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RESUMEN

En este trabajo se ha realizado un amplio estudio de la variabilidad genética y la
estructura poblacional de la especie silvestre Solanum habrochaites (anteriormente

conocida como Lycopersicon hirsutum) en todo su rango de distribucion natural.

Esta especie, relacionada con el tomate, es una fuente de recursos genéticos muy
importante para la mejora de este cultivo, ya que presenta resistencia a gran cantidad de

enfermedades y plagas, tolerancia al frio y caracteres de calidad del fruto.

S. habrochaites habita la cara oeste de los Andes, a elevadas altitudes, desde el
centro de Ecuador hasta el centro de Peru. Para estudiar la variabilidad genética de esta
especie se han analizado 91 entradas colectadas en todo su rango de distribucion que se

agruparon en siete areas o zonas geograficas para simplificar el estudio.

Se han utilizado dos tipos de marcadores: nueve loci microsatélite y seis
combinaciones de AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms). Los
marcadores microsatélite, al ser marcadores codominantes permiten obtener
informacion directa acerca de la heterozigosidad e indirectamente acerca del grado de
alogamia de las poblaciones. Los marcadores AFLP, aunque son dominantes,
proporcionan una gran cantidad de informacién ya que analizan un gran nimero de loci

a lo largo de todo el genoma.

Se observo que la estructura poblacional de esta especie esta altamente
correlacionada con la diferenciacion geografica como mostraron el analisis molecular de

la varianza y los diferentes métodos de agrupamiento.

El andlisis de coordenadas principales para AFLPs mostro la existencia de una
clina de norte a sur del rango de distribucion para la variacion genética. Las entradas de
los diferentes grupos geograficos se organizaron en el primer eje de norte a sur
encontrdndose una clara separacion entre ellos. Los grupos pertenecientes a la zona
central del area de distribucion fueron los que presentaron una mayor variacion
genética, mostrando, ademas, una mayor heterocigosidad, calculada para los loci

microsatélites.



Las poblaciones situadas en los extremos, al norte y el sur del area de
distribucion, mostraron una menor diversidad y una extremadamente baja

heterozigosidad.

Utilizando los datos morfoldgicos de pasaporte, no observamos las formas
typicum y glabratum descritas por Muller. Al parecer, éstas constituirian las formas
extremas de una variacion continua de norte a sur relacionada con el grado de
pubescencia. Ademas, estas diferencias en la pubescencia no estarian asociadas con el

grado de homocigosis como describia este autor.

Aunque se encontrd una alta correlacion entre las distancias climaticas y
genéticas, la mayor correlacion se encontr0 entre éstas ultimas y las distancias
geograficas. Las principales diferencias genéticas se encuentran entre las entradas de los

diferentes valles, probablemente debido al aislamiento geogréafico de las poblaciones.

Nuestros resultados apoyan la hipotesis para la evolucién de S. habrochaites,
propuesta por otros autores con anterioridad, que sugiere que el centro de origen de la
especie estaria en su zona central de distribucion. A partir de estas poblaciones
ancestrales autoincompatibles se derivarian el resto. Conforme las poblaciones migraron
hacia el norte y el sur de su area de distribucion la autoincompatibilidad seria sustituida
por autocompatibilidad como resultado de la seleccion favorecida por la presencia de

pocos individuos, debido al efecto fundador o por la escasez de insectos polinizadores.



SUMMARY

This paper has conducted an extensive study of genetic variability and
population structure of the wild species Solanum habrochaites throughout its natural

distribution range.

This species is related to tomatoes and it is a source of genetic resources
important to the improvement of this crop, as it is resistant to many pests and diseases,

cold tolerance and fruit quality characters.

S. habrochaites inhabits the west side of the Andes at high altitudes from central
Ecuador to central Peru. To study the genetic variability of this species we have been
analyzed 91 entries collected throughout their range of distribution. They were grouped

into seven geographical areas or zones to simplify the study.

We have used two types of markers: nine microsatellite loci and six
combinations of AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms). With
microsatellite markers, codominant markers, it is possible to obtain direct information
on the heterozygosity and indirectly on the extent of allogamy populations. AFLP
markers, though dominant, provide a wealth of information and analyzing a large

number of loci throughout the genome.

It was noted that the population structure of this species is highly correlated with
geographical differentiation as shown by molecular analysis of variance and different

methods of grouping.

The principal coordinates analysis for AFLPs showed the existence of a cline
from north to south distribution range for genetic variation. The entries in the various
geographical groups were organized in the first north-south axis founding a clear
separation between them. The groups belonging to the central distribution area were
those who showed more genetic variation, showing also a higher heterozygosity,
calculated for microsatellite loci.

The populations at the ends, north and south of the range, showed reduced

diversity and an extremely low heterozygosity.



Using morphological data for passports, we did not see the forms glabratum and
typicum described by Muller. Apparently, they constitute the extreme forms of a
continuous variation from north to south related to the degree of pubescence. Moreover,
differences in the pubescence are not associated with the degree of homozygosity as
described by this author.

Although there was a high correlation between climate and genetic distances, the
highest correlation was found between the latter and geographical distances. The major
genetic differences are among the entries in the different valleys, probably due to
geographical isolation of populations.

Our results support the hypothesis for the evolution of S. habrochaites, proposed
previously by other authors, suggesting that the center of origin of the species would be
at its central distribution. From these ancestral self-incompatible populations would
result from the rest. As populations migrated to the north and south, its range of self-
incompatibility would be replaced by self-compatibility as a result of selection favored
by the presence of few individuals, due to a founder effect or by a shortage of

pollinating insects.
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Introduccidn

- En tu tierra - dijo el principito - los hombres cultivan cinco mil rosas
en un mismo jardin...Y no encuentran lo que buscan...
- No lo encuentran...- respondi.
-'Y, sin embargo, lo que buscan podrian encontrarse en una sola rosa o
en un poco de agua...
- Seguramente - respondi.
Antoine de Saint- Exupéry “El principito”
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1. Introduccion

1.1. Importancia econémica del tomate

El tomate es la hortaliza con mayor importancia econémica en el mundo, con
una superficie cultivada de casi 5 millones de hectareas y una produccion de 126
millones de toneladas en 2007 (Tabla 1.1). El principal continente productor es Asia con
un 56.7% de la produccion, seguido del continente Europeo con un 16,24% (Figura 1.1,
FAOSTAT 2009).

Tabla 1.1. Superficie cultivada de tomates en el mundo en el afio
2007 (Fuente: FAOSTAT, 2009).

Superficie cultivada

Area geografica (en miles de ha)

Espafia 55
Europa 594
Union Europea 300
América del Norte y Central 327
América del Sur 141

Asia 2.827
Africa 660

Total mundial 4.834

A nivel mundial Espafia participa con un 1,14% del total, ocupando a nivel de la
union Europea, el segundo lugar tras Italia. Italia, Espafia, Grecia, Portugal y Francia
son, en orden descendente, los mayores productores de tomate de la Unién Europea
(UE27). Una gran parte de la produccién en estos paises se destina a la industria de
transformacion, ademas tiene un elevado consumo interno. Holanda, Polonia y Rumania
les siguen en produccion y representan un 12,03% del total de la UE. Holanda es una de
las mas importantes fuentes de suministro de tomate fresco de la UE (Tabla 1.2).

En Espafia, las comunidades autonomas con mayor nivel de produccién son
Andalucia y Extremadura, que suman un 68.51% de la produccién espafiola, seguidas
de la Comunidad de Murcia, Canarias, Castilla la Mancha, Aragon y Navarra con un
23.27% de la produccion. La Comunidad Valenciana se encuentra en octavo lugar con
un 2.85% del total (Anuario de Estadistica Agroalimentaria 2008).
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Figura 1.1. Distribucién de la produccion de tomates por continentes en
el afio 2007 (Fuente: FAOSTAT 2009).

Tabla 1.2. Distribucion de la produccién de tomates en la Unién
europea por paises en 2007 (Fuente: FAOSTAT 2009).

Area Geogréfica Produccién (en miles de ton)
Italia 6025
Espafia 3610
Grecia 1450
Portugal 1000
Francia 750
Holanda 690
Polonia 652
Rumania 555
Total Unién Europea (27) 15764

La diversidad de cualquier producto es uno de los mayores atractivos de este
frente al consumidor. EI tomate tiene una gran riqueza varietal pudiéndose distinguir
variedades con distinto aspecto exterior (forma, tamario, color) e interior (sabor, textura,
dureza) o variedades destinadas para uso industrial o en fresco. Las preferencias por un
tipo determinado de tomate varian en funcion del pais, tipo de poblacidn, uso al que se

destina, etc.

El tomate se ha empleado como organismo modelo en estudios genéticos y de
desarrollo (Tanksley & McCouch 1997). Es una hortaliza ideal para investigaciones
fisioldgicas, celulares, bioquimicas y de genética molecular. Es de facil cultivo, tiene un
ciclo de vida corto y es facilmente manejable en horticultura. Se puede, ademas, cultivar
in vitro y regenerar, haciendo posible su transformacion genética (Gisbert et al. 2000).
Han sido descritos numerosos marcadores del tomate. Existe un mapa de tomate

publico, en la pagina http://sgn.cornell.edu/, que posee una gran cantidad de marcadores
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moleculares descritos en diferentes localizaciones cromosémicas de gran ayuda para la

investigacion del género y la Mejora Genética de la especie.

1.2. Valor nutricional del tomate

La calidad interna del tomate incluye aspectos organolépticos (dulzor, acidez,

aroma, textura, perfume, firmeza) y nutritivos (vitaminas, minerales, azucares).

El tomate contiene azlcares simples que le confieren un ligero sabor dulce y
algunos acidos organicos que le otorgan el sabor acido caracteristico. EI tomate es una
fuente importante de ciertos minerales (como el potasio y el magnesio) y sobre todo de
sustancias con actividad antioxidante (vitaminas, pigmentos y compuestos fendlicos).
De su contenido en vitaminas destacan la B1, B2, B5 y la vitamina C. Los carotenoides
son uno de los principales grupos de pigmentos, como el licopeno (pigmento que da el

color rojo caracteristico al tomate) (Rosell6 y Nuez 2006).

1.3. Taxonomia del género Solanum

Desde la introduccion del tomate en Europa en el siglo XVI fue reconocida su
estrecha relacién con el género Solanum por parte de los botanicos. Tournefort, en el
siglo XVII, fue el primero en considerar al tomate en un género propio, Lycopersicon,
basandose en el niamero de l6culos de los frutos. Sin embargo, un siglo después, Linneo
clasificé a los tomates en el género Solanum en su libro ‘Species Plantarum’ y describi6
S. Lycopersicon L. y S. peruvianum L., aunque su contemporaneo Miller describi6 el
género Lycopersicon Mill. basandose en la clasificacion de Tournefourt (Peralta &
Spooner 2000). Numerosos autores clasicos y modernos estuvieron de acuerdo con
Miller y Tournefort (Muller 1940, Luckwill 1943, Correl 1958, D’Arci 1991, Rick et al.
1979, 1988; Warnock 1988).

Dos trabajos taxonémicos completos son los de Muller (1940) y Luckwill
(1943). Muller considerd el género Lycopersicon como independiente y lo dividio en
dos subgeéneros, Eulycopersicon C. H. Miill. con dos especies de frutos anaranjados a
rojizos y pilosos y Eriopersicon C. H. Mull. con cuatro especies de frutos verdes y

pubescentes. Ademas describidé una nueva especie L. glandulosum C. H. Mull. y dividié

4
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a L. peruvianum en dos variedades y cuatro subespecies. Tres afios después, Luckwill
(1943) adopto las mismas categorias supraespecificas pero reconocio diferentes taxones
intraespecificos y cinco especies en el subgénero Eriopersicon describiendo a L. pissisi
Phil. como una nueva especie. Estos tratamientos quedaron obsoletos debido al
considerable aumento de especies y razas colectadas con posterioridad (Rick 1971,
1991; Taylor 1986).

Una relacidn de las diferentes clasificaciones se muestra en la tabla 1.3.

Rick (1960, 1979) propuso una clasificacion basada en relaciones de
cruzabilidad y aspectos morfologicos. Reconocio nueve especies silvestres de tomate y
las clasifico en dos complejos. ElI complejo Esculentum incluyG siete especies,
mayoritariamente autocompatibles (AC) y que cruzaban con facilidad con el tomate
cultivado. Tres especies tienen frutos no pilosos y pigmentados y las demas tienen
frutos verdes y pubescentes. En el complejo Peruvianum incluyd las especies
autoincompatibles (Al) S. peruvianum y S. chilense, con frutos verdes y pubescentes

que rara vez cruzan con las anteriores.

En la actualidad se acepta la clasificacion de Child (1990), quien, basandose en
caracteres morfologicos, incluyé a los tomates en Solanum subgénero Potatoe (G. Don)
D’Arcy, seccion Lycopersicum, subseccion Lycopersicum, y los dividid en tres series
Lycopersicon Child., Neolycopersicon (Correll) Child. y Eriopersicon (C. H. Miill.)
Child. Esta clasificacion esta respaldada por estudios posteriores basados en datos de
caracterizacion molecular, tanto de DNA cloroplastico como nuclear (Palmer y Zamir
1982, Miller & Tanksley 1990, Spooner et al. 1993).
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Tabla 1.3. Taxonomia del tomate y especies silvestres relacionadas. Extraido de Peralta et al. 2008.

Miiller 1940 Luckwill 1943 Rick 1979 Child 1990 Peralta et al. 2008

Seccion Lycopersicon
Subseccién Lycopersicon Seccién Lycopersicon

Subgénero Subgénero Complejo Esculentum Serie Lycopersicon Grupo Lycopersicon
Eulycopersicon Eulycopersicon
L. esculentum L. esculentum L. esculentum ___ S.lycopersicum S. lycopersicum
L. pimpinellifolium — L. pimpinellifolium = L. pimpinellifolium S. pimpinellifolium  — S, pimpinellifolium
L. cheesmaniae S. cheesmaniae \ S. cheesmaniae
S. galapagense
Serie Neolycopersicon Grupo
Neolycopersicon
L.pennellii —  S.pennellii—  S.pennellii
Serie Eriopersicon Grupo Eriopersicon
L. hirsutum S. hisutum S. habrochaites
L. chmielewskii —  S. chmielewskii
L. parviflorum — S. neorickii S. huaylasense
Subgénero Eriopersicon  Subgénero Eriopersicom/ Complejo S. corneliomulleri
Peruvianum
L. pissisi L. peruvianum S. peruvianum S. peruvianum
L. peruvianum L. peruvianum L. chilense S. chilense S. chilense
L.chesmaniae — L. chesmaniae Grupo Arcanum
L. hirsutum — L. hirsutum S. arcanum
L. glandulosum L. glandulosum S. chmielewskii
S. neorickii
Subseccién Lycopersicoides Seccién Lycopersicoides
S. lycopersicoides — S. lycopersicoides
S. sitiens S. sitiens
Subseccion Juglandifolium  Seccion Juglandifolia
S.juglandifolium = S. juglandifolium
S.ochranthum = S, ochranthum

El estudio de Spooner y Peralta (2001) con S. peruvianum posiciona a S.
juglandifolium y a S. ochantrum dentro de la seccion Juglandifolium y a S.
lycopersicoides con S. sitiens dentro de la subseccion Lycopersicoides. A la patata la

enmarcan en la seccion Petota dandoles tratamiento de clados hermanos.

