DIFERENCIACION MOLECULAR EN VARIEDADES CULTIVADAS DE

TOMATE DE ARBOL (Solanum betaceum), MEDIANTE LA TECNICA
MOLECULAR DE AFLP

Soledad R. Ordoiiez A. Maria de L. Torres P.” Venancio S. Arahana B.

Colegio de Ciencias Bioldgicas y Ambientales, USFQ.

Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivo determinar molecularmente el nivel de variabilidad genética intra
e inter varietal existente en los cultivos de Solanum betaceum en tres provincias del Ecuador, Imbabura,
Pichincha y Tungurahua y, basado en esto, identificar las seis variedades reconocidas desde el punto de vista
morfologico (amarillo puntdn, amarillo gigante, amarillo bola, morado gigante, morado bola y morado
comun). Se incluy6 de cuatro a cinco individuos por variedad, para un total de 26 accesiones objeto del
estudio. La técnica usada fue la amplificacion al azar de fragmentos polimorficos de ADN, AFLP. Se
selecciond 8 combinaciones de primers que se consideraron como las mas informativas por el numero y
definicion de bandas en el gel y el nivel de polimorfismo develado. Se encontré variabilidad limitada entre
accesiones, teniendo un maximo del 18% de distancia entre genotipos del tipo amarillo con respecto a los del
tipo morado, pero no fue posible distinguirlas con respecto a la forma del fruto ni a la provincia de origen.
Las combinaciones de primers usadas, detectaron un 60% de polimorfismo entre accesiones y permitieron
establecer que los individuos muestreados no representaban genotipos completamente diferenciables
debido quiza a su elevado nivel de cruzamiento intervarietal. En futuros estudios seria necesario incluir
individuos de poblaciones silvestres que puedan aportar informacion sobre los origenes de la variabilidad
existente en el cultivo de tomate de arbol del Ecuador.
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Introduccion

Solanum betaceum o tomate de arbol es un arbusto
endémico de la region oriental de los Andes [1]. Se
caracteriza por su fruto ovoide o redondeado, dependiendo
de la variedad. Su mesocarpio es de color amarillo,
morado o tomate, con céscara lisa y gruesa variando su
color de rojo a amarillo [2]. Albornoz y Cadena, por
estudios fenotipicos reconocen que en Ecuador existen 5
variedades. Dos variedades similares a las que debieron
ser las primeras plantas de tomate de arbol domesticadas,
(amarilla y negra), una tercera variedad “Criollo”,
dividida en dos subvariedades, (puntén y redondo), y una
quinta variedad roja [3,4]. En esta investigacion se usa las
variedades que distingue el agricultor y que resultan de la
combinacion de dos caracteres del fruto: color (amarillo o

morado) y forma (puntdn, gigante o bola), dando un total
de 6 posibles variedades (Figura 1).

Figura 1. Frutos de las variedades de tomate de arbol: morado
gigante, amarillo gigante, morado punton, amarillo punton,
amarillo punton y amarillo bola.

El tomate de arbol es un cultivo econémicamente
importante en los paises andinos como Ecuador,

Colombia y Peru. Ecuador empezo a exportar esta fruta
en la década de los 80°s pero hasta ahora no ha logrado
ampliar considerablemente el mercado de exportacion.
Una razén es la dificultad de producir frutos homogéneos
en forma y color. [3,5]

Debido a la poca informacion existente sobre la
variabilidad genética de especies endémicas, basada
en estudios moleculares, esta investigacion tuvo como
objetivo principal iniciar el estudio de la variabilidad
inter e intra varietal del tomate de arbol en los actuales
cultivos ecuatorianos, centrandose en las provincias
de Pichincha, Tunguragua e Imbabura. Conociendo
la variabilidad genética de la especie a futuro se podra
desarrollar estrategias de conservacidén para evitar una
posible erosion genética, encontrar variedades resistentes
a plagas, mejorar la seleccion en cultivos y el rendimiento
de los mismos y, en el aspecto econémico, ampliar el
mercado de exportacion.

