. habrochaites a  la polinización cruzada con individuos vecinos de la misma especie, puede  justificar su menor variabilidad respecto a S. pimpinellifolium. Lo antes mencionado se  apoya en lo encontrado por otros autores (19), quienes informan que las  heterocigosidades observadas en una población del oeste de Loja-Ecuador son más  bajas con respecto a las heterocigosidades que se esperarían en el supuesto de  que la población se encontrase en equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que  significa que en todas las poblaciones existe cierto grado de autogamia o  cruces entre plantas hermanas.

        

        Con las distancias genéticas de  Cavalli-Sforza de los individuos genotipados, se generó el árbol de distancias  individuales que se muestra en la Figura 3 (A). En esta representación se observan cuatro grupos con límites bien marcados entre las especies: S. pimpinellifolium, S. habrochaites, S. neorickii y S. lycopersicum var. cerasiforme.





  

  La estructura generada con la información de estos 17 loci, mediante el  programa Structure, muestra un valor k de cuatro como el número maximizado al parámetro ∆k (Figura 3 B). 

  

    Los grupos formados por el programa Structure de la Figura 4 (B) muestran que S. lycopersicum var. cerasiforme (N=61) tiene coeficientes de asignación  menores del 2 %, tanto de S. pimpinellifolium, S. neorickii, como de S. habrochaites. 





  

  S. pimpinellifolium (N=48) constituye otro grupo, donde algunos individuos  muestran porcentajes de asignación de S. neorickii (entre el 1 y el 5 %) y la mayoría muestran porcentajes de asignación de S. lycopersicum var. cerasiforme (entre 1 y 4 %). S. neorickii (N=24)  muestra un pequeño coeficiente de asignación (1 %) de S. lycopersicum var. cerasiforme y S. habrochaites,  mientras que S.  habrochaites (N=61) presenta los mayores porcentajes de  asignación de S.  neorickii (entre 5 y 20 %) y  de algunos individuos de S.  lycopersicum  var. cerasiforme y S. pimpinellifolium (1 %). Los valores de FST,  mostraron congruencia total con la diferenciación de las especies descritas.

  

    Debido a los bajos niveles de alogamia de S. lycopersicum var. cerasiforme,  no es probable que exista un flujo genético entre esta especie y S. pimpinellifolium (20). También un trabajo con marcadores AFLP, entre estas dos especies refiere  que son distintas genéticamente y existe poco flujo genético entre ellas (3).  No obstante, S.  lycopersicum var. cerasiforme presenta tanto plantas con flores de  estigma inserto, como exerto y S.  pimpinellifolium posee estigmas siempre exertos, lo cual podría  favorecer el cruzamiento interespecífico y la alogamia entre las dos especies.

    

      Los resultados producto de la caracterización  fenotípica y genética de las cuatro especies silvestres propuestas, se muestran  en la Figura 4. Los frutos de las cuatro especies  silvestres estudiadas (Figura 4 A), presentan distinciones morfológicas  que permiten diferenciarlas, no obstante el fruto no siempre está disponible.

    

      La estructura genética de las especies silvestres (Figura 4 B), muestra a S. habrochaites y  a S. neorickii diferenciadas cada una en un grupo individual, lo cual refleja que cada especie  es producto de poblaciones con escasa rediferenciación a través del tiempo.

      

        El cladograma obtenido mediante cortes arbitrarios de los nodos, a partir de  las variables cuantitativas no correlacionadas (Figura 4 C), muestra a S. habrochaites en un grupo definido y separado de las  especies restantes. S. pimpinellifolium y S. neorickii se encuentran mezcladas y separadas en otro  grupo. Respecto a S.  lycopersicum var. cerasiforme,  aunque la mayor cantidad de individuos  aparecen en un grupo definido, otros se encuentran junto a S. pimpinellifolium.

        

          El cladograma construido con las variables cualitativas agrupadas por el método  UPGMA que se presenta en la Figura 4 D,  también separa a S. habrochaites de las otras especies; no  obstante, las restantes aparecen mezcladas a lo largo del cladograma. El hecho  de que S. pimpinellifolium esté junto con S.  lycopersicum var. cerasiforme, se explica principalmente, debido a  que las dos poseen frutos rojos comestibles.

 

CONCLUSIONES


  	Las variables morfológicas son, en general, útiles en el reconocimiento de las especies silvestres  del género  Solanum sección Lycopersicon caracterizadas; sin embargo, permiten discriminar de manera efectiva a la  especie Solanum  habrochaites.

  	Los loci microsatélites utilizados muestran una variabilidad genética similar entre las  especies, con excepción de S.  neorickii, con una variación genética menor. La estructura  genética obtenida entre las especies, indica que estas se encuentran bien  diferenciadas.
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Figura 1. Sitios de recoleccion de especies silvestres del género Sofanum seccion Lycopersicon






f0213316.gif
o 02
o o
| 4
g §°
2 ]
o o
o 4’
ot H
@2 o1 6 o o 02 a1 o o1 o
Coordenada 1 Coordenada 1

Dlos merfloicos coitabvos do 146 acceskonos peionecienios  cul 0speces ivesre ol ganero Solonum seccon
Lycoporeicon: 5. ycoparsicum var coraaorme (aoesa). 5. habrochades (2. 5 necrks (vrde)y 5. pampineBiobu (prpura).
(R)Datos elacionados con caraciors vogetaos. (8) Datos elacionados con comporentos do a o y 1 to

Figura 2. Anlisis de Coordenadas Principales, mediante el indice de similitud de Gower





t0113316.gif
‘Tabla I. Nimero de accesiones y plantas por accesién empleadas en el estudio

Eopcie [ Corctenzacion mlecuo
No.sccesiones___ No.planas Nosccesones___ No,planas

S copersicun var.coraorme Bl E3 Bl G

S habrochate 3 208 36 @

S pompimelifolian. w0 w w 4x

S eoricki 1 7 5 2

'Se dotallen Ios valores pera cada una de tas cuc