Con la reciente descripcion de S. galapagense S. C. Darwin et Peralta (Darwin et
al. 2003) como una especie diferente a partir del antiguo taxén L. chesmaniae f. minor
se reconocieron diez especies de tomate silvestre. Peralta, Knapp y Spooner, (2005),
utilizaron las mismas accesiones que Peralta y Spooner (2001) pero basandose en la
morfologia como atributo independiente y llegaron a las mismas conclusiones. Ademas
reconocen cuatro especies a partir de S. peruvianum L. sensu lato: S. peruvianum sensu
estricto, S. cornelliomuelleri J. F. Macbr, S. arcanum Peralta y S. huaylasense Peralta.
En la actualidad se consideran 13 especies de tomate silvestre incluyendo al tomate
cultivado (S. lycopersicum) y a sus especies silvestres (Peralta et al. 2008, p. 13). Divide
la seccion en cuatro grupos: el grupo Lycopersicon (S. lycopersicum, S.
pimpinellifolium, S. chesmaniae (L. Riley) Fosberg y S. galapagense), el grupo
Neolycopersicon (S. pennellii), el grupo Eriopersicon (S. peruvianum s. str., S.

corneliomuelleri, S. huaylasense, S. habrochaites S. Knapp et D. M. Spooner y S.
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chilense) y el grupo Arcanum (S. arcanum. S. chmielewskii (C. M. Rick et al.) D. M.

Spooner et al. y S. neorickii D. M. Spooner et al.).

Zuriaga et al. (2009b) tras sus analisis con marcadores AFLPs y dos secuencias
genéticas nucleares han diferenciado tres grupos en la seccidon Lycopersicon: el grupo
Lycopersicon, formado por S. pimpinellifolium, S. lycopersicum, S. cheesmaniae, y S.
galapagense; el grupo Arcanum, constituido por S. chmielewskii, S. neorickii, S.
arcanum y S. huaylasense, y el grupo Eriopersicon formado por S. peruvianum y S.
chilense. Solanum pennellii y S. habrocahites no fueron incluidas en ningun grupo, pero

resultaron ser las mas cercanas a la especie S. lycopersicoides utilizada como fuera de

grupo.

La mayoria de taxénomos (y recientemente los mejoradores) estan adoptando
Solanum como el nombre genérico de los tomates; ver

http://www.sgn.cornell.edu/help/about/solanum_nomenclature.html

Con esto, la familia Solanaceae contiene entre 3.000 y 4.000 especies repartidas
en 90 generos (Knapp et al. 2004) siendo Solanum el mas numeroso con 1.500 especies
estimadas (Bohs 2007). Este género engloba a los tomates y a sus especies silvestres

relacionadas dentro de la seccidn Lycopersicon.

1.4. Centro de Origen y diversificacion del tomate.

La historia de la domesticacion del tomate (Solanum lycopersicum L.) es
curiosa. Los tomates silvestres se extienden por la costa oeste de América del Sur. Sin
embargo, no hay evidencias de que en la época precolombina los indios suramericanos
conociesen la existencia del tomate. En la regién Andina no existié un nombre para el
tomate, tampoco formaba parte de su cultura y no se han encontrado restos
arqueoldgicos del mismo (Harlan 1992, Esquinas-Alcazar et al. 1995). La
domesticacion tuvo lugar en México donde los tomates silvestres si son conocidos,
aunque soélo se encuentran plantas silvestres en el sur. Los indios mexicanos si le dieron
un nombre al tomate en la lengua Nathual (azteca), le llamaron ‘jitomatle’. EI tomate
estaba bien integrado en su cultura, lo cultivaban, comercializaban con él y preparaban
gran cantidad de platos. Sin embargo, nuestra palabra ‘tomate’ deriva de la palabra india

‘tomatl’ que hace referencia a otra hortaliza cultivada del género Physalis. Esto quiere
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decir que los aztecas usaron la palabra ‘jitomatle’ para el tomate y que Physalis fue
domesticada anteriormente, derivando posteriormente el tomate como otro tipo de
‘tomatl’ (Harlan 1992). El tomate se introdujo en Europa por primera vez a mediados
del siglo XVI (Kalloo 1991). Las primeras variedades debieron ser de color amarillo ya
que en Europa se le denominaba pomodoro o pomme d’or y todavia se le denomina asi
en Italia. Su aceptacion fue lenta, ya que el tomate pertenece a la familia de la belladona
y se pensaba que podia ser venenoso. La toxicidad de la belladona, perteneciente a la
familia de las Solanaceas, esta producida por alcaloides. El alcaloide predominante en el
tomate es la tomatina, que se encuentra en elevada concentracion en el follaje y en el
fruto verde y que se degrada a componentes inertes al madurar el fruto, pero incluso a
grandes dosis es mucho menos peligroso que los alcaloides de la hierbamora, la

belladona y otras especies (Rick 1978).

Como ya se ha dicho, todas las especies silvestres del tomate tienen su centro de
origen en el oeste de América del Sur. Estan distribuidas a lo largo de la costa y en los
Andes, desde Ecuador hasta el norte de Chile y con una especie endémica de las islas
Galapagos. Los tomates silvestres crecen en una gran variedad de habitats, desde casi el
nivel del mar hasta los 3300 metros de altitud (Rick 1973, Taylor 1986), aunque se han
encontrado ejemplares sobre los 3900 metros. Estos hébitats incluyen desde la &rida
costa Pacifica hasta las montafias mésicas de los andes. Las poblaciones silvestres de
tomate crecen a diferentes alturas en estos angostos valles, estan aisladas
geograficamente y estan adaptadas a determinados microclimas y condiciones del suelo.
Esta diversidad geogréfica, de habitats y de climas ha contribuido a la diversidad de las
especies silvestres de tomate (Warnock 1988). Se apoya la teoria de Solanum
lycopersicon como el ancestro de los tomates cultivados en todo el mundo. Todas las
especies relacionadas con él son diploides (2n = 24) (Rick et al., 1979) (aunque puede
existir alguna forma tetraploide) y su sistema reproductivo varia desde la alogamia
autoincompatible a alégamas facultativas o autégamas (Rick 1963). La mayoria de las
especies de tomate silvestre se pueden cruzar con el tomate cultivado (aunque a veces
con dificultad) y son de gran importancia en los programas de Mejora como fuentes de
resistencia frente a enfermedades o plagas o caracteres agrondmicos de interés (Stevens
& Rick 1986).

Tras la difusion del tomate por el mundo perdié gran cantidad de diversidad a
causa de la importacion de sélo algunos individuos. Esto provocé un cuello de botella

8



Introduccién

que redujo la diversidad genética de la especie, limitando, a su vez, el nimero de alelos
(Rick 1976). Este hecho llevo asociado un proceso de deriva genética. Posteriormente se
produjo una nueva reduccion de variabilidad debido a procesos de seleccion natural y
seleccidn artificial. De forma natural cada cultivo se adapt6 a las condiciones de suelo,
clima, plagas o patdgenos naturales de la zona donde se cultivaba. Artificialmente el
agricultor hizo una seleccion en base a diferentes atributos distintos en cada zona,
tamanos, colores, formas, etc. Actualmente al observar gran variedad de formas, colores
o0 tamafios se podria pensar errbneamente que hay mucha variabilidad, pero los analisis
genéticos demuestran que hay muy poca diversidad genética. La mayor parte de
caracteres estan codificados por muy pocos genes. Estos genes muchas veces actdan
como genes reguladores y pequefas variaciones en lugares concretos pueden provocar

un cambio muy amplio. Esto explicaria la diversidad aparente.

Debido a esta estrecha base genética del tomate cultivado, las especies silvestres

de tomate suponen una fuente importante de genes de interés para la mejora del mismo.

1.5.  Solanum habrochaites. Importancia y principales caracteristicas de la
especie

1.5.1. Descripcion de la planta

Las plantas de S. habrochaites son arbustos decumbentes o enredaderas perennes
de hasta 6 m de longitud, escasa a densamente pubescentes. Las formas menos
pubescentes estan cubiertas con largos tricomas que pueden ser glandulares. Presentan
simpodios de tres hojas. Estas son imparipinadas, de 7 a 30 cm de longitud con 3 a 5
pares de foliolos y varios foliolillos con margenes aserrados. Presentan inflorescencias
de 10 a 30 cm de longitud con 20 a 30 flores (Figura 1.2). Las flores son hermafroditas,
actinomorfas y pentdmeras. Son muy vistosas, de color amarillo intenso, con corolas
divididas de 2 a 4 cm de didmetro. Presentan el cono estaminal en forma de tubo,
dehiscencia longitudinal y estigma normalmente exerto. Los frutos, de 1 a 1.5 cm de
diametro, son globosos, biloculares y de color verde palido a intenso ya sean densa o
escasamente pubescentes (Figura 1.3). Las semillas son ovaladas de 2 a 3 mm de

longitud y de color marron oscuro.
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Figura 1.3. Detalle de frutos de S. habrochaites con diferentes niveles de
pubescencia.

Mdller (1940) subdividid la especie en dos taxones, las formas typicum y
glabratum, en funcion de su morfologia y sistema de reproduccion. S. habrochaites f.
typicum se caracteriza por tener tallos, hojas y frutos muy pilosos y un estigma muy
exerto. Con flores de gran tamafo y con corolas con divisiones menos profundas que el
tomate cultivado, frutos verdes con rayas oscuras y las semillas de color marron y
cubierta lisa. Es la forma mas variable y de distribucién mas amplia. Es en gran medida
autoincompatible (Rick y Chetelat 1991) aunque también pueden autofecundarse (Rick
et al. 1979). Por el contrario, describié que la forma glabratum, localizada en Ecuador,
se reconoce por la escasa pubescencia de hojas y tallos y por poseer una corola mas
pequefia (Muller 1940). Estas flores, mas pequefias tienen tendencia a autofecundarse.

Ademas, esta forma cruza en ambas direcciones y sin dificultad con el tomate.

Rick et al. (1979), sin embargo, no siguieron esta nomenclatura, ya que
encontraron entradas con caracteristicas morfolégicas intermedias entre ambas formas y

entradas con escasa pubescencia que no presentaban las flores caracteristicas de la
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forma glabratum. Por estos motivos las dividieron en entradas ecuatorianas y peruanas,

sin asignarlas a ningan taxon.

1.5.2. Habitat

La especie S. habrochaites tiene una extensa distribucion geografica desde el sur
de Ecuador (region de Loja, latitud 4°S) hasta el centro-sur de Per( (Taylor 1986).
Ocupa las zonas de mayor altitud del género. Se encuentra habitualmente en valles
hdmedos y elevados, entre 500 y 3300 metros de altitud (Rick 1973), en regiones con un
rango de temperaturas medias de 10 a 21°C (Warnock 1991). Aunque habita las mismas
latitudes que S. pimpinellifolium tienen diferentes preferencias en cuanto a altitud.
Mientras que esta Gltima prefiere las areas costeras, S. habrochaites crece a grandes
altitudes en los valles andinos, excepto en Ecuador donde se han encontrado, en lugares

proximos a la costa, ejemplares de ambas especies (Rick et al. 1979).

Se ha descrito que la forma glabratum se encuentra en la zona norte de
distribucion de la especie, desde el suroeste de Ecuador hasta la frontera norte de Peru.
S. habrochaites f. typicum es mas variable que f. glabratum y cominmente se encuentra

a grandes altitudes en el norte y centro de Peru (Taylor 1986).
1.5.3. Empleo en la mejora del tomate

Estudios moleculares en Solanum han demostrado que una gran parte de la
variabilidad del género se presenta en las especies silvestres autoincompatibles y que
aproximadamente el 17% de la variabilidad alélica presente en S. habrochaites no se

encuentra en S. lycopersicon (Miller & Tanksley 1990).

Esta especie es de gran importancia en la Mejora Genética Vegetal ya que
presenta resistencias a plagas de gran importancia en el cultivo del tomate como son,
entre otras: Tuta absoluta (Leite et al. 2001), Tetranichus urticae (Guo et al. 1993),
Spodoptera exigua (Lin et al. 1987), Heliothis Zea (Dimock & Kennedy 1983), Plusia
chalcites, Heliothis armigera, Trialeurodes vaporarium (Juvik et al. 1982), Aphis spp
(Williams et al. 1980) Myzus persicae (Kenedy & Yamamoto 1979) y Lyriomiza spp.
(Webb et al. 1971).
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La resistencia a enfermedades causadas por insectos se debe principalmente a la
secrecion por los tricomas de determinados compuestos quimicos (Kalloo 1993). Un
compuesto fenolico, el acido clorogénico, presente en los tricomas glandulares inhibe el
crecimiento de los insectos. Otros compuestos asociados con la resistencia a insectos
son los sesquieterpenos (Zhang et al. 2008). Las hojas de S. habrochaites f. glabratum
contienen zingibereno, un sesquiterpeno asociado a una resistencia temporal al
escarabajo de la patata de Colorado (Carter et a.l 1989). Incluso se ha patentado un
repelente para artrépodos cuyo principio activo es 2-undecanona procedente de esta
especie (Witting-Bissinger 2008).

Algunos caracteres morfolégicos como el grosor del cortex en los tallos de S.
habrochaites también juegan un papel importante contra algunos artropodos (Quiros et
al. 1977).

Asi mismo, presenta resistencias a diversas enfermedades causadas por hongos
como Phytophthora infestans y Alternaria solani (Foolad et al. 2008), a bacteriosis
como Corynebacterium michiganense y Pseudomonas tomato (Kalloo 1991) y
diferentes virosis como TSWV (Soler et al. 2000), TMV, TLCV, TYLCV (Vidavsky y
Czosnek 1998) y a los nematodos Globodera pallida (Kalloo 1991) y diferentes
especies del género Meloidogyne (Cortada et al. 2009).

Existen en el mercado portainjertos de tomate de diferentes casas comerciales
procedentes de cruces interespecifcos con S. habrochaites resistentes a diferentes

virosis, bacteriosis, hongos y nematodos (Cortada et al. 2008).

También se ha encontrado en esta especie tolerancia al frio y a las heladas
(Paterson et al. 1987), asi como caracteres de interés en la mejora de la calidad, como
un elevado contenido en azucares y acidos organicos (Bucheli et al. 1999, Galiana-
Balaguer et al. 2006).

