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EDITORIAL

El Centro de Biotecnologia (CB) de la Univer-
sidad Nacional de Loja, se cre6 como una en-
tidad responsable de la investigacion cientifica
aplicada, innovacién biotecnolégica y docencia,
con el objetivo de impulsar la Biotecnologia en
beneficio de la colectividad, con especial én-
fasis en lo productivo y social, por lo tanto el
CB considera las necesidades de los sectores
agricola, ambiental, pecuario, de salud publi-
ca, y apoyo a la investigacién para la vida, el
desarrollo y la legislacion, siendo esta unidad
académica un referente para la region sur vy el
Ecuador, que ofertara alternativas tecnolégicas,
y se proyecta adesarrollar estudios de Posgra-
do y de Maestria en Ciencias Biotecnolégicas
en coordinacion con las Areas Académicas de
la Universidad Nacional de Loja y otras entida-
des publicas y privadas nacionales y externas.

El Centro de Biotecnologia cuenta con instala-
ciones y equipamiento para realizar estudios,
exploracion y manipulacién de genes de anima-
les, plantas, y microorganismos de interés eco-
noémico y ecoldgico, asi como para desarrollar
biotecnologias competitivas, con enfoque multi
e interdisciplinario

La presente publicacién abarca articulos de
revision sobre las tematicas biotecnoldgicas
referentes a los proyectos de investigacién
propuestos a desarrollar en el Centro de Bio-
tecnologia, en los que se proporciona en forma
resumida y analitica el Estado del Arte con la
informacion actualizada generada por centros
e investigadores del mundo cientifico. En la se-
gunda seccién se proporciona un resumen de
los proyectos de generacion biotecnolégica que
han sido formulados y elaborados por el per-
sonal de investigadores del Centro de Biotec-
nologia y se han sometido al analisis de pares
externos y a captacion de financiamiento para
su ejecucion. Finalmente se describe las acti-
vidades vinculadas con la gestion del centro y
cumplidas durante el afio 2011
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MARCADORES MOLECULARES GENERADOS PARA SOLANUM SECCION
LYCOPERSICON

Maria Natalia Morales Palacio1

1. Centro de Biotecnologia, Universidad Nacional de Loja, Ciudad Universitaria Guillermo Falconi
Espinosa “La Argelia” - PBX: 072547252 - Casilla Letra “S” E-mail: nataliamorales88@yahoo.es

RESUMEN

La hortaliza mas difundida en todo el mundo y la de mayor valor econémico es el tomate rifdn
(Solanum lycopersicum). Esta situacion ha despertado desde hace mas de una década, enorme
interés en cientificos de todo el planeta. La genética molecular ha tenido un impacto significativo
en la estimacion de su diversidad genética, en la determinacion de la filogenie existente entre
las diferentes especies silvestres de la seccion Lycopersicon, asi como en la generacion de
marcadores moleculares que han asistido a los genetistas, en la mejora genética de los cultivos
comerciales. Ha sido generada para su estudio, abundante informacion para muchos de los
marcadores de ADNc mapeados, los cuales han sido integrados dentro de un extenso consen-
sus en el Tomatoe Gene Index en el Insitute for Genomic Research, se ha realizado el mapeo
de marcadores de ADNc, pruebas multilocus para determinar los efectos de la subdivision de
especies estrechamente emparentadas, se han disefiado primers especificos basados en datos
publicados sobre ADNc o secuencias de ADN genomico, los productos amplificados han sido
secuenciados y las nuevas secuencias generadas depositadas en la base de datos del Gene
Bank, de manera que al momento la comunidad cientifica cuenta con basta informacion sobre
el genoma, asi como con el grado de filiacion de las diferentes especies silvestres relacionadas
genéticamente pertenecientes a la seccién Lycopersicon.