En este estudio se utiliz6 la técnica AFLP que es una de
las mas efectivas para la obtencién de un gran numero
de marcadores de loci independientes no especificos.
Comparado con otras técnicas, los marcadores AFLPs
presentan algunas ventajas, una de estas es la obtencion
de mayor informacion sobre variaciones dentro de una
especie [6]. En investigaciones como la actual, con una
especie que no ha sido estudiada anteriormente a nivel
molecular, y donde se conoce que la variabilidad es
escasa, los marcadores AFLP han dado buenos resultados

16,7, 8].
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Materiales y métodos

Material vegetal: Se recolectd frutos maduros de las
seis variedades de tomate de arbol (amarillo puntdn,
amarillo bola, morado gigante, morado punton, morado
bola, y amarillo bola), en las provincias de Pichincha,
Tungurahua e Imbabura.

Se extrajo las semillas separandolas por variedad y por
individuo, se lavaron en agua corriente y se las dejo
secar por 24 horas. El proceso de esterilizacion comenzé
sumergiendo las semillas por 5 minutos en etanol
70%, y luego fueron lavadas en agua destilada estéril.
Posteriormente se sumergieron, durante 20 minutos, en
una solucion de hipoclorito de sodio al 2.5% a la que
se adiciond cuatro gotas de Tween 20. Finalmente, las
semillas fueron lavadas cuatro veces con agua destilada
estéril.

Se sembrd las semillas en medio MS con 30 g/L de
sacarosa y 7 g/L de agar a pH 5.8 [9]. El nimero de
semillas por frasco fue de 6 a 7. Durante el proceso de
germinacidn y crecimiento, las semillas estuvieron en un
cuarto de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas luz/8
horas oscuridad, a 22°C de temperatura. Cuando las
plantas tuvieron un tamafio de mas o menos 4 cm. se las
subcultivé en medio MS [9].

Extraccion y cuantificacion de DNA:

De las plantas crecidas in vitro se macer6 dos hojas por
planta (total 26 plantas) en un mortero con 800 ul de
buffer de extraccion CTAB hasta obtener una solucion
homogénea la cual se transfirid a un tubo eppendorf
de 1.5ml, adicionando 8 ul de p-mercapto etanol.
Seguidamente, se mantuvo a 62°C por una hora, agitando
cada 15 minutos.

Se adiciond 500 ul de cloroformo/ alcohol isoamilico 25:1
y se agito hasta obtener una mezcla homogénea, la misma
que se dejd en reposo por 20 minutos. Luego se centrifugd
los tubos a 13.000 rpm por 20 minutos. El sobrenadante
se transfirié a otro tubo eppendorf donde se adiciond un
volumen de isopropanol agitando hasta que los hilos de
ADN fueron visibles. Por ultimo, el pellet de ADN fue
separado y transferido a otro tubo eppendorf, donde se
lavo tres veces con etanol al 76%/ 0.2M de Acetato de
Sodio, 76% alcohol/10mM Acetato de amonio y alcohol
al 70% respectivamente. El pellet se seco a temperatura
ambiente y se resuspendio en 70 ul de TE estéril [10]. El
ADN fue cuantificado en un espectofotometro Pharmacia
Biotech Ultraespec 2000 y se diluyd cada muestra para
obtener una concentracion final de 100ng/ pl.

Amplificacion AFLPs:
Se utilizo el protocolo del manual de AFLP de Invitrogen,
que consta de las siguientes etapas :

Restriccion: se realizé adicionando 2 ul de EcoR1/Msel
a 5ul de la muestra diluida de ADN, 5 ul del buffer de
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reaccion y 13 ul de agua destilada estéril, en un tubo
eppendorf de 1.5ml. Se centrifugd por pocos segundos
y se llevé a 37°C por dos horas. Luego de lo cual se
mantuvo a 70°C por 15 min y finalmente se centrifugd
antes de guardar los tubos a -20°C.