En la actualidad se dispone de lineas de introgresion (IL), que son lineas quasi
isogénicas homocigotas, en las que esta representado todo el genoma de la entrada de S.
habrochaites LA1777 en el fondo genético de tomate. Estas han sido desarrolladas por
el grupo de Steve Tanksley en la Universidad de Cornell y estan a disposicion publica
en el Tomato Genetics Resource Center (TGRC) de la Universidad de California en

Davis. Estas lineas facilitan en gran medida la identificacion y el uso de nueva variacion
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genética encontrada en esta especie silvestre (Zamir 2001), ademas de ser de gran
utilidad en el mapeo de genes de interés (Ronen et al. 1999) y QTLs (quantitative trait
loci) (Monforte & Tanksley 2000).

1.6. Los marcadores genéticos en la conservacion y uso de los recursos

fitogenéticos

Los marcadores moleculares permiten obtener una gran cantidad de informacion
sobre la diversidad genética y las relaciones filogenéticas en el germoplasma utilizado
por el mejorador (Tanksley & McCouch, 1997). La aplicacion de diversos métodos
estadisticos (analisis multivariante de componentes principales, analisis de
agrupamiento, etc.) a la informacion obtenida permite calcular distancias genéticas y

representaciones graficas que pueden ser interpretadas en clave filogenética.

Para que un marcador sea considerado un buen marcador utilizable en mejora
tiene que ser polimdérfico, codominante, no epistatico, neutro e insensible al medio
(Garcia-Mas et al. 2000).

Los marcadores morfologicos se utilizaron durante afios hasta la década de los
60, siendo generalmente fenotipos de facil interpretacion visual. Se identificaron
algunos marcadores morfoldgicos ligados a genes de importancia econdmica, pudiendo
ser utilizados en programas de mejora. Los marcadores morfologicos controlados por un
solo locus pueden ser usados como marcadores genéticos si su expresion es temprana,
reproducible en cualquier ambiente y estan estrechamente ligados con un caracter de

interés agronémico.

Con el desarrollo de marcadores isoenzimaticos y de otros tipos de proteinas
(marcadores bioquimicos) se amplié el nimero de marcadores genéticos disponibles.
Los isoenzimas suelen presentar una herencia codominante, no estan habitualmente
influenciados por el medio y tienen una interaccion nula o no identificable con otros
marcadores. A principios de los 80, la utilizacion de enzimas de restriccion permitio el
analisis del polimorfismo de fragmentos de restriccion del ADN (RFLPs) y ya mas
recientemente, el desarrollo del método de amplificacion en cadena de segmentos de
ADN utilizando una ADN polimerasa (PCR) facilitd la obtencion de nuevos tipos de
marcadores. Mas tarde, combinando ambas técnicas, se han desarrollado los marcadores
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AFLPs (Amplified Fragmets Length Polymorfism) (Vos et al. 1995).EIl descubrimiento
y estudio de diversas clases de secuencias repetitivas de ADN, llamadas mini y
microsatélites (SSRs), ha aportado otra rica fuente de polimorfismo genético. Los
marcadores de ADN representan un avance cuantitativo al afiadir a las cualidades de los
isoenzimas la de poder encontrarse en un numero practicamente ilimitado. Ademas
pueden acceder a un rango de variabilidad mucho mayor, que abarca tanto las regiones
de ADN codificantes (incluida la variacién debida a la degeneracion del cédigo
genético) como las que no lo son (intrones, zonas de ADN repetitivo, pseudogenes,
etc.). El polimorfismo mas simple que cabe esperar es la sustitucién en una secuencia de
un nucleotido por otro, estos marcadores son SNP (Single Nucleotide Polimorfism) y
estan siendo muy utilizados en Mejora por su elevado numero y su amplia distribucién
en el genoma. La mejora cualitativa y cuantitativa aportada por los marcadores de ADN
ha sido crucial para que se hayan convertido en una herramienta enormemente potente
para el analisis genético y el estudio de la diversidad de las poblaciones silvestres para

su utilizacion en el uso y conservacion de los recursos fitogenéticos.

1.7 Estudios de variabilidad en Solanum habrochaites

Se han realizado numerosos estudios de variabilidad en el género Solanum, pero
solamente unos pocos estudian con detalle la variabilidad dentro de la especie S.
habrochaites, a pesar del gran potencial que tiene Solanum habrochaites como parental

donador de caracteres de interés agrondémico en programas de mejora.

El trabajo mas exhaustivo fue el realizado por Rick et al. en 1979. Analizaron
entradas de todo el rango de distribucion de la especie conocido hasta ese momento.
Realizaron una caracterizacion morfologica importante de la coleccion, estudiando el
sistema de reproduccion de las entradas y relacionando estos datos con el lugar de
colecta de cada una de ellas. Completaron su estudio con una caracterizacién molecular,
utilizando isoenzimas. Observaron que las entradas de los distintos valles son
considerablemente diferentes. Las poblaciones que presentan mayor variabilidad son las
del centro del rango de distribucion de la especie, es decir el norte de Perd, en las
provincias de Piura, Cajamarca y La Libertad. Estas entradas son en su mayoria
autoincompatibles. Conforme nos desplazamos hacia el norte y el sur las poblaciones

presentan menor variabilidad y tienden a la autocompatiblilidad. Estos autores sugieren
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que las poblaciones centrales representan los biotipos mas antiguos a partir de los cuales
derivaron el resto. Al migrar las especies hacia el norte y el sur en su amplio rango de
distribucion las especies autoincompatibles fueron sustituidas por autocompatibles, ya
fuera debido al efecto fundador, a la ventaja de fijar uno o pocos genotipos présperos, a
la dificultad para obtener el tamafio poblacional necesario o a la escasez de insectos

polinizadores.

Sacks y St. Clair (1998) estudiaron la eficiencia para introgresar genes de
Solanum habrochaites en tomate en funcion de la variacion genética de las entradas y la
variacion medioambiental, cuantificando el nimero de semillas viables obtenido en los
cruces interespecificos. Observaron que los cruces de tomate con las entradas colectadas
mas al norte producian un mayor nimero de semillas que los cruces con las entradas del
sur, con lo que la introgresion de genes de interés que estén en estas Ultimas sera mas

complicada.

Ercolano et al. (2005) realizaron un estudio molecular empleando RAPDs.
Caracterizaron Unicamente 15 entradas de Ecuador y Perd. Encontraron que podian
diferenciar las entradas de la forma glabratum y typicum utilizando este tipo de
marcadores y observaron una mayor Vvariabilidad en las entradas pertenecientes a la

forma typicum.
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2. Objetivos

Realizar un analisis exhaustivo de la variabilidad molecular existente en la

especie S. habrochaites en todo el rango de distribucion natural de la especie.

Estudiar la estructura poblacional de S. habrochaites en su rango de distribucion
natural.

Comeparar la utilidad de los marcadores microsatélite y AFLPs en el estudio de
la variabilidad molecular de S. habrochaites para el manejo de las colecciones
de germoplasma.
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[...] cuando comparamos la multitud de razas de plantas agricolas, culinarias, de huerta 'y de
jardin, utilisimas al hombre en las diferentes estaciones y para diferentes fines, o tan hermosas a
sus 0jos, tenemos, creo yo, que ver algo mas que simple variabilidad.

Charles Darwin. “El origen de las especies”
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3. Material y Métodos
3.1. Material Vegetal

En total se analizaron 91 entradas de S. habrochaites de diferente origen: 36 de
las entradas fueron cedidas por el Tomato Genetics Resource Center (TGRC) (entradas
con nombres precedidos por LA) y 55 por el Banco de Germoplasma del Instituto de
Conservacion y Mejora de Agrodiversidad Valenciana (COMAYV), colectadas por su
equipo en colaboracion con la Universidad Nacional de Piura, Universidad Nacional de
Trujillo (Pert), Universidad Nacional de Loja y Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo

(Ecuador).

Con el fin de facilitar el estudio de las entradas en todo su rango de distribucion
se dividieron en siete grupos por criterios ecogeograficos, segin pertenecieran a las
mismas cuencas hidrograficas o cuencas conectadas o existieran barreras geograficas
que las separasen. Para ello se emplearon el Mapa Bioclimatico de Ecuador y el Mapa
Hidrografico del Perti y se utiliz6 el programa Google Earth (v.5.0). En el caso de
existir pocas entradas en esas areas se agruparon para facilitar el andlisis. Las areas se
denominaron de norte a sur zonas A, B, C, D, E, F y G. (Figuras 3.1.1, 3.1.2 y Tabla
3.1.1).
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Figura 3.1.1. Fotografia satélite de Ecuador y de Pera donde se indican por
colores las zonas de colecta de S. habrochaites y las entradas colectadas en cada
zona: amarillo, zona A; azul, zona B; rojo, zona C; turquesa, zona D; rosa, zona
E; blanco, zona F; morado, zona G. Fuente: Google Earth.
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Figura 3.1.2 Detalle de mapa de Ecuador y Peru en el que se representan por colores las diferentes entradas
de S. habrochaites colectadas en cada zona geografica: amarillo, zona A; azul, zona B; rojo, zona C;
turquesa, zona D; rosa, zona E; blanco, zona F; morado, zona G. Fuente: Programa Diva Gis.

Zona A (Centro de Ecuador) (8 entradas): en esta zona se incluyeron las entradas

colectadas mas al norte, en el centro de Ecuador. Entradas de Manabi, LA1624
(glabratum) y ECU1498; Guayas, LA0407 (glabratum); Chimborazo, LA1265
(glabratum) y LA1266 (glabratum); y Azuay, ECU0434, ECU0436 y ECU0950. Las

entradas clasificadas como forma glabratum lo han sido por el TGRC.
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Zona B (Noreste de Loja) (13 entradas): entradas del noreste de la provincia de
Loja, en la cuenca del Rio Zamora LA1252, LA2109, LA2110, LA2115, pertenecientes
a la forma glabratum, colectadas a grandes altitudes, sobre 2000 metros, y la entrada
LA2128 (glabratum) colectada al este de ellas y que es la tnica de la provincia de
Zamora Chinchipe y que esta colectada a 1000 metros. Se incluyeron también las
entradas colectadas en la cuenca del Rio Catamayo ECU0311, ECU0336, ECU0359,
ECU0653, ECU0533, ECU0537, ECU0534 y ECU0536.

Zona C (Oeste de Loja-Piura) (29 entradas): entradas del oeste de la provincia de
Loja en los cantones de Celica ECU0529, ECU0531, ECU0532, ECU0657; Sozoranga
LA2864 (glabratum) y Macara LA2863. Todas estas entradas pertenecen a la cuenca
del Rio Chira (en la parte ecuatoriana Rio Catamayo) al igual que las entradas del
departamento de Piura en la provincia de Morropon cerca de Ayabaca: ECU0911,
ECU0922, ECU0924, ECU0901, ECUO0888 (distribuidas en altitudes desde 550 m a
2120 m). Las entradas colectadas en la cuenca del Rio Piura cerca de Serran en la
carretera a Huancabamba ECU0851, ECU0865, ECU0866, ECU0848 y ECU0842,
ECUO0521, ECU0522, ECU0540, ECUO0541, ECUO0542, ECU0543, ECU0544,
ECU0549, ECU0652, ECU0656 y LA1739, a altitudes desde 725 a 1250m. Este grupo
también incluye entradas del suroeste de Ecuador y Norte de Peri: ECU0527 (Las
Lajas, El Oro) a 450m y ECU0528 (Puyango, Loja) colectada a 1250m.

Zona D (Huancabamba) (10 entradas): esta zona engloba entradas colectadas en
los departamentos de Piura, Lambayeque, Cajamarca y Amazonas. Pertenecen las
entradas LA1718, ECU0523, ECU0524, ECU0546, ECU0547, colectadas en la cuenca
del Rio Huancabamba, zona que ha sido descrita por su gran diversidad (Weigend,
2002). Se incluyeron también las entradas LA2155, LA2314, LA2196 y LA1391 por
estar colectadas en lugares cercanos aunque en la cuenca del Rio Marafion (desemboca
en el Atlantico). La entrada colectada un poco mas al sur, ECU0526, en la cuenca del

Rio Olmos a 230m de altitud, también pertenece a este grupo.

Zona E ( Cajamarca-La Libertad) (13 entradas): se incluyeron las entradas
colectadas en el sur del departamento de Cajamarca, en el valle del rio Jequetepeque
cerca de la ciudad de Cajamarca, colectadas a grandes altitudes alrededor de los 3000m,
entradas ECU0753, ECU0755, ECU0762, ECU0776, ECU0816 y LA0386, ECU1352,
ECU1353, ECU2552. También las entradas colectadas en el norte del departamento de
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La Libertad en el valle del rio Moche, entre Otuzco y Trujillo alrededor de los 2000m
de altitud son ECU0819, ECU0968 y ECU0800 estan en este grupo. La entrada LA2329

pertenece a este grupo aunque esté colectada cerca de Aricapampa en La Libertad.

Zona F (Ancash) (7 entradas): entradas colectadas en el valle del rio Casma, en
el departamento de Ancash LA1361, LA1775, LA1777, LA1779, PE0039 y PE0043.
Colectadas entre 1490 y 3300 m de altura. También se incluy? la entrada colectada en el
mismo departamento mas al norte LA1393, a 2800m, en la cuenca del Rio Santa, cerca

de Caraz.

Zona G (Sur de Peru) (10 entradas): entradas de Lima, Huancavelica y
Ayacucho, de centro a sur de Pert. En el departamento de Lima: LA1978 en la cuenca
del Rio Fortaleza, cercano al callejon de Huaylas; en la cuenca del Rio Chillén, cerca
de Cantas, las entradas LA1764 y LA0094; la entrada LA1753 en la cuenca del Rio
Rimac, cerca de Matucana; LA1695 y LA2409 en el valle del rio Canete y LA1731 en
el valle del rio San Juan, ya en Huancavelica. LA1918 se colectd en la cuenca del rio

Palpay LA1927 en la cuenca del rio Ingenio, en Ayacucho. También hemos incluido

en este grupo la entrada T0039 colectada al este de Nazca.

Tabla 3.1.1. Relacion de entradas de S. habrochaites, origen y localizacion del lugar de colecta, altitud y zona asignada.