@4 Centro de biotecnologia: Dir.: “La Argelia” - PBX: 072547252 Loja, Ecuador
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tre

ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum) is the most important vegetable around the world and it has a
very high economic value. This situation has caused too much interest for investigation in scientist
around the entire. Molecular genetics has had a significant impact for the estimation of genetic
diversity, in the phylogeny studies from wild species of Lycopersicon section, and from generation
of molecular markers which have been used by geneticist in order to be attended from the genetic
improvement of the tomatoes cultivars. Has been generated for tomato studies, a long informa-
tion for many of the mapped cDNA markers, which have been joined into the General Index in To-
mato Institute for Genomic Research, has made the mapping of cDNA markers, multilocus tests
in order to determine the effects of the subdivision of closely related species, has been designed
specific primers based on published data about cDNA or genomic DNA sequences, the amplified
products were sequenced and generated new sequences, and joined in the Gene Bank Databa-
se. In this moment, the entire scientific community has enough information about the genome, as
well as the level of relationships between genetically related wild species belonging to the section

Lycopersicon.

Key words: Tomato, Solanum, Lycopersicon, Phylogeny, Genetics, Marker, Wild

PROBLEMATICA

El tomate rindn (Solanum lycopersicum), es
la hortaliza mas difundida en todo el mundo
y la de mayor valor econémico, por lo que
su cultivo, produccién y comercio, se han in-
crementado en los Ultimos anos; por ello, el
principal objetivo de los mejoradores ha sido
el de obtener variedades hibridas mejoradas
que presenten resistencia a factores bioticos
y abidticos, mayor productividad y mejor cali-
dad del fruto.

En el Ecuador, el tomate se cultiva en dos re-
giones. En el litoral se cultiva principalmente
el tomate industrial, registrandose en el 2008
un total de 1023 ha cultivadas y una produc-
cion de 15323 Tm; mientras que en los valles
calidos de la region interandina se cultiva ma-
yoritariamente tomate de mesa, con 1586 ha
cultivadas y una produccion de 35151 Tm en
ese mismo afo. El total de tomate producido
a nivel nacional en el 2008 fue 2610 Ha cul-
tivadas, con una produccion de 50551 Tm 'L,

En el extremo Sur oriental de la region Inte-

randina (provincia de Loja), su cultivo cons-
tituye una importante forma de ingresos para
pequenos y medianos productores, sin em-
bargo a nivel regional su produccion es muy
deficiente y se ha ido decrementando paulati-
namente, de manera que en el ano 2004 aqui
se producia el 34,8% de tomate de la region y
en el afio 2008 solamente el 4,7%.

La baja productividad de éste agroecosiste-
ma, se debe principalmente a que con el inicio
de la explotacion petrolera en el Amazonas,
el Ecuador experimenté un auge econémico
que acelero la modernizacion de su agricul-
tura en la zona costera del Pacifico, basada
en el alto uso de insumos. ? La agricultura
tradicional de la serrania, también fue influen-
ciada por esta tendencia de modernizacion,
donde los pequefios agricultores de la Sierra
producen productos para el autoconsumo y €l
mercado local, con el empleo exagerado de
agroquimicos, particularmente, con hortalizas
econdémicamente rentables como el tomate;
por lo que , el facil acceso a los plaguicidas,
la poca capacitacion sobre su uso seguro y el
uso de variedades mejoradas para las con-
diciones de los paises donde se producen,

Centro de biotecnologia: E-mail: cenfrobiotecnologia@unl.edu.ec ..]%
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ha provocado la difusion del uso incorrecto
de estos productos en Ecuador, ademas del
efecto negativo en la calidad de los frutos, la
salud de los consumidores y productores el
medio ambiente y los sistemas agricolas.

INTRODUCCION

El Ecuador es mundiaimente conocido por
su flora y fauna Unicas y posee una enorme
variabilidad genética en varias especies de
interés econdmico y social para el pais. Nu-
merosas especies silvestres de la seccion
Lycopersicon en las cuales reside toda la
variabilidad genética disponible y que estan
emparentadas a las varieda-
des cultivadas de tomate, se
encuentran abundantemen-
te distribuidas en las estri-
baciones de los Andes del
Ecuador: (Solanum pimpi-
nellifolium, S. habrochaites,
S. lycopersicum var. cera-
siforme, S. cheesmanii, S.
chmielewskii, S. chilense, S.
neorickii, S. peruvianum, S.
pennellii). &