Ligacion de los adaptadores: A la muestra de ADN
previamente cortada con las enzimas EcoR1 y Msel, se le
adiciono 24 ul de la solucién de adaptadores proveniente
del Kit de AFLPs y 1ul de T4 ADN ligasa, centrifugando
por pocos segundos. Como paso final, la mezcla se incub6

a temperatura ambiente por lh y se guardé a -20°C.

Preamplificacion: en un tubo de microcentrifuga de 0.2
ml. se adiciono6 5 ul de la muestra de ADN previamente
ligada con adaptadores, 40 ul de la solucién Preamp
primer MixI, 5 ul del buffer 10x para PCR y 1 pl de
Taq polimerasa. El ciclaje de la PCR se realizé segun el
manual del Kit de AFLP de Invitrogen.

Amplificacion selectiva: se usdé ocho combinaciones de
primers (Tabla 1), junto con las 26 muestras de ADN
anteriormente preamplificadas. La mezcla de reaccion
por cada muestra contenia 5 ul de la solucion con los
primers, 10 ul de la solucién de polimerasa y 5 ul de
ADN de la muestra especifica preamplificada. El ciclo
del PCR fue igual al descrito en el manual del Kit de
AFLP de Invitrogen.De la amplificacion selectiva solo
24 muestras pudieron ser analizadas, de las cuales cinco
correspondieron a la variedad amarillo gigante, cinco
a morado gigante, cinco al amarillo comun, cinco a las
variedades Bola, y cuatro a la variedad morado comun
0 puntén

Electroforesis:

Lacomprobacion de los resultados obtenidos en cada etapa
del proceso de AFLPs, como también, para la eleccion
de los pares de primers a utilizarse en la amplificacion
selectiva, se realizo en gel de agarosa al 1%, adicionando
5 ul de bromuro de etidio por cada 100 ml de gel. El gel
corri6 durante dos horas a 80 V.

Los productos de la amplificacion selectiva de cada una
de las muestras con los diferentes pares de primers se
analizaron en geles denaturalizantes de poliacrilamida
6% [11]. Cada posillo del gel llevd 5ul de la muestra
respectiva y se utilizd 1ul de ADN ladder 100 bp de
Invitrogen en una relacion de 1:3 con el buffer de carga,
se corrio a 85 a 100 watts por 2h y 30°, de 45 a 50°C.

Tincion con plata: Para la tincion del gel de
poliacrilamida, se us6 el protocolo de Benbouza H. [12].
Seleccion de primers: se probaron 44 combinaciones
de primers sugeridas en el manual del Kit AFLP de
Invitrogen, utilizando una muestra de ADN de tomate de
arbol del tipo “amarillo”.

Analisis de datos: Las bandas observadas mediante
tincidn con plata en los geles de poliacrilamida se



transformaron a datos binarios y se construyeron
matrices basicas de datos (MDBs). Las bandas con
buena resolucion se registraron como (1) presencia o (0)
ausencia y esos datos fueron ingresados en una tabla de
Excel. Para la transformacion de las matrices de datos a
matrices de similitud se utilizd el programa NTSYCpc
2.11. Los coeficientes de asociaciéon elegidos para el
analisis de cada combinacién de primers fueron Dice y
Nei.

De las matrices de similitud obtenidas, con el coeficiente
de Dice, se construyeron arboles fenéticos usando
la opcion “Clustering” de NTSYs y dentro de ésta la
opcion “SAHN” (Sequential Agglomerative Hierarchical
Nesting, por sus siglas en inglés), y UPGMA (Unweighted
Pair Group Method, Arithmetic averaging, por sus siglas
en inglés). Con la matriz de distancias generada con el
coeficiente de Nei se utilizo6 la opcidn “Neighbor joining”
para el agrupamiento de las muestras.