Departamento Latitud Longitud Altitud
N° de entrada Origen Localizacion Zona
(Pais) (Sur) (Oeste) (m)
ECU1498 COMAV Manabi (E) Altamira 01°02'56" 80°05"25" 456 A
LA1624 TGRC Manabi (E) Monta-Guayaquil 01°19'48" 80°34'30" 363 A
LA1266 TGRC Chimborazo (E) Pallatanga 01°59'00" 78°27'00" 3508 A
LA1265 TGRC Chimborazo (E) Rio Chimbo 02°01'00" 78°58'00" 2494 A
LA0407 TGRC Guayas (E) Mirador 02°59'00" 79°46'00" 19 A
ECU0434 COMAV Azuay (E) Caledonias 03°12'33" 79°11'30" 1924 A
ECU0950 COMAV Azuay (E) Cuenca 03°13'49" 79°13'10" 1613 A
ECU0436 COMAV Azuay (E) Puente de Rircai 03°13'56" 79°13'05" 1560 A
ECU0336 COMAV Loja (E) Barrio Gualan 03°45'56" 79°15'31" 2364 B
LA2115 TGRC Loja (E) Pucala 03°51'00" 79°14'00" 2701 B
LA2128 TGRC Zamora-Chinchipe (E) Zumbi 03°5329" 78°46'43" 820 B
ECU0311 COMAV Loja (E) Cachipampa 03°53'59" 79°16'55" 2262 B
ECU0359 COMAV Loja (E) Guadarin 03°57'34" 79°29'05" 2250 B
ECU0537 COMAV Loja (E) Las Chinchas 03°58'00" 79°28'00" 2119 B
ECU0653 COMAV Loja (E) Las Chinchas 03°58'00" 79°28'00" 2119 B
LA1252 TGRC Loja (E) Loja 03°59'00" 79°12'00" 2079 B
ECU0533 COMAV Loja (E) La Argelia 04°02'12" 79°11'20" 2448 B
ECU0534 COMAV Loja (E) Vilcabamba 04°18'00" 79°12'00" 2094 B
LA2109 TGRC Loja (E) Yangana 04°18'00" 79°12'00" 2295 B
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LA2110

ECU0536
ECU0527
ECU0528
ECU0529
ECU0531
ECU0657
ECU0532
LA2864

LA2863

ECU0922
ECU0911
ECU0888
ECU0924
ECU0901
ECU0865
ECU0866
ECU0848
ECU0851
ECU0842
ECU0549
LA1739

ECU0656
ECU0544
ECU0540
ECU0541
ECU0521
ECU0522
ECU0652
ECU0543
ECU0542
ECU0523
ECU0546
ECU0547
LA1740

LA1718

ECUO0524
LA1391

ECU0526
LA2196

LA2314

LA2155

LA0386

ECU0816
ECU0753
ECU0755
ECU0762
LA1352

ECU0776
LA2552

TGRC
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV

TGRC
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV

TGRC
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV

TGRC

TGRC
COMAV

TGRC
COMAV

TGRC

TGRC

TGRC

TGRC
COMAV
COMAV
COMAV
COMAV

TGRC
COMAV

TGRC

Loja (E)
Loja (E)

El Oro (E)
Loja (E)
Loja (E)
Loja (E)
Loja (E)
Loja (E)
Loja (E)
Loja (E)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)
Piura (P)

Cajamarca (P)
Lambayeque (P)
Amazonas (P)
Amazonas (P)
Cajamarca (P)
Cajamarca (P)
Cajamarca (P)
Cajamarca (P)
Cajamarca (P)
Cajamarca (P)
Cajamarca (P)
Cajamarca (P)

Cajamarca (P)

Yangana
Yangana
Puyango Viejo
Alamor
Quillangas
Celica
Celica
Celica
Sozorango
Macara
Jilili
Sicches
Las Lomas
Montero
Pingola
Frias
Frias
Quebrada Chilique
Faical
Paltashaco
Palambla
Canchaque a Serran
Canchaque
Canchaque
Quinta San Juan Villa
Quinta San Juan Villa
Canchaque
Canchaque
Las Huacas-Canchaque
Las Huacas-Canchaque
Las Huacas-Canchaque
Comederos Bajos
Comederos Bajos
Comederos Bajos
Huancabamba
Huancabamba
Huancabamba
Bagua a Olmos
Carretera Olmos- Jaén
Rio Utcabamba
San Francisco
Bambamarca
Cajamarca a Celendin
Direccion Cajabamba
Direccion San Juan
Direccion San Juan
Direccion San Juan
Rupe
San Juan

Las Flores

04°18'00"
04°21'45"
03°52'60"
04°01'02"
04°06'20"
04°07'45"
04°09'21"
04°10'00"
04°20'00"
04°23'00"
04°33'00"
04°33'53"
04°37'52"
04°38'00"
04°43'16"
04°52'00"
04°52'00"
05°01'00"
05°01'00"
05°06'00"
05°22'49"
05°23'00"
05°23'05"
05°23'18"
05°23'36"
05°23'36"
05°24'18"
05°24'18"
05°24'34"
05°24'45"
05°26'07"
05°12'53"
05°12'53"
05°12'53"
05°14'00"
05°14'00"
05°16'48"
05°40'00"
05°59'42"
06°10'30"
06°25'00"
06°39'00"
07°09'36"
07°11'05"
07°1229"
07°13'47"
07°16'14"
07°18'00"
07°18'17"
07°20'00"

79°12'00"
79°10'12"
80°05'60"
79°58'30"
79°55'45"
79°55'10"
79°54'20"
79°55"20"
79°47'00"
79°57'00"
79°47'00"
79°46'23"
79°59'53"
79°50'00"
79°48'54"
79°57'00"
79°57'00"
79°53'00"
79°51'00"
79°54'00"
79°36'50"
79°37'00"
79°3720"
79°36'48"
79°37'34"
79°37'34"
79°38'06"
79°38'06"
79°38'10"
79°38'32"
79°44'37"
79°26'10"
79°26'10"
79°26'10"
79°27'00"
79°27'00"
79°28'16"
79°38'00"
79°43'03"
77°54'30"
77°52'00"
78°32'30"
78°30'00"
78°26'5"
78°30'17"
78°29'14"
78°31'48"
78°48'30"
78°28'39"
78°09'00"

2295
1855
706
1257
1866
1587
1283
927
1038
445
1113
1254
479
1228
1532
1000
3050
1800
1925
950
1117
1037
934
1182
915
915
704
704
854
633
232
2240
2240
2240
1990
1990
2357
425
213
1608
2149
2804
2683
2752
2966
3161
2296
1795
2367
2371
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Material y Métodos

LA1353 TGRC Cajamarca (P) Contumaza 07°22'00" 78°49'00" 2559
ECU0968 COMAV La Libertad (P) Quirivilca 07°55'00" 78°32'00" 3231
ECU0800 COMAV La Libertad (P) Cruce Otuzco-Trujillo 07°57'00" 78°36'00" 2714
ECUO0819 COMAV La Libertad (P) Cruce Otuzco-Trujillo 07°58'48" 78°39'37" 2752
LA1393 TGRC Ancash (P) Huaraz-Caraz 09°03'00" 77°48'30" 2251
LA1775 TGRC Ancash (P) Rio Casma 09°31'00" 77°53'00" 2005
PE0043 COMAV Ancash (P) Cullaspungro 09°32'00" 77°48'00" 2658
PE0039 COMAV Ancash (P) Quita 09°33'00" 77°41'00" 3609
LA1777 TGRC Ancash (P) Rio Casma 09°33'00" 77°3524" 3742
LA1361 TGRC Ancash (P) Pariacoto 09°33"00" 77°48'30" 1307
LA1779 TGRC Ancash (P) Rio Casma 09°33'36" 77°39'36" 3883
LA2329 TGRC La Libertad (P) Ariacapampa 07°48'00" 77°42'00" 1853
LA1978 TGRC Ancash (P) Rio Fortaleza 10°06'30" 77°29'00" 2313
LA1764 TGRC Lima (P) Rio Chillon 11°30'00" 76°40'00" 2278
LA0094 TGRC Lima (P) Canta -Yangas 11°31'00" 76°41'00" 2045
LA1753 TGRC Lima (P) Surco 11°53'05" 76°26'23" 2030
LA2409 TGRC Lima (P) Rio Miraflores 12°16'00" 75°50'00" 4186
LA1731 TGRC Huancavelica (P) Rio San Juan 12°47'00" 74°57'00" 3638
LA1695 TGRC Lima (P) Valle Rio Canete 12°48'45" 75°47'01" 2777
LA1918 TGRC Ayacucho (P) Puquio 14°16'00" 74°55'00" 2991
LA1927 TGRC Ayacucho (P) Rio Ingenio 14°28'00" 74°48'42' 2784
T0039 COMAV Ayacucho (P) Huallhua 14°49'27" 74°41'05" 2630

oo o000 mm ™M ™M ™ ™ ™ MM mom

Pais: E: Ecuador, P: Peru. En negrita: S. habrochaites f. glabratum segan el TGRC.

Como fuera de grupo se incluyeron 11 entradas del mismo género que se
corresponden con un representante de cada una de las especies de la seccion, S.
pennellii, S. cornelliomuelleri, S. chmielewskii, S. neorickii, S. chesmaniae, S.

pimpinellifolium, S. lycopersicum, S. arcanum, S. peruvianum, S. huaylasense y S.

chilense (Tabla 3.1.2).

Tabla 3.1.2. Relacion de entradas de otras especies del género utilizadas como fuera

de grupo.

N? de entrada Especie Departamento (Pais) Localizacién
LAO716 S. pennellii Arequipa (P) Chala
LA1283 S. cornelliomuelleri Lima (P) Santa Cruz de Laya
LA1306 S. chmielewskii Ayacucho (P) Tambo
LA1326 S. neorickii Apurimac (P) Rio Pachachaca
LA1450 S. cheesmaniae
LA1581 S. pimpinellifolium Lambayeque (P) Punto Cuatro
LA1673 S. lycopersicum Lima (P) Nana
LA2185 S.arcanum Amazonas (P) Pongo de Rentema
LA2744 S. peruvianum Tarapaca (C) Sobraya
LA2809 S. huaylasense Ancash (P) Huaylas-Ancash
LA2884 S. chilense Antofagasta (C) Ayaviri
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3.2. Caracterizacion molecular

3.2.1. Tipos de marcadores moleculares utilizados

Para el estudio de la variabilidad molecular se ha empleado un marcador
molecular codominante, SSR (Simple Sequence Repeats) o microsatélite, y un marcador

dominante, AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorphisms).
3.2.2. Toma de muestras, extraccion y cuantificacion del ADN

Se tomaron muestras de cinco plantas por entrada. Se pesaron aproximadamente
50 mg de tejido de hoja joven de cada una de las plantas. La extraccion de ADN se
realizd  siguiendo una modificacion del método CTAB (Bromuro de
Cetiltrimetilamonio). Tras la extraccion del ADN se comprob6 su calidad en un gel de
agarosa al 0.8% (en tampon TBE 0.5x) tefiido con bromuro de etidio y se cuantificd en
un espectrofotometro Nanodrop ND-1000. Para los marcadores AFLP, tras la
cuantificacion, se mezclaron los ADN gendémicos de cada entrada, de forma que en la
mezcla hubiera la misma concentracion de ADN de cada planta. En el caso de los SSRs

se analizo cada una de las plantas de las diferentes entradas de forma independiente.

3.3. Marcadores AFLP

3.3.1. Fundamento

Esta técnica fue empleada por primera vez por Vos et al. (1995). Combina la
restriccion con endonucleasas y la amplificacion por PCR. Su principal ventaja es la
obtencion de un elevado numero de polimorfismos con mayor reproducibilidad que otro

tipo de marcadores.

Los marcadores AFLP se basan en la amplificacion via PCR de fragmentos de
ADN previamente digeridos por dos enzimas de restriccion y ligados a dos adaptadores
especificos de los enzimas utilizados. La amplificacion de todos los fragmentos
originados tras la digestion dificultaria su interpretacion e individualizacion debido a su
elevado numero. Por esta razon los cebadores empleados en la amplificacion son
extendidos en dos o tres bases en el extremo 3°. De esta manera el numero de
fragmentos obtenidos es manejable. La utilizacion de dos o tres bases selectivas
depende del tamaio del genoma a analizar y de la cantidad de fragmentos de ADN que

deseemos obtener.
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En primer lugar se generan fragmentos de restriccion usando dos endonucleasas
que produzcan extremos cohesivos (Figura 3.3.1). Una endonucleasa reconoce una
secuencia de corte poco frecuente (suele emplearse ECORI), mientras que la otra
endonucleasa reconoce una secuencia frecuente (suele emplearse Msel). Seguidamente,
mediante una reacciéon de ligacion se unen los adaptadores complementarios a los
extremos generados por los cortes con las endonucleasas. A continuacion se realiza una
amplificacion preselectiva de los fragmentos, utilizando cebadores que son copias
complementarias de los adaptadores mas una base adicional en el extremo 3’.
Finalmente se realiza una amplificacion “selectiva”, en la que los cebadores tienen la
misma secuencia que los cebadores de la amplificacion preselectiva, pero con dos o tres

nucleotidos adicionales en el extremo 3.

v N
S TTAA
3 CTTAA,(E AATl
Digestion ) .
Diana EcoRl EcoR\ Diana Msel
Msel
Ligacion AATTC TTA + Ligasa
TTAA G AAT
EcoRl adaptador Msel adaptador
Amplificacion 5’ A
preselectiva AATTC TTA
TTAAG AAT
C 5
Amplificacién s AT AAC
selectiva AATTC TTA
TTAAG AAT
GAC 5

Figura 3.3.1. Esquema de la técnica AFLPs.

3.3.2. Protocolo

Las reacciones AFLP se llevaron a cabo segun describe Vos et al. (1995). El
protocolo consiste en cuatro pasos: digestion, ligacion, amplificacion y separacion de
los productos amplificados. Se utilizd un kit comercial en los pasos de digestion y

ligacion (Invitrogen “AFLP® Core Reagent” N° Cat.: 10482-016).
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3.3.2.1. Digestion

Se realiz6 la digestion de 125 ng de la mezcla de ADN gendmico en un volumen
final de 10 pl, con una unidad de EcoRI/Msel en tampoén 1x (Tris-HCI 10mM pH 7.5,
MgAc2 10mM y KAc 50mM). Se incubd durante 2 horas y 30 minutos a 37°C y 15

minutos a 70°C para inactivar los enzimas.
3.3.2.2. Ligacion

El ADN digerido se ligd a unos adaptadores especificos de las endonucleasas
empleadas. Estos adaptadores tienen la peculiaridad de que una vez ligados no pueden

volver a ser digeridos por los mismos enzimas. Los adaptadores empleados fueron:

Adaptador EcoRI: 5’-CTCGTAGACTGCGTACC
CATCTGACGCATGGTTAA-5

Adaptador Msel: 5°~-GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT-5’

Para la ligacion se afiadié al volumen total de la reaccion de digestion 9.6 ul de
la solucion de ligacion de adaptadores (ATP 0.4mM, Tris-HCI 10 mM pH 7.5, MgAc;
10mM, KAc 50 mM) y 0.4 unidades de ligasa T4, incubandose la mezcla durante 3
horas a 20°C.