El enorme interés econdémico mundial sobre
estas especies ha ocasionado que se hayan
potencialmente utilizado para el mejoramien-
to genético de las variedades cultivadas, por
poseer caracteristicas interesantes para el
mejoramiento tales como tolerancia a la hu-
medad, resistencia a hongos e insectos, po-
dredumbre de las raices, mejora del color de
los frutos, tolerancia a la sal, alto contenido
de azucar, tolerancia al frio y heladas, resis-
tencia a la sequia; alto contenido de licopeno,
etc. Pl

Sin lugar a dudas, en las Gltimas décadas la
genética molecular ha tenido un impacto sig-
nificativo en la estimacién de la diversidad ge-
nética de las especies, en la determinacion de
la filiacion genética, en la busqueda de genes
responsables de caracteres agrondmicos de
interés; asi como, en la generacion de marca-
dores moleculares que han permitido asistir
a los genetistas, en la mejora genética de los
cultivos comerciales. El tomate rifidn, siendo

Un estudio publicado en 1996,
mediante el empleo de cerca
de 2000 secuencias de especies
de solandceas registradas en el
EMBL, y la base de datos del
Banco de Genes, se encontraron
220 regiones microsatélite en la
familia Solanaceae y 80 regio-
nes microsatélite en el género
Lycopersicon.

una hortaliza de consumo masivo, posible de
cultivar practicamente en todos los paises del
mundo y casi en todas las latitudes, justifica el
hecho de que haya despertado profundo inte-
res en cientificos de todo el mundo, quienes
han generado informacién en el campo mole-
cular sobre las especies silvestres, las cuales
constituyen el pool de genes para el mejora-
miento de los cultivares comerciales.

Asi por ejemplo, un estudio publicado en
1996, mediante el empleo de cerca de 2000
secuencias de especies de solanaceas re-
gistradas en el EMBL y la base de datos del
Banco de Genes, se encontraron 220 regio-
nes microsatélite “STRs”
(Short Tandem Repeats) en
la familia Solanaceae y 80
regiones microsatélite en el
género Lycopersicon. Las
repeticiones dinucleotidicas
fueron encontradas en re-
giones no codificantes del
ADN, mientras que las repe-
ticiones trinucleotidicas fue-
ron predominantemente en-
contradas en los exones del
ADN. De las 80 regiones mi-
crosatélite del género Lycopersicon, escogie-
ron 44 loci, identificando 36 pares de primers
que mostraron fragmentos legibles o grupos
de fragmentos en cultivares de L. esculentum
y otras especies de Lycopersicon. Encontra-
ron 29 bandas polimorficas para 4 especies
de Lycopersicon y 10 pares de primer resul-
taron polimoérficos en 7 cultivares de tomate.

El porcentaje de loci polimérficos entre culti-
vares varié desde el 6% en los loci méas pe-
quenios, hasta 60% en los grupos con nimero
de repeticiones mayores, sin embargo entre
especies, encontraron hasta un 83% de po-
limorfismo. En el trabajo se reportan entre
2 y 4 formas alélicas diferentes, aunque en
unos pocos casos encontraron mas de 8 for-
mas alélicas distintas; por lo que, mediante el
estudio se presentan loci microsatélites utiles
para distinguir entre cultivares de tomate que
se encuentren genéticamente estrechamente
relacionados unos con otros. [

46 Cenfro de biotecnologia: Dir.: "La Argelia” - PBX: 072547252; Loja, Ecuador



En un estudio posterior, publicado en el 2005,
otros autores publican los resultados de un
estudio multilocus con el cual evaltan los pa-
trones de polimorfismo de nucleétidos dentro
y entre tres especies autoincompatibles de
tomates silvestres (Clado Lycopersicon) es-
trechamente relacionadas. Basados en los
datos de secuencias de ADN para 13 loci nu-
cleares, encontraron que la especiacion ocu-
rri6 bajo un flujo de genes residuales, lo que
implica a la seleccion natural, como una de
las fuerzas de la evolucion de conducir a la
diversificacion de los linajes de tomate. [°