La validez de los arboles fenéticos se comprobd mediante
un analisis del coeficiente de correlacion co-fenético,
realizado también con el programa NTSY Spc 2.11

Resultados y discusion

Seleccion de primers: Los pares de primers puestos
a prueba, en su mayoria, mostraron productos de
amplificacion del ADN; por su definicion y claridad se
usaron las siguientes combinaciones; 18 (M-CAA/E-
AAG), 26 (M-CAC/E-ACA), 6 (M-CTG/E-ACA), 7
(M-CAA/E-ACG), 8 (M-CTC/E-ACG), 43 (M-CTG/E-
ACQG), 46 (M-CAC/E-ACT), y 5 (M-CAT/E-ACT).

Variabilidad: Con los ocho pares de primers eleccionados
para la amplificacion selectiva se obtuvo un total de 183
marcadores, siendo 110 polimoérficos (60%) (Tabla 1). Este
porcentaje de polimorfismo indica que hay cierto grado
de variabilidad genética, entre los genotipos analizados,

que podria ser utilizada con fines de mejoramiento. [13]

Los pesos de las bandas encontradas variaron entre 800 a
100 pb. Las bandas utilizadas para el analisis fueron las
que presentaron mayor definicion en el gel de acrilamida;
y fueron las bandas comprendidas entre los 200 pb.y los
600 pb.

El nimero de bandas generadas por cada combinacion de
primers fue de 8 a 46. Esto tiene mucho que ver con la
secuencia de los tres ultimos nucledtidos en los primers
selectivos. La cantidad de Citocinas y Guaninas, vuelve al
primer mas selectivo y hace mas dificil la unién al ADN
que los nucledtidos A, T. Esto se debe a que las regiones
con mas pares C-G son mas compactas, haciendo mas
dificil la union del primer.

Otra de las razones es que, en las plantas la concentracion
de pares A-T es mucho mayor a la de C-G, por lo que
los pares de primers con mayor cantidad de A-T tendran
mayor oportunidad de unirse al DNA, lo que concuerda
con los resultados obtenidos. [14]

Polimorfismo
. Primers Marcadores Marcadores por
Nuamero . . R .
selectivos obtenidos polimérficos combinacion
de primers(%)
M-CAA 9
18 E-AAG 34 19 53.4%
M-CAC o
26 E-ACA 46 36 78.3%
M-CTG o
6 E-ACA 21 1 52.4%
M-CAA o
7 E-ACG 18 9 50%
M-CTC o
8 E-ACG 21 14 66.7%
M-CTG o
43 E-ACG 8 8 100%
M-CAC
46 E-ACT 25 10 40%
M-CAT
5 E-ACT 10 3 30%

Tabla 1. Numero asignado para la combinacion de primers EcoR
I/Mse 1, secuencia arbitraria de primers selectivos, marcadores
obtenidos por combinacién y niimero y porcentaje de marcadores =
polimorficos.

La variabilidad observada entre genotipos no fue mayor
al 20%, tanto entre variedades, como a nivel intravarietal.
Esto puede deberse a que cada genotipo provino de
una semilla distinta, aumentando asi las diferencias
entre individuos. Otra razén puede ser que debido a la
mezcla de variedades en los campos de cultivo y a un
cierto nivel de alogamia, es posible que estén ocurriendo
cruzamientos espontaneos entre variedades.

El nivel de variabilidad encontrado permiti6 diferenciar
los genotipos solo en relacion al color del fruto, mas no
con respecto a la forma del fruto ni al origen del mismo.

Analisis de similitud y agrupamiento:

Se analizaron por separado los datos generados por cada
par de primers y luego se combinaron aquellos cuyos
resultados eran mas congruentes con las caracteristicas
morfologicas; con ellos se construyé dos fenogramas
finales utilizando el coeficiente de Dice y Nei
respectivamente.

Las combinaciones de primers que generaron la mayor
cantidad de datos y lograron agrupar los diferentes
genotipos por color de fruto fueron: 8§ (M-CTC/E-
ACQG), 18 (M-CAA/E-AAG), 26 (M-CAC/E-ACA), y 46
(M-CAC/E-ACT).