3.3.2.3. Amplificacion
a) Reaccion de amplificacion preselectiva: para la amplificacion de los
fragmentos flanqueados por los adaptadores EcoRI/Msel se utilizaron dos
cebadores complementarios de cada uno de los adaptadores, a los que se afiadid
un nucleotido adicional. Los cebadores empleados fueron:
Cebador EcoRI+A: 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3’
Cebador Msel+C: 5’- GAT GAG TCC TGA GTA AC-3°

Se amplificd, en un volumen total de 25 ul, 5 pl de la reaccion de ligacion
diluida (1:10) con los cebadores anteriores (20 uM), 100 uM de cada ANTP, 1mM
MgCl, y 0.8 unidades de Taq polimerasa en tampon de PCR (Tris-HCI 10mM pH 8.3,
MgCl; 1.5 mM, KCI 50mM, 0.001%).

El programa de amplificacion preselectiva fue el siguiente:
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- 1 ciclo de 2 minutos de desnaturalizacion a 94°C.
- 20 ciclos de:

e 20 segundos de desnaturalizacion a 94°C.

e 30 segundos de hibridacion a 56°C.

e 25 segundos de extension a 72°C.

- 1 ciclo de extension final de 10 minutos a 60°C.

b) Reaccion de amplificacion selectiva: los cebadores utilizados para la
amplificacion selectiva son idénticos a los de la preamplificacion pero con dos
nucledtidos selectivos afadidos al extremo 3’. Se emplearon 3 combinaciones de
cebadores. Se utilizo el cebador ECORI marcado con diferentes fluorocromos

(Tabla 3.3.1).

Tabla 3.3.1. Combinacion de cebadores utilizados en la amplificacion
selectiva y fluoréforo empleado en cada caso.

COMBINACION DE CEBADORES FLUOROFORO
EcoRI-ACA / Msel- CTA 6-FAM
EcoRI-AGC / Msel- CAA HEX
EcoRI- AAC/ Msel- CAA NED
EcoRI- ACC/Mse- CTA 6-FAM
EcoRI- AGG / Mse- CAT HEX
EcoRI- AAC/ Mse- CTA NED

En un volumen total de 25 pl se amplifico 2 pl de la reaccion de amplificacion
preselectiva diluida (1:10) con 200 uM del cebador ECORI y 1 mM del cebador
Msel, 100 uM de cada ANTP, MgCl, 1mM y 0.8 unidades de Taq polimerasa en
tampon de PCR (Tris- HCI 10mM pH 8.3, MgCl, 1.5 mM, 0.001% glicerol). La
concentracion es diferente para ambos cebadores de manera que la reaccion de

amplificacion termine cuando el cebador marcado quede totalmente consumido.
El perfil térmico de la amplificacion selectiva fue el siguiente:

- 1 ciclo de 2 minutos de desnaturalizacion a 94°C.
- 10 ciclos de:
e 20 segundos de desnaturalizacion a 94°C.
e 30 segundos de hibridacion a 66°C, disminuyendo 1°C la temperatura de
cada ciclo.
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e 25 segundos de extension a 72°C.
- 20 ciclos de:
e 20 segundos de desnaturalizacion a 94°C.
e 30 segundos de hibridacion a 56°C.
e 25 segundos de extension a 72°C.

- 1 ciclo de 30 minutos de extension final a 60°C.

En la figura 3.3.2 se muestran los productos de la amplificacion selectiva de

algunas muestras de S. habrochaites.

LAICE R R T T R R R A s

Figura 3.3.2. Gel de agarosa que muestra los productos de amplificacion
selectiva.

3.4. Marcadores SSR

3.4.1. Fundamento

Los microsatélites, también conocidos como SSRs, fueron descritos por primera
vez por Hamada et al. (1982) como secuencias cortas de ADN constituidas por motivos
de 1 a 6 nucledtidos repetidos en tdindem. El numero de repeticiones es variable y, en
general, el grado de polimorfismo aumenta con la longitud total del microsatélite
(Weber 1990). Debido a su excepcional variabilidad y a que se encuentran de forma
abundante y uniforme a lo largo de la mayoria de genomas eucariotas, estan
considerados como los marcadores moleculares mas potentes (Goldstein & Pollock
1997). Son marcadores idoneos para la obtencion de mapas genéticos de alta densidad

(Dib et al. 1996).

Las principales ventajas de los microsatélites es que son marcadores
codominantes y altamente reproducibles. Ademas, en tomate se ha desarrollado un gran

nimero de cebadores especificos para las secuencias unicas que flanquean el motivo
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repetido (Smulders et al. 1997; Areshchenkova y Ganal 1999, 2002). También puede
encontrarse una extensa coleccion de cebadores para amplificar microsatélites

mapeados en http://www.sgn.cornell.edu/. El empleo de estas secuencias permite la

amplificacion por PCR de la region repetida y la visualizacién de todos los alelos

posibles para un locus microsatélite.

En el género Solanum las repeticiones de dinucleotidos son las mas abundantes,
principalmente (TA),, aunque también se encuentra abundancia de trinucledtidos,

principalmente (AAG),, (AAT), y (ACC)y.
3.4.2. Marcadores microsatélite seleccionados

Se seleccionaron 8 microsatélites de la bibliografia existente (Smulders et al.
1997 y SolGenomics) que ya habian sido probados y presentaban polimorfismo en esta
especie (Sifres et al. 2003): LE20592, LE2A11, LELEUZIP, LECAB9, LEGASTI,
LEGTOMS, LPHFS24, LEWIPIG; y se afiadié uno de la base de datos de SolGenomics
Network (http://sgn.cornell.edu): SSR115 (Tabla 3.3.2).

Tabla 3.3.2. Marcadores microsatélite empleados, nombre del locus, cebadores directo y reverso, tipo de
repeticion, tamafio del alelo en S. lycopersicon segin Smulders et al. 1997 y SolGenomics, temperatura de
hibridaciéon y fluoréforo empleado en cada caso.

NOMBRE
LOCUS

CEBADORES REPETICION TAMANO Tm FLUOROFORO

5’AATTTGTAAGGAGAAGACGG3’
LE2A11 (ATCT)s.1 157pb 55°C 6-FAM
S’TCATATTCTTCACACCAAAGG3’

5’ CTGTTTACTTCAAGAAGGCTG3’
LE20592 (TAT);5.1(TGT), 166pb 57°C 6-FAM
5’ACTTTAACTTTATTATTGCCACG3’

5’ ATCTCTATTGTTTTCGACTCG3’
LEGASTI (TA)ATG)s 143pb 55°C NED
STCTGTTGTTGCTGCTGCTC3’

5S’AAAGATAAAGCATGAAATGAA3Z’
LEGTOM (TA)o 181pb 50°C NED
5’GGAGTTGAGATAAAGTGAAGA3’

5’ TTTATTATCCCAGAAGCCTTC3’
LECAB9 (TA)s(CA); 118pb 55°C NED
5’CCTCACATTTAAACAAATTGC3’

5’GGTGATAATTTGGGAGGTTAC3’
LELEUZIP (AAG)e TT(GAT), 105pb 55°C 6-FAM
5’°CGTAACAGGATGTGCTATAGG3’

S’GAGTCAAAGTTTGCTCACATC3’
LEWIPIG (CT)s(AT)s 254pb 48°C NED
5’CTCTTCTGAACTTGCTTTGAG3’

S’TTGGATTTACAAGTTCGATGT3’
LPHFS24 (TA) 149pb 50°C HEX
5S’GCATTTGACTTGATAGCAGTC3’

5’CACCCTTTATTCAGATTCCTCT3’
SSR115 (AT)6 211pb 50°C HEX
S’ATTGAGGGTATGCAACAGCC3’
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3.4.3. Protocolo
3.43.1. Amplificacion

El volumen final de cada reaccion de PCR (12 pl) estaba compuesto por 12 ng
de ADN genomico, tampon de PCR 1x, 10 uM de cada ANTP, 10 uM de cada cebador y

1 unidad de Taq polimerasa.

La reaccion de PCR se llevo a cabo seglin describe Smulders et al. (1997). El

perfil térmico fue el siguiente:

- 1 ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos.
- 30 ciclos con las siguientes condiciones:
e Desnaturalizacion durante 45 s a 94°C.
e Hibridacion durante 1 min 45 s a la temperatura adecuada para cada
pareja de cebadores (ver tabla 3.3).
e Extension durante 45 s a 72°C.

- 1 ciclo final de elongacioén de 30 min a 72°C.

La amplificacion se comprob6 en un gel de agarosa al 1% (Figura 3.3.3).

ER=oEoogssssS

Figura 3.3.3. Gel de agarosa que muestra la amplificacién de un locus microsatélite en
diferentes entradas de S. habrochaites.

3.5. Separacion de los productos amplificados

Para ambos marcadores se utiliz6 un secuenciador capilar ABI PRISM® 3100
Genetic Analyzer, basado en un sistema de andalisis de ADN con marcadores
fluorescentes que utiliza 4 capilares operando en paralelo. Los fluoréforos son excitados
por un laser de forma que son detectados por un sistema de lectura que permite detectar
5 fluordforos diferentes en una misma reaccion. Asi se resuelve el producto de la

amplificacion de hasta cuatro cebadores marcados con fluordéforos que emitan en
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distinta longitud de onda mas el fluor6éforo correspondiente al patron de pesos

moleculares.

Las muestras se prepararon en 12 pl de formamida, con 0.5 pl de cada una de las
tres reacciones diluidas y 0.25 pl de marcador de peso molecular GeneScan 400 HD

marcado con el fluoréforo ROX, que emite en el color rojo.

Los fragmentos amplificados se visualizaron en forma de picos mediante el

programa de analisis GeneScan (v.3.1.2) (Figuras 3.3.4 y 3.3.5).
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Figura 3.3.5. Electroferograma obtenido para tres combinaciones de AFLPs en una muestra concreta.

Para facilitar la interpretacion de los resultados en el caso de AFLPs los picos se
convirtieron en bandas utilizando el programa Genographer (v.2.1.4) (Figura 3.3.6). Los

marcadores SSR se analizaron utilizando el programa Genotyper (v.2.0) (Figura 3.3.7).
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Figura 3.3.6. Imagen del programa Genographer tras importar los archivos GeneScan de
algunas muestras de AFLP de S. habrochaites cuyos cebadores estaban marcados con el
fluoréforo NED (amarillo).
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Figura 3.3.7. Imagen del programa Genotyper tras importar los archivos GeneScan de algunas muestras microsatélites

de S. habrochaites cuyos cebadores estaban marcados con el fluor6foro NED (amarillo).

3.6. Analisis de los datos:

En el caso de los marcadores AFLPs:

Los fragmentos amplificados por los marcadores AFLP fueron evaluados
empleando el programa Genographer (v.2.1.4). Las bandas del gel se transformaron en
una matriz de (1) y (0), es decir, de presencia o ausencia de banda. A partir de la matriz

de 1 y 0 se estimo el coeficiente de similitud de Dice (Neiy Li, 1979):
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Sij=2a/ (2a+b+c)

donde Sij es la similitud entre dos individuos i y j, a es el nimero de bandas
compartidas, y, b y ¢, son el nimero de bandas amplificadas exclusivamente en iy j

respectivamente.

Se realizd6 un andlisis cluster empleando el método Neighborg-Joinning
utilizando el paquete informatico PHYLIP (v.3.69) (Felstein 2008). Para comprobar la
robustez de los nodos se realizé un remuestreo de la matriz de 1 y 0 con 1000 muestras
y un reemplazo del 35% de los datos. Los dendrogramas se visualizaron con el

programa TreeViewPPC (v.1.6.6) (Page 2001).

Con esta matriz de similitudes también se realiz6 un andlisis de coordenadas
principales (ACoP) utilizando el programa Ginkgo Multivariate Analysis System
(v.1.6.0) (Bouxin 2005).

Para cada grupo geografico se calculdo el numero de loci polimorficos y la

diversidad genética de Nei (1973),
_ 2
Dk_l_zpi ’

donde p; es la frecuencia del i-ésimo alelo en un locus k. Para ello se utiliz6 el programa

PopGene (v.1.32) (Yeh et al. 1997).

En el caso de los marcadores SSR:

Se calcularon las frecuencias alélicas para cada locus en cada una de las zonas
utilizando el programa Genetix (v.4.04). A partir de las frecuencias alélicas obtenidas
para cada uno de los loci microsatélites se obtuvo la matriz de distancias empleando el

coeficiente de Cavalli-Sforza y Edwards (1967).

3 <z/>sz[1ZW J

donde xjj e y; son las frecuencias del alelo i1 del locus j en las poblaciones x e vy,
respectivamente, m; es el nimero de alelos que presenta el locus j y r es el nimero de

loci analizados.
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Se construyd un dendrograma con el método Neighborg-Joinning con ayuda del
programa Populations (v.1.2.28) (Langella 2002). Con el mismo programa se realizo

bootstrap para saber cudl era la robustez de los nodos.

Con esta matriz de distancias también se realizd un analisis de coordenadas
principales (ACoP) utilizando el programa Ginkgo Multivariate Analysis System
(v.1.6.0) (Bouxin 2005).

La diversidad genética intrapoblacional para cada grupo geografico se obtuvo
con el programa Genetix (v.4.04) (Belkhir et al. 1996). Se calculd el nimero medio de
alelos por locus (A), la heterozigosidad observada (Ho), la heterozigosidad esperada
(He & Nei 1973) y la proporcion de loci polimorficos, en los que el alelo més frecuente

aparece por debajo de 95%.

En ambos casos, la estructura de las poblaciones se comprobd utilizando el
programa STRUCTURE (Pritchard 2000). Dada una serie de individuos se asumen K
poblaciones y los individuos son asignados a cada una de las poblaciones. Se calcularon
desde K=1 hasta K=9 poblaciones. El niimero final de poblaciones (K) se definid
cuando las probabilidades alcanzaron un maximo para AFLPs y un estado de meseta
para SSRs. Ademas, se calculd la probabilidad de que cada entrada perteneciera a cada

una de las poblaciones con el mismo programa.

La varianza molecular dentro de cada zona y entre zonas o grupos geograficos se
calcul6 mediante un analisis AMOVA con el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al.

2005).

Con el fin de establecer las relaciones genéticas entre las distintas regiones
geograficas se realizo un ACoP y un andlisis cluster. Como coeficientes de distancias
entre grupos se utilizo el indice de diferenciacion Gst (Nei 1973) para AFLPs y el indice

Fst (Weir & Cockerman 1984) para SSRs.

Para comprobar si las distancias geograficas estaban correlacionadas con las
genéticas se calcularon las distancias geograficas entre cada par de entradas con el

método del Arco del Circulo Méaximo a partir de las coordenadas geograficas.
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Para estudiar la relacion entre el clima y la diferenciaciéon genética de S.
habrochaites se utilizaron diferentes parametros de temperatura y precipitaciones. Estos
se extrajeron de la base de datos de la pagina web del programa Diva-Gis

(http://www.diva-gis.org/gData). Se obtuvieron los valores para cada una de las

entradas y se realizo un andlisis de la varianza para comprobar si las medias entre las
diferentes zonas eran significativamente diferentes. Con esta matriz de datos
estandarizada se realiz6 un andlisis de componentes principales (ACP) con el programa

Ginkgo (v1.6.0) y se representaron las entradas en funcion de éstas.

Se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson entre las matrices de
distancias genéticas para cada marcador y las distancias geograficas y climaticas. Para

ello se realizo un test de Mantel (1967) con ayuda del programa Ginkgo (v.1.6.0).
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4. Resultados y Discusion
4.1. Marcadores AFLPs

En el andlisis de la coleccion con marcadores AFLP se obtuvo un gran nimero
de fragmentos amplificados para cada combinacién (Tabla 4.1.1).
Se amplificaron un total de 923 bandas, incluyendo los representantes de cada una de
las especies de la seccion, de las cuales 887 fueron polimorficas, aproximadamente un
96% del total. En la especie S. habrochaites se amplificaron un total de 617, con un
promedio de 103 bandas por combinacion, de las cuales 561 fueron polimérficas, lo que
representa un 91% del total aproximadamente, con un promedio de 94 bandas

polimorficas por combinacion.

Tabla 4.1.1. Relacion de bandas obtenidas para cada combinacion de cebadores selectivos, para todas las
especies y para S. habrochaites.

Todas las especies S. habrochaites
Combinacion de cebadores ~ NGmerode  Numero de NUmero de NUmero de
selectivos bandas bandas bandas bandas
amplificadas  polimoérficas  amplificadas  polimoérficas
Eco ACA Fam - Mse CTA 200 187 148 129
Eco AGC Hex - MSE CAA 103 100 43 35
Eco AAC Ned - Mse CAA 173 163 137 125
Eco ACC Fam - Mse CTA 186 183 114 111
Eco AGG Hex - Mse CAT 95 92 60 55
Eco AAC Ned - Mse CTA 166 162 115 106
Total 923 887 617 561

4.1.1. Analisis de Coordenadas Principales y Diversidad Genética.

El Analisis de Coordenadas Principales obtenido para los marcadores AFLP
empleando la distancia de Nei (1979) se representa en la figura 4.1.2. La primera
coordenada, que explica una gran cantidad de la variacion (56%), separa claramente las
entradas del Norte de las del Sur de su area de distribucion, mientras que en la zona
central del diagrama aparecen las entradas de la zona D, cercana a Huancabamba. En
este grupo se observa una mayor dispersion de las entradas. Es en esta zona donde
hemos encontrado una mayor diversidad genética (Tabla 4.1.2), lo que concuerda con lo
obtenido por Rick et al. (1979) que observaron una gran variabilidad morfoldgica en

esta zona donde el polimorfismo electroforético tenia un maximo.

38



Resultados y Discusién

Las entradas colectadas mas al norte, en las areas A y B aparecen
entremezcladas, pero podemos observar dos subgrupos con las entradas de cada area
mas cercanas entre si. En las entradas del &rea C se observan dos subgrupos claramente
diferenciados pertenecientes a las entradas colectadas mas al norte o al sur en esta area
(Figura 4.1.1). Las entradas de las zonas E y F, colectadas mas al sur en las provincias
de Cajamarca y La Libertad, aparecen agrupadas con respecto a estas dos coordenadas.
También las entradas colectadas en la zona mas al sur, zona G, aparecen agrupadas
aunque separadas de las anteriores con respecto a la componente dos, que explica

apenas un 9% de la variacion.
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Figura 4.1.1. Anélisis de Coordenadas Principales obtenido con los marcadores AFLP en el que se representan con
diferentes simbolos las entradas pertenecientes a cada una de las zonas de colecta.

Las zonas centrales del rango de distribucién fueron las mas diversas, desde el
noreste de Loja hasta La Libertad, alcanzando un méaximo en la region de
Huancabamba. Las regiones del extremo norte y sur mostraron una menor diversidad
genética (tabla 4.1.2).

39



Resultados y Discusién

Tabla 4.1.2. Zonas, nimero de individuos (n), diversidad genética de Nei (1973) (D) y su
varianza (entre paréntesis), proporcion de loci polimérficos en los que el alelo mas frecuente
esta por debajo del 95% (P).

; AFLPs
Poblaciones - 5 P
Centro de Ecuador (A) 8 0.12 (0.03) 0.26
Noreste de Loja (B) 13 0.05 (0.02) 0.16
Oeste de Loja-Piura (C) 29 0.11 (0.03) 0.44
Huancabamba (D) 11 0.15 (0.04) 0.46
Cajamarca-La Libertad (E) 13 0.12 (0.03) 0.42
Ancash (F) 6 0.05 (0.02) 0.14
Sur de Peru (G) 9 0.10 (0.03) 0.32
Total 89 0.19 (0.03) 0.91

4.1.2. Analisis Cluster

El dendrograma obtenido incluyendo las entradas pertenecientes a todas las
especies de la seccion separd claramente las entradas de S. habrochaites del resto de
especies. En la figura 4.1.2 se representa el dendrograma en el que se ha utilizado como
fuera de grupo la entrada de la especie S. pennelli porque es la mas cercana a S.
habrochaites entre todas las especies silvestres de la seccion.

En este dendrograma puede observarse una clara separacion en dos clusters de
las entradas colectadas en las zonas mas al norte del area de distribucion de la especie
de las colectadas més al sur con un valor de bootstrap del 100%. Las entradas LA1391 y
ECUO0526 procedentes de Cajamarca y Lambayeque respectivamente, aparecen siempre
agrupadas y separadas del resto (bootstrap 100%). Estas entradas son las unicas

colectadas en estas latitudes a altitudes muy bajas entre 200 y 500m.

En un mismo cluster aparecen agrupadas las entradas colectadas a latitudes mas
bajas desde Huancabamba hasta Nazca. Las entradas de la zona G, situada mas al sur,
aparecen separadas del resto de entradas, en un unico cluster. En este cluster se agrupan
las entradas colectadas en las provincias de Ayacucho con un valor de bootstrap muy
alto, del 100%. Las entradas de las zonas E y F, colectadas en Cajamarca, La Libertad y
Ancash aparecen en un cluster entremezcladas y separadas del resto de entradas del sur
con un valor de bootstrap del 59%. Las entradas de la zona D, que hemos llamado zona
de Huancabamba, aparecen en este cluster aunque separadas del resto. A pesar de ser

mas cercanas geograficamente a las entradas del norte aparecen en este cluster con las
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entradas colectadas en el sur de distribucion de la especie, lo cual confirma que existe

una barrera geografica que separa esta zona del resto.

En el segundo cluster (100%) se agrupan las entradas colectadas mas al norte del
area de distribucién. Por un lado se agrupan todas las entradas de la zona B, cercanas a
Loja, en el mismo cluster que las entradas colectadas mas al norte en el centro de
Ecuador o zona A. Las entradas colectadas en Loja-Piura, o0 zona C, aparecen agrupadas

en este segundo cluster aungue las ramas no tienen un valor de bootstrap alto.

En general, podemos decir que las diferentes entradas de S. habrochaites se
agrupan en funcién de su lugar de colecta, viéndose una gran separacion entre las
entradas colectadas mas al norte de su area de distribucion y las colectadas mas al sur.
Ademas se observa una diferenciacion de las entradas colectadas en la Depresion de
Huancabamba. Algunos autores han sugerido que esta Depresidon representa una
frontera biogeogréafica importante para taxones de la zona andina (Ayers 1999). Otros
autores han propuesto que la zona Amotape-Huancabamba en los Andes del norte de
Per( y en el extremo sur de Ecuador es un area con una biodiversidad excepcional y
posiblemente una zona fitogeogréafica propia (Weigend 2002). Esto estaria de acuerdo
con la existencia de tres zonas biogeograficas diferenciadas en esta region central para
S. habrochaites. Esto se confirma con la diversidad genética encontrada, que es la
mayor entre todas las areas de colecta, a pesar de contar con un menor nimero de
entradas (Tabla 4.1.2).

41



Resultados y Discusion

S penneli

oA

Figura 4.1.2. Dendrograma obtenido para AFLPs empleando el coeficiente de similitud de Dice (1979) y el método
Neighborg-Joinning para las distintas entradas de S. habrochaites. Se indican los valores de bootstrap en %.
Amarillo: zona A, azul: zona B, rojo: zona C, turquesa: zona D, rosa: zona E, blanco: zona F y morado: zona G.
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4.1.3. Estructura Poblacional

La estructura de las poblaciones se comprobd utilizando el programa
STRUCTURE (Pritchard 2000). Este programa informéatico usa una aproximacion
bayesiana de clustering para identificar subpoblaciones y para asignar individuos a estas
poblaciones en base a sus genotipos. Dada una serie de individuos se asumen K
poblaciones y los individuos son asignados a cada una de las poblaciones. Se calcula la
verosimilitud para cada K, que va aumentando con el nimero de poblaciones. Se asume

el valor de K tal que su verosimilitud alcanza un méximo o una fase de meseta.

En el caso de AFLPs se observa un maximo para K=7 lo que se corresponde con

el nimero de grupos geograficos que anteriormente habiamos sugerido (Figura 4.1.3).
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Figura 4.1.3. Representacion de la probabilidad de que existan K poblaciones,
PrK, en funcién del nimero estimado de poblaciones, K.

Al representar el dendrograma obtenido con estos datos AFLP junto a la
probabilidad de que cada uno de los individuos pertenezca a uno u otro grupo (Figura
4.1.4) observamos que la mayoria de asignaciones de entradas a grupos geograficos si
se corresponden con su agrupacion genética segln el analisis realizado. Este anélisis
asume que las poblaciones estan en equilibrio de Hardy-Weinberg lo cual no es cierto.
Las entradas pertenecientes a la zona mas al sur, G, esta definida claramente como una
poblacion. Las areas que nosotros hemos llamado E y F podrian formar una Unica

poblacion, aunque con una subpoblacién clara que seria las entradas pertenecientes a la
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zona F. Las entradas pertenecientes a Huancabamba formarian una poblacion aunque
con independencia de las entradas ECU0526 y LA1391 que formarian una poblacién
segun los datos obtenidos con este tipo de marcadores. Las entradas pertenecientes a la
zona C formarian dos subpoblaciones, las colectadas en la cuenca del rio Piura
claramente diferenciadas y las colectadas mas al norte en la cuenca del Chira 'y Ayabaca
que podrian pertenecer también a la poblacion ecuatoriana A, cuyas entradas estan
claramente diferenciadas. Las entradas que hemos asignado a la zona geografica B
formarian una Unica poblacion aunque dos de las entradas podrian pertenecer también a

la poblacion A.
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Figura 4.1.4. Dendrograma obtenido con los datos AFLP, empleando el coeficiente de similitud de Dice y el método
Neigbourg-Joining. En él se representan en diferentes colores las diferentes agrupaciones segun criterios
ecogeograficos. En el gréafico paralelo se representa la probabilidad de que cada uno de que cada entrada pertenezca a
una poblacién u otra definida con el programa Structure considerando que existen 7 poblaciones definidas. Amarillo:
zona A, azul: zonaB, rojo: zona C, turquesa: D, rosa: zona E, gris: zona F y morado: zona G.
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4.2. Marcadores Microsatélite

El nimero de alelos encontrado en las entradas de S. habrochaites para cada
locus microsatélite fue variable, desde 26 alelos en el caso de LE20592 hasta 5 alelos
para LPHFS24 con frecuencias alélicas variables (Tabla 4.2.1).

Tabla 4.2.1. Relacion del nimero de alelos y tamafio de los mismos encontrados para cada locus microsatélite.
NUMERO  NUMERO

noyee Mor aceios TAMARD ALeL g8
ALELOS S.habrochaites '
LE2A11 11 6 164, 166, 168, 170, 178, 184
148, 151, 154, 157, 160, 162, 164, 167, 170, 173, 176, 179, 183, 186,
LE20592 36 26 189, 192, 195, 198, 201, 204, 207, 210, 213, 220, 223, 229
LECAB9 8 8 115,117, 119, 121, 123, 125, 127, 129
LEGAST1 14 11 118, 120, 126, 128, 129, 130, 132, 134, 136, 138, 140
LEGTOMS 16 16 171,172, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185,
186, 187
LELEUZIP 8 7 93, 96, 99, 102, 105, 109, 112
LEWIPIG 10 8 249, 250, 251, 253, 254, 255, 256, 257
LPHFS24 9 5 139, 145, 146, 149, 153
SSR115 14 8 207, 208, 209, 211, 213, 215, 217, 219

En algunos de los loci microsatélites se han encontrado alelos que estaban
presentes Gnicamente en las zonas mas al norte de distribucion de la especie y alelos
exclusivos de las zonas mas al sur de la zona de colecta, como es el caso de LE20592
(Figura 4.2.1) o que se encuentran con una frecuencia mucho mayor en una de las areas
de distribucion como es el caso de LEGASTL1 (Figura 4.2.2). En el caso de LE20592
cabe destacar que la zona C comparte alelos con las zonas norte y sur.
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Figura 4.2.1. Frecuencias alélicas de cada alelo para el locus SSR LE20592, en diferentes colores
aparecen las frecuencias para cada una de las zonas. El area del circulo es proporcional a la frecuencia
del alelo.
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Figura 4.2.2. Frecuencias alélicas de cada alelo para el locus SSR LEGAST1, en diferentes
colores aparecen las frecuencias para cada una de las zonas. El area del circulo es proporcional
a la frecuencia del alelo.

Estos datos estarian de acuerdo con los resultados de Rick et al (1979) que
encontraba alelos para isoenzimas preferentemente en la region norte o sur del area de
distribucion de la especie y mezcla de alelos en la zona centro lo que apoya la idea de
que el origen de la especie estaria en esta zona centro y los individuos habrian migrado

hacia el norte y el sur perdiendo alelos en el proceso.

4.2.1. Analisis de Coordenadas Principales y Diversidad Genética

El Andlisis de Coordenadas Principales obtenido para los marcadores SSRs
empleando la distancia de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) se representa en la figura

4.2.3. Las dos primeras coordenadas, que explican una variacion del 22% y 17%,

47



Resultados y Discusién

respectivamente, separan las entradas del norte y sur de distribucion pero no tan
claramente como los AFLPs. En cuanto a las entradas de la zona Norte, las entradas de
los grupos A 'y C aparecen entremezcladas y separadas de las de la zona B. Las entradas
de las zonas D y E situadas mas al centro del &rea de distribucion aparecen
entremezcladas en el centro del diagrama, mientras que en la zona derecha del diagrama

aparecen las entradas de las zonas F y G, colectadas en el sur, claramente separadas del

resto.
ACOP SSRs
A
o O
A
0.1 A
X
A A X o o
(o)
0.05 - A X A
o A A A X B
< A A A A X o
g A A A+ X X aC
) 0 - A A D
£ A & X *
° A X X x E
o X +
-0.05 1 + oF
A * + +G
A +
-0.1 o
o A +
° +
°
oo o
'015 T T T T T T T
-0.15 -0.1 -0.05 0 0.05 0.1 0.15 0.2
dim1(22%)

Figura 4.2.3. Analisis de Coordenadas Principales obtenido con para marcadores microsatélites en el que se
representan con diferentes simbolos las entradas pertenecientes a cada una de las zonas de colecta.