El fenograma UPGMA (Figura 2) construido a partir de
la matriz generada con el algoritmo de Dice, distingue
dos grupos, uno incluye la mayoria de genotipos del tipo
morado y el otro incluye a la mayoria del tipo amarillo,
con un coeficiente de similitud de 0.86 entre ellos.
Como excepcidn, dentro del grupo del tipo amarillo, se
encuentran dos genotipos, B5 y B4, de la variedad Bola
morado, segun la clasificacion que da el agricultor. Otras
excepciones son la agrupacion de los genotipos MclP y
Mg4P del tipo morado, que se acerca mas a los genotipos
del tipo amarillo y la separacion del genotipo Ac4P con
un coeficiente de 0.73 con respecto a las demas muestras.

El coeficiente de similitud (0.86) obtenido en el
fenograma final (con el coeficiente de Dice), indica
un 14% de diferencia entre el grupo que contiene a
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los genotipos amarillos y el grupo que contiene a los
genotipos morados. Esto talvez no sea suficiente como
para determinar una separacion a nivel de variedades,
aunque el porcentaje de distancia especifico requerido
para determinar una variedad no esta definido.[15]

El fenograma también sugiere que las muestras que se
analizaron representaban a genotipos producto de la
mezcla entre las diferentes “variedades” en el area de
cultivo. Esta observacion también sustentaria lo plan-
teado por Albornoz. [3]

En resumen, el nimero de muestras y combinaciéon de
primers utilizados fueron suficientes para separar a los
genotipos por el color del fruto (amarillo o morado).
Comparado con otros estudios que tratan sobre
variabilidad intravarietal, el nimero de pares de primers
y el numero de muestras utilizados es similar [13, 17].
Aunque las agrupaciones de las muestras de tomate de
arbol obtenidas en los fenogramas no diferencian a los
genotipos por la forma del fruto, sino solo por color, es
posible que aumentando la combinacidén de primers se
puedan encontrar marcadores ligados a las caracteristicas
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Figura 2. Fenograma UPGMA generado por NTSYS 2.11, usando el coeficiente Dice y basado en ocho combinaciones de priemers. .Se puede
observar que el genotipo Ac4P se diferencia un 27% del resto. Los genotipos del tipo amarillo estan agrupados con una semejanza del 86% con
respecto a los genotipos morados(resaltados en negrilla), con excepcion de Mg4P , Mb5P, Mb1P y Mc1P, que son mucho mas cercanos a los geno-

tipos del tipo amarillo.

En el fenograma obtenido con la funcién “Neighbor
joining” (Figura 3), se puede ver también la diferencia
entre los genotipos del tipo morado y los del tipo
amarillo. El grupo que contiene a las muestras del tipo
amarillo se encuentra “dividido” en dos, ya que el grupo
morado, aunque mas distante del resto de muestras (0.11
de distancia), se ubica en el centro.

El genotipo Ac4P parece ser distinto a todas las demas
muestras, con una distancia de mas o menos 0.20 del
genotipo mas cercano, que es AcSP.

El valor co-fenético del fenograma final se obtuvo como
se describe en la metodologia. El valor r= 0.91 obtenido
indica que el grado de distorsion del fenograma con res-
pecto a la matriz de similitud de la cual fue obtenido es de
0.09 y se acerca al ideal [16].
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morfolégicas que son usadas por Albornoz para definir
las variedades.[3].

Con esta investigacion se puede concluir que las
plantaciones de Solanum betaceum en la sierra ecua-
toriana estan conformados por cultivos heterogéneos.
Posiblemente la falta de seleccion y separacion entre
los individuos produjo que el actual cultivo no tenga
genotipos completamente diferenciables, sino una
mezcla, que puede haber sido el producto del cruce
entre posibles variedades iniciales.Estudios posteriores
deberan abarcar un analisis mas amplio de marcadores
moleculares y la inclusion de accesiones silvestres para
obtener informacion mas completa sobre el origen de la
variabilidad presente en el tomate de arbol cultivado en
el Ecuador.
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