Se confirma que la zona centro es la C y D pero hay mas intercambio hacia el
norte.

Si observamos las heterocigosidades medias para cada una de las entradas en las
diferentes zonas de colecta vemos que en las zonas centrales, C y D, aparecen las mas
altas, al igual que los polimorfismos, mientras que es muy baja en las entradas
ecuatorianas y en las colectadas mas al sur en el departamento de Lima (Tabla 4.2.2).
Esto estaria de acuerdo con lo observado por Rick et al. (1979) que describié una mayor
heterocigosidad, asociada a una mayor alogamia, en la zona centro de distribucion que

tendia hacia la autocompatibilidad al alejarse hacia el norte y el sur.
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Tabla 4.2.2. Nimero de individuos (n), heterozigosidad obervada (Ho) y su varianza (entre paréntesis),
heterocigosidad esperada (He) y su varianza (entre paréntesis), proporcion de loci polimérficos en los que el
alelo mas frecuente esta por debajo del 95% de las veces (P) y nimero medio de alelos por locus (A).

blacis SSRs

Poblacion n Ho He P A

Zona A: Centro de Ecuador 69 0.03 (0.001) 0.37 (0.10) 0.67 3.0
Zona B: Noreste de Loja 120 0.05 (0.002) 0.28 (0.03) 0.89 3.1
Zona C: Oeste de Loja-Piura 271 0.34 (0.036) 0.62 (0.63) 1 6.9
Zona D: Huancabamba 105 0.29 (0.023) 0.57 (0.03) 1 5.2
Zona E: Cajamarca- La Libertad 111 0.30 (0.040) 0.55 (0.08) 0.89 5.6
Zona F: Ancash 66 0.30 (0.063) 0.40 (0.06) 0.78 3.2
Zona G: Sur de Peru 83 0.10 (0.008) 0.43 (0.06) 0.89 49
Zona A: Centro de Ecuador 825 0.24 (0.014) 0.66 (0.06) 1 10.6

Ademas, las heterozigosidades observadas son muy bajas con respecto a las
heterozigosidades que se esperarian en el supuesto de que la poblacion se encontrase en
equilibrio Hardy-Weinberg, lo que significa que en todas las poblaciones existe cierto
grado de autogamia o cruces entre plantas hermanas.

El nimero medio de alelos por locus mas alto se observa en las zonas centrales,

Cy D, como era previsible, y también en la zona E, un poco més al sur.

4.2.2. Andlisis Cluster

El dendrograma obtenido para los marcadores microsatélites empleando la
distancia de Cavalli Sforza y Edwards (1967) y el método Neighborg-Joining se
muestra en la figura 4.2.4. Aungue en este caso los valores de bootstrap no son tan altos
como en el caso de AFLPs, las entradas también se agrupan segun su procedencia
geogréfica. Las entradas colectadas mas al norte de su area de distribucion, las zonas
que llamamos A y B estan agrupadas en dos clusters bien diferenciados. También las
entradas colectadas en la zona sur del rango de distribucién de la especie aparecen en
clusters diferenciados, por un lado las entradas colectadas en la zona mas al sur, zona G,
y por otro lado las entradas colectadas en la zona F aunque agrupadas con las de la zona
E, un poco mas al norte. Las entradas de la zona C aparecen, igual que ocurria en
AFLPs en dos clusters uno correspondiente a la cuenca del rio Chira y otro a la cuenca
del rio Piura. En este caso las entradas de la zona de Huancabamba, o zona D, aparecen
mayoritariamente en un solo cluster aunque mezcladas con las de la zona C, algunas
entradas que habiamos incluido en esta zona y que se colectaron méas al sur no se

agrupan con ellas.
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Figura 4.2.4. Dendrograma obtenido para microsatélites empleando la distancia de Cavalli-Sforza y Edwards (1967)
y el método Neighbourg-Joining para las distintas entradas de S. habrochaites y grupos geogréficos. Se indican los
valores de bootstrap en %. Amarillo: zona A, azul: zona B, rojo: zona C, turquesa: zona D, rosa: zona E, negro: zona
F y morado: zona G.

4. 2. 3. Estructura Poblacional

Al igual que hicimos con AFLPs, estudiamos la estructura de las poblaciones
con este tipo de marcadores utilizando el programa Structure. Al representar la
verosimilitud de que existan K poblaciones frente al numero de poblaciones total
(Figura 4.2.5) no se observa un maximo, como en el caso de AFLPs sino que la
probabilidad va aumentando con el nimero de poblaciones y llega a una meseta, por lo

que asumimos 7 poblaciones.
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Figura 4.2.5. Representacién de la probabilidad de que existan K
poblaciones, PrK, en funcion del nimero estimado de poblaciones, K.

Si, asumiendo 7 poblaciones, representamos la probabilidad de que cada planta
pertenezca a cada una de las poblaciones no obtenemos una agrupacion geogréafica tan
clara como en el caso de AFLPs. Las entradas colectadas en las zonas més al sur, E, F y
G si que estan bien diferenciadas en tres poblaciones como habiamos sugerido, pero el
resto de grupos geograficos no formarian poblaciones definidas. Las entradas de la zona
A en el centro de Ecuador estaria formada por dos subpoblaciones. Las entradas de la
zona B al este en la provincia de Loja si que formarian una poblacion. No se separarian
de forma clara las entradas de la zona de Huancabamba de las entradas del sur de
Ecuador y norte de Peru, zona C, sino que estas entradas de Huancabamba formarian

una poblacidn con las entradas de sur de Piura mas cercanas a éstas (Figura 4.2.6).

En general, podemos decir que los marcadores microsatélites no separan tan
claramente las entradas segin su procedencia geografica como en el caso de AFLPs
debido, probablemente, a que el nimero de loci analizados es mucho menor, no
obstante son de gran utilidad para saber si hay intercambio de material genético entre

las poblaciones y para conocer el grado de alogamia de las plantas en cada una de ellas.
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Figura 4.2.6. Dendrograma obtenido con los datos SSR, empleando la distancia de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) y
el método Neigbourg-Joining, en él se representan en diferentes colores las diferentes agrupaciones segun criterios
ecogeograficos. En el grafico paralelo se representa la probabilidad de que cada una de las plantas de cada entrada
pertenezca a una poblacion u otra definida con el programa Structure considerando que existen 7 poblaciones
diferenciadas. Amarillo: zona A, azul: zonaB, rojo: zona C, turquesa: D, rosa: zona E, gris: zona F y morado: zona G.
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4.3. Diferenciacion Regional

El analisis molecular de la varianza (AMOVA) para microsatélites mostro
diferencias significativas entre los distintos grupos ecogeograficos (p<0.001). De la
variacion genética total, el 31.1% fue debida a diferencias entre grupos, el 29.5% se
atribuyé a diferencias entre las entradas dentro de cada grupo y el 39.41% de la
variacion se encontrd entre entradas. Todos los componentes de la varianza fueron

altamente significativos.

Dado que el 31.1% de la variacion es debida a diferencias entre grupos, para
estudiar la relacion entre los distintos grupos geograficos, se realizé un ACoP y un
analisis cluster, tanto para los marcadores AFLP como para los marcadores

microsatélite.

En el caso de los marcadores AFLP se utilizd el coeficiente de diferenciacion
genética entre grupos, Gst (Nei, 1973), como medida de las distancias genéticas entre
las areas ecogeogréaficas. En el ACoP, las dos primeras coordenadas explicaron el 92%
de la variacion entre grupos (Figura 4.4.1). En él puede observarse la separacion clara
de las areas peruanas y ecuatorianas, apareciendo entre ambos grupos las entradas del

centro de distribucion.

Nordeste Loja b) AFLPs

Ecuador Central

Oeste Loja-Piura a) Sur Per(i

Huancabamba

Cajamarca-La Libertad

PERU

0.1

Ecuador Central

I Cajamarca-La Lk
Nordeste Loja Oeste Loja-Piura J i

ECUADOR

Ancash

Figura 4.3.1. Analisis PCoA basado en el indice de distancias Gst (Nei 1973) para AFLPs (a) y dendrograma
obtenido con el método Neighbor-Joining basado en el mismo indice de distancias (b).
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El andlisis cluster mostr6 la agrupacién de las &reas peruanas, mientras que las
ecuatorianas aparecieron separadas y la zona fronteriza entre ambas agrupaciones. La

zona C, del oeste de Loja-Piura, aparece agrupada con las entradas del sur.

En el caso de los SSRs se utilizo el coeficiente Fst entre grupos (Weir and
Cockerman 1984) como estima de las distancias entre areas ecogeogréficas. En el
ACoP, las dos primeras coordenadas explicaron el 77% de la variacion entre grupos
(figura 4.4.2). Al igual que con AFLPs, en este diagrama los grupos ecogeogréaficos
peruanos y ecuatorianos aparecen separados, pero en este caso los grupos ecuatorianos
muestran mucha mayor diferenciacién genética que en el caso anterior, aunque es dificil
comparar ambos diagramas ya que en este caso la diferenciacion se calcula a partir de la

heterocigosidad.

El analisis cluster agrupé también los grupos ecuatorianos y peruanos, pero en
este caso el grupo del sur de Ecuador y norte de Per( se agrupd con los grupos

Ecuatorianos.

Nordeste Loja Ancash
ECUADOR

g-ka Libertad

b)

- PERU
Huancabamba

Huancabamba

Sur Peru

Oeste Lojd-Piura

Sur Peru
Cajamarca-La Libertad

Ancash

|:Oeste Loja-Piura
Ecuador Central

Nordeste Loja

Central Ecuador

SSRs

0.1

Figura 4.3.2. Andlisis PCoA basado en el indice de distancias Fst (Weir & Cockerman 1984) para SSRs (a) y
dendrograma obtenido con el método Neighbor-Joining basado en el mismo indice de distancias (b).
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Con ambos tipos de marcadores los grupos ecuatorianos y los peruanos estan
bien diferenciados lo que apoya la agrupacién por criterios ecogeograficos. Las
diferencias entre las representaciones para ambos tipos de marcadores son,
probablemente debidas a la diferente naturaleza de ambos tipos de marcadores, que
como ya hemos dicho, es dominante en el caso de AFLPs y codominante en el caso de
los microsatélites. Ademas el nimero de loci analizados en el primer caso es mucho
mayor. Otra causa de las diferencias entre las representaciones puede ser que el calculo
de los AFLPs se realiza a partir de la diversidad y el de los SSRs se calcula a partir de la
heterozigosidad.

Se calcularon las distancias geogréaficas entre cada pareja de entradas empleando
el método del arco del circulo maximo (Great Circle Distance). Para cuantificar la
correlacion entre las distancias genética y geografica se llevaron a cabo diferentes tests
de Mantel. El coeficiente de correlacion entre las distancias genéticas y geograficas fue
de 0.69 para AFLPs y de 0.58 para microsatélites.
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4.4. Anélisis climéatico

En otras especies del género como S. pimpinellifolium se ha descrito influencia
del clima en la variacion genética (Zuriaga et al. 2009). Con el fin de estudiar si existia
asociacion entre el clima y la diferenciacion poblacional en S. habrochaites se
extrajeron diferentes pardmetros de clima de la pagina web http://www.worldclim.org/.
En ésta aparecen datos de 19 variables climaticas diferentes con una resolucion de 2.5
minutos de arco, unos 5 Km? Se obtuvieron datos de seis de estos parametros
climaticos de cada uno de los lugares concretos de colecta para cada una de las entradas.
Se analizaron los siguientes parametros: temperatura media anual, rango de temperatura
anual, temperatura media diurna, precipitacion anual, estacionalidad en las
precipitaciones y estacionalidad en las temperaturas. En la tabla 4.4.1 se presentan las
medias y desviaciones estandar de estos parametros para cada una de las zonas

geograficas.

Tabla 4.4.1. Relacion de temperaturas y precipitaciones para cada zona geografica, entre paréntesis aparecen las
desviaciones estandar.

Rango de T, S Rango de
Temperatura Precipitacion  Precipitacion =~ Temperatura
' temperatura : . temperatura
media anual - anual estacional estacional
C) _media (mm) (mm) (mm) anual
diaria (°C) (mm)
Centro ‘(’;)Ecuador 187 (54)  10.1(0.9) 904 (343) 70 (24) 462(263)  11.9(0.5)
Noreste de Loja (B)  17.0 (2.1) 10.8 (0.8) 1154 (306) 108 (8) 3.2 (0.96) 12.5(0.9)
Oeste de('é;’la'P'”ra 208(29) 125(04)  811(322) 110 (15) 465(2.75)  14.1(0.5)
Huancabamba (D) 17.8 (3.8) 12.2 (0.9) 796 (239) 57 (36) 499 (4.04)  145(1.1)
Cajamarca-La
Libertad (E) 13.3(1.5) 15.2(0.4) 676 (178) 71 (16) 7.433(1.88)  18.2(0.3)
Ancash (F) 11.6 (5.3) 14.2 (1.1) 396 (247) 97 (14) 9.7 (2.6) 18.2 (1.3)
Sur de Peru (G) 10.6 (3.2) 149 (1.1) 398 (233) 123 (26) 11.88(2.78)  19.1(1.6)

Se realiz6 un analisis de la varianza para todos estos parametros observandose
que las medias eran significativamente diferentes para todos los parametros entre el
norte y el sur del &rea de distribucion natural de la especie.

Algunos pardmetros, como la precipitacion anual o la temperatura media anual
mostraron un claro gradiente en direccion norte a sur. Las precipitaciones varian desde
1500mm en Ecuador central hasta 200mm en el sur de PerG mientras que las
temperaturas varian de 25°C en Ecuador hasta menos de 7°C en algunas regiones del sur
de Perd. Lo mas destacable es la gran diferencia en la estacionalidad de ambos

parametros, mientras que en el sur de PerG el rango de temperaturas diario puede llegar
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a 15°C vy el rango de temperaturas anual a los 19°C, en Ecuador estas diferencias entre
las méximas y las minimas no es tan grande, y los rangos en ambos casos son de 10°C.
En lo que respecta a las precipitaciones la estacionalidad varia desde los 40mm en el
norte de Per( hasta los 146mm en el sur de Perd. En general, podemos decir que en la
zona norte del area de distribucion de S. habrochaites el clima es mas uniforme a lo

largo del dia y del afio, mientras que en el sur se producen grandes variaciones.

Con los datos del clima estandarizados se realizé un Andlisis de Componentes
Principales para comprobar cuéles de estos pardmetros explicaban la mayor parte de la
variacion entre los lugares de colecta de cada una de las entradas (Figura 4.4.1). Las dos
primeras componentes explican el 79% de la variacién climatica. La primera dimension
que explica el 54% de la variacion, depende principalmente de la temperatura, tanto del
rango de temperaturas como la estacionalidad y estd negativamente correlacionada con
la temperatura media y la precipitacion anuales. Esta componente separa las entradas
del norte del area de distribucion de las del sur, observandose un gradiente de norte a
sur (Figura 4.4.2). La segunda dimension, que explica el 25% de la variacion, esta
correlacionada negativamente con la temperatura y precipitacion estacional y la
temperatura media anual y de forma positiva se correlaciona con la temperatura media
diurna, el rango anual de temperatura y con la precipitacion anual. Las entradas de los

diferentes grupos aparecen entremezcladas para esta segunda componente.

Ademas, a partir de estos datos climaticos se obtuvo una matriz de distancias
euclideas. Se realizo un test de Mantel entre esta matriz y las diferentes matrices de
distancias basadas en datos moleculares y distancias geogréaficas. La correlacion entre
las distancias geogréaficas y el clima fue de 0.68, mientras que fue de 0.58 y 0.42 entre
éste y la matriz de distancias obtenida para AFLPs y SSRs, respectivamente. En ambos
casos las correlaciones fueron menores que para las distancias geograficas, ya que se
encuentran poblaciones de diferentes valles en las mismas regiones climaticas. Esto
indicaria que posiblemente las diferencias entre las poblaciones se deben mas al
aislamiento de las entradas de los diferentes valles que a la adaptacién a los diferentes

ambientes.
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Figura 4.4.1. Analisis de Componentes Principales. Representacion de los
diferentes parametros climaticos en los dos ejes principales para la

variacién climatica.
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Figura 4.4.2. Representacion de las entradas en los dos componentes principales para la variacion climatica. Se
representan con diferentes simbolos las entradas pertenecientes a cada una de las zonas de colecta.
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4.5. Datos de Pasaporte

Se hizo una revision de los datos morfoldgicos de pasaporte de las entradas que
lo disponian. Estos datos fueron tomados en el momento en que se colectaron las

entradas en su lugar de origen (tabla 4.5.1).

Teniendo en cuenta estos datos se puede decir que, en cuanto a la pubescencia de
la planta se observé un gradiente de norte a sur. Por lo tanto, para este caracter, no
podemos confirmar la descripcion de Miuller (1940) de dos formas claramente
diferenciadas glablatrum, con menor pubescencia en Ecuador, y typicum densamente
pubescente en Perd.

No se encontrd ninguna clina en el tamafio de la corola o la exercion estigmatica
y tampoco aparece una correlacion entre ellas y la heterocigosidad, en contraposicién a
lo afirmado por Rick et al. (1979) que observaron una corola mas pequefia en las plantas

autoincompatibles.
Al parecer, las formas encontradas por Muller serian las formas extremas de un

continuo de variacion.

Table 4.5.1. Datos morfoldgicos para cada region geografica obtenidos de los datos de pasaporte
Pubescencia

Zona Geografica q Tamafio floral Exercion estigmética
e la planta

A: Ecuador Central baja df df
B: Noreste de Loja media-baja medio-grande exerto
C: Oeste de Loja-Piura media-baja pequefio-medio-grande ligeramente exerto
D: Huancabamba media-alta pequefio-medio-grande muy exerto
E: Cajamarca-La Libertad alta pequefio-grande ligeramente exerto
F:Ancash alta pequefio ligeramente exerto
G:Sur de Pert df df df

Nota:df: datos faltantes
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4.6. Discusion

A la hora de realizar estudios de germoplasma, los analisis de la diversidad
genética de plantas son muy importantes. Nos permiten definir la estructura poblacional
de la especie estudiada y evaluar su nivel de erosidon genética. Asi mismo, ayuda a
establecer sus prioridades de conservacion. Permite una gestion, multiplicacion y
conservacion mas eficientes de las colecciones de germoplasma. Ademas facilita su
utilizacion por parte de los mejoradores. En este sentido, S. habrochaites es una
importante fuente de nuevos genes para la mejora genética del tomate (Sacks & St. Clair
1998). Presenta resistencia a muchas enfermedades y plagas, tolerancia al frio y
caracteres de calidad del fruto (Rick 1982).

La caracterizacion molecular realizada en este estudio ha aportado importante
informacidn acerca de la estructura genética poblacional de S. habrochaites en todo su
rango de distribucion. Hemos incluido numerosas entradas de las zonas norte y central
del rango de distribucion, asi como de la zona sur, menos estudiada, complementando
de esta manera estudios realizados anteriormente (Rick et al. 1979, Ercolano et al.
2005).

Los analisis realizados, tanto el AMOVA, como los analisis multivariantes
(ACoP) y los diferentes andlisis cluster, incluyendo el realizado con STRUCTURE,
para AFLP y SSR demuestran que la estructura genetica de esta especie esta
principalmente correlacionada con una diferenciacion geogréafica. Esto ocurre también
en otras especies de plantas (Bornet et al. 2002, Coulibaly et al. 2002, Phillips et al.
2008).

En base a criterios ecogeograficos, y confirmandolo con datos moleculares y
climaticos, se definieron siete regiones diferenciadas: dos regiones en Ecuador, una en
la frontera entre ecuador y Peru y cuatro en Perd. EI AMOVA mostré diferencias
significativas entre los siete grupos ecogeograficos.

Para AFLPs, tanto el ACoP como el dendrograma agrupan por un lado las
entradas de Ecuador y por otro las entradas de Per(, mientras que las entradas de la
region de Huancabamba en Per( aparecen entre ambas agrupaciones. También para
SSRs se agrupan las entradas de las diferentes areas aunque no tan claramente como con

AFLP. Esto es debido probablemente al gran nimero de loci analizados con los AFLP.
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Otra indicacion de la diferenciacion geografica es la exclusividad de algunos
alelos microsatélite encontrados en algunas regiones: 9 alelos en el norte, 16 en la zona
central y 17 en las poblaciones del sur. Las regiones con mayor diversidad fueron las de
la parte central del area de distribucion de la especie, desde el noreste de Loja hasta La
Libertad. Rick et al. (1979) describié estas poblaciones centrales como los posibles

ancestros de las poblaciones actuales.

Ademas en estas areas centrales la heterocigosidad es mayor, apoyando la idea
de que estas poblaciones presentan una mayor alogamia. La heterocigosidad y
diversidad genética alcanzan un méximo en la region de Huancabamba mostrando ocho
alelos exclusivos donde Rick et al. (1979) ya habian descrito un gran polimorfismo con
estudios con alozimas. Algunos autores han descrito esta drea como un importante
punto de biodiversidad de diferentes especies de plantas (Young y Reynel 1997,
Weingend 2002). Esta alta diversidad genética puede ser debida a diferentes factores.
Esta region podria ser la zona de origen de las especies, lo cual explicaria la gran
diversidad encontrada. Ademas la localizacion de esta zona en el centro de diferentes
regiones geoclimaticas y habitats podria permitir la incorporacién de diversidad de estas
regiones colindantes, provocando un aumento de biodiversidad en esta zona, pero
limitando el flujo genético entre el norte y el sur. Otro factor podria ser que este grupo
tuviese una subestructura. Las entradas de Lambayeque y Cajamarca que aparecen
separadas en los andlisis de AFLP podrian ser indicadoras de este efecto, ya que podrian
pertenecer a una poblacion diferenciada. En un futuro se deberia tener en cuenta esta

zona, poco colectada, a la hora de plantearse nuevas expediciones de colecta.

Las poblaciones de las zonas ecogeograficas norte y sur muestran una menor
heterocigosidad y una menor diversidad. Se debe remarcar la extremadamente baja
heterocigosidad del sur de Per( considerando la gran cantidad de alelos por locus
encontrados alli. Estos datos sugieren que en esta region, donde se han encontrado
pequefias poblaciones aisladas, las plantas tienden a la autopolinizacion. Estos
resultados concuerdan con la autopolinizacién encontrada por Rick et al. (1979) en estas
poblaciones marginales. También se han encontrado estos mismos patrones de

variabilidad genética en S. pimpinellifolium (Rick et al. 1977, Zuriaga et al. 2009a).

En relacion a la forma glabratum descrita por Muller (1940), nosotros no hemos

encontrado dos formas claramente diferenciadas en relacion a una reduccion de la
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pilosidad de tallos y hojas y una corola mas pequefia. Unicamente encontramos un
gradiente o clina para la pubescencia que aumenta de norte a sur, considerando los datos

morfoldgicos extraidos de las hojas de pasaporte.

No encontramos ninguna clina en el tamafio de la corola, y no existe correlacion
entre el tamafio de las flores o la exercion estigmatica y la heterocigosidad. Estas
observaciones se contradicen con las de Rick et al. (1979), que observaron una corola
méas pequefia en las plantas autocompatibles. Las principales diferencias en la
morfologia entre las poblaciones de las diferentes cuencas o valles podrian deberse al

aislamiento geogréfico de las mismas.

Al igual que ocurria en S. pimpinellifolium (Zuriaga et al. 2009a) se observa una
alta correlacion entre la diferenciacion genética y el clima, aunque se encontré una
mayor correlacién entre las distancias genéticas y geograficas. Esto, podria ser debido a
los diferentes habitats de estas dos especies. S. habrochaites, vive en valles y montafias
a grandes altitudes y zonas muy himedas, mientras que S. pimpinellifolium habita sitios
tan diferentes como el bosque tropical del norte de Ecuador o el desierto de la costa
peruana. Diferentes poblaciones de S. habrochaites pueden vivir bajo las mismas
condiciones climaticas a pesar de estar muy alejadas geograficamente, razén por la cual
la diferenciacion podria ser principalmente debida al aislamiento geogréfico.

Nuestros resultados apoyan la hipdtesis de evolucion de S. habrochaites
propuesta por Rick et al. (1979) y también descrita en otras especies del mismo género
como S. pimpinelifolium (Rick et al. 1977, Zuriaga et al. 2009a). Ellos sugieren que las
poblaciones centrales autoincompatibles podrian ser los biotipos mas antiguos de S.
habrochaites de los cuales habrian derivado los demas. A medida que las especies
migraron hacia el norte y sur de su rango de distribucion se irian convirtiendo en
autocompatibles posiblemente por una seleccién favorecida por la baja densidad de
poblacion y por los genotipos menos frecuentes o por efecto fundador conforme a la ley
de Baker (1955).

Este patron de variacion se asemeja al fendbmeno de “emancipacion de los
recesivos”, observado por Vavilov (1927) cuando las poblaciones se alejan de su centro
de diversidad. Este autor defiende que a medida que las poblaciones migran lejos de su
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lugar de origen, la diversidad genética se ve disminuida y la frecuencia de los

homocigotos alcanza maximos.
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Probé a saltar sin red ni hogar.
No sé volver. No se hacia donde. Ni con quién.
V. M.



Conclusiones

5. Conclusiones

1. Al incluirse numerosas entradas de todo el rango de distribucion de S.
habrochaites, el estudio molecular realizado en este estudio ha aportado importante
informacién acerca de la estructura genética poblacional de esta especie,

complementando de esta manera los escasos estudios anteriores.

2. Los diferentes andlisis realizados, tanto los andlisis multivariantes
como los andlisis cluster, para AFLP y SSR demuestran que la estructura genética de

esta especie esta principalmente correlacionada con una diferenciacién geogréfica.

3. El Analisis Molecular de la Varianza mostré diferencias significativas
entre los siete grupos ecogeograficos que se definieron a priori en base a criterios

ecogeograficos y se confirmaron con datos moleculares y climaticos.

4. El Analisis de Coordinadas Principales obtenido para AFLPs mostrd la
existencia de una clina de norte a sur en la variacion genética. Las entradas de los
diferentes grupos geogréaficos se ordenaron secuencialmente de norte a sur mostrandose

una clara separacion entre ellos.

5. Para SSRs, también, se agruparon las entradas de las diferentes areas
aungue no tan claramente como en el caso de AFLPs, encontrandose alelos exclusivos

del norte, sury area central del area de distribucion.

6. Los grupos de entradas de las regiones del centro del area de
distribucion mostraron una mayor variacion genética y heterocigosidad, mientras que

los grupos de los extremos mostraron menor variabilidad y una mayor homocigosis.

7. La heterocigosidad y diversidad genética alcanzan un méaximo en la
region de Huancabamba en Peru, que ya habia sido descrita como un importante punto
de biodiversidad para diferentes especies de plantas. Esto podria ser debido a que es
parte del centro de origen de la especie; a la caracteristica orografia del terreno que hace
que sea un punto de entrada de material genético, pero no de salida; o a que se han

considerado dos subpoblaciones diferentes dentro del mismo grupo geogréfico.

8. En relacion a los datos morfoldgicos de pasaporte, no encontramos los

morfotipos typicum y glabratum considerados por Mauller, que serian las formas
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extremas de un continuo de variacién. No existe correlacién entre el tamafio de las
flores o la exercion estigmatica y la heterocigosidad. Unicamente se encontré una clina

en la pubescencia de norte a sur aunque que no asociada al grado de homocigosis.

9. Se observé una alta correlacion entre la diferenciacion genética y el
clima, aunque la mayor correlacion se dio entre las distancias genéticas y geograficas.
Diferentes poblaciones de S. habrochaites pueden vivir bajo las mismas condiciones
climaticas a pesar de estar muy alejadas geograficamente, por lo que la diferenciacion

estaria principalmente debida al aislamiento geografico.

10. Los marcadores AFLPs han proporcionado informacion muy util de
como se distribuye la variacion genética a lo largo del rango de distribucion de la
especie, mientras que los microsatélites han sido de gran utilidad para saber si ha habido
intercambio de material genético entre las poblaciones y para conocer informacion

acerca del grado de alogamia de las plantas en cada una de ellas.

11. Nuestros resultados apoyan la hipotesis de evolucion de S.
habrochaites propuesta por autores anteriores que sugieren que las poblaciones
centrales autoincompatibles podrian ser los biotipos mas antiguos de los cuales habrian
derivado los demas. A medida que las especies migraron hacia el norte y sur de su rango
de distribucion se fueron convirtiendo en autocompatibles debido al efecto fundador, a
la ventaja de fijar uno o pocos genotipos prosperos, a la dificultad para obtener el

tamafo poblacional necesario o a la escasez de insectos polinizadores.

12. Los analisis de variabilidad genética realizados en este estudio son de
gran ayuda para la gestion de los Bancos de Germoplasma. Podemos asegurar que las
entradas utilizadas en este trabajo y que dicen ser de S. habrochaites si lo son y si por
cuestiones de espacio 0 econdmicas tuviésemos que escoger qué variedades se deberian
conservar, esas serian las mas variables, aunque rechazando las otras se perdieran alelos

raros.

13. En cuanto al Mejoramiento de cultivos, gracias a los anélisis de
diversidad genética sabemos qué entradas son las mas variables. En general son un

importante recurso de caracteres agronomicos deseables.
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Anexo:

Representacion de las frecuencias alélicas encontradas para los diferentes loci
microsatélite en Solanum habrochaites.
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