Las relaciones genéticas existentes entre las
diferentes especies silvestres relacionadas
con el tomate cultivado habian sido hasta el
momento estudiadas por diversas técnicas
como los RFLPs (restriction fragment length
polymorphisms), ADN mitocondrial, ADN nu-
clear y cloroplastico; regiones microsatélites,
isoenzimas, ITS (secuencias de genes de
transcritos espaciadores internos) o de ADN
ribosémico nuclear, SNPs (single copy nu-
clear polymorphism), GBSSI (granule-bound
Starch Synthase gene), datos morfoldgicos,
etc. En el 2005, se publican los resultados de
un estudio en el que se emplean marcadores
de tipo AFLPs, pero que ademas compara los
resultados obtenidos, con aquellos generados
previamente por diferentes técnicas. El estu-
dio considera 10 especies de tomate silvestre,
incluyendo el recientemente descrito en ese
entonces S. galapagense, con una concen-
tracién en la mayoria de especies variables
y distribuidas de S. peruvianum. Los datos
generados mediante AFLPs, resultan larga-
mente concordantes con aquellos generados
con el GBSSI y los datos morfolégicos; y, en
general apoyan los resultados publicados por
C.M. Rick; sin embargo, demuestran la distin-
ta naturaleza de las poblaciones del norte y el
sur del Peru (S. peruvianum) o sugieren que
la taxonomia necesita una revision. Solanum
ochranthum es mantenido como hermano de
las especies silvestres de tomate y S. habro-
chaites y S. pennellii se ubican en el clado del
tomate. ©

CENTRO BIOTECNDLOGIA u

Posterior al trabajo antes descrito y durante el
mismo afo, se reportan dos nuevas especies
de tomate silvestre (Solanum arcanum y S.
huaylasense) segregadas de Solanum peru-
vianum. Estas dos especies se ubican en el
clado con otros dos segregantes de S. peru-
vianum (S. peruvianum sensu stricto y S. cor-
neliomulleri) y junto a la morfolégicamente si-
milar (S. chilense). En la publicacién ademas
presentan una lista de todas las 13 especies
de tomate silvestre reconocidas y sus equiva-
lentes nombres en la seccion Lycopersicon. 17!

En el 2007 se publican los resultados de la se-
cuenciacion de ocho loci nucleares no ligados
en 4 poblaciones de dos especies relaciona-
das (Solanum peruvianum y S. Chilense), con
un total evaluado de 40 a 46 alelos por locus y
por especie. Tanto el polimorfismo como la di-
versidad nucleotidica para cada locus y cada
poblacién fueron cuantificadas, reportandose
que la mayoria de los loci y de las poblacio-
nes muestran polimorfismo. El mayor nivel de
polimorfismo lo encontraron en las poblacio-
nes de S peruvianum del norte peruano, res-
pecto de las poblaciones del sur. En cuanto a
Solanum chilense, tres poblaciones muestran
comparables niveles de diversidad, mientras
que otras 2 muestran una diversidad tan alta
como las que encontraron en S. peruvianum.
En el trabajo reportan que ambas especies
mostraron gran variacion de nucleotidos y
proponen que la estructura de la poblacion
es una de las mas importantes fuerzas de la
evolucion dentro y entre poblaciones en estos
tomates silvestres. ®

En el 2008, se publica un estudio sobre ge-
nética de poblaciones en dos especies de
tomate silvestre estrechamente relacionadas
(S. peruvianum y S. chilense) pertenecientes
a la secciéon Lycopersicon, colectadas en el
centro y el sur del Peru; para ello realizan una
secuenciacion multilocus que les permite ge-
nerar patrones de polimorfismo y divergencia
en estas especies de tomate silvestres muy
relacionadas. En el estudio focalizan multiples
poblaciones de las dos especies, escogiendo
un subset de loci previamente analizados en
trabajos iniciales (Roselius et al 2005; Stadler

Cenfro de biotecnologia: E-mail: cenfrobiofecno!ogio@G.'.ﬂ.edu.ec m
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et al 2005; Tanksley et al 1992). Los resulta-
dos que obtienen sugieren que la especiacion
ocurrié bajo flujo genético residual, lo cual im-
plica que la seleccion natural es una de las
fuerzas evolutivas que maneja la divergencia
de estas dos especies de tomate (tiempo de
divergencia igual o menor a 0,55 millones de
afios). ® Tal inferencia es fuertemente con-
sistente con lo reportado por investigadores
en trabajos previos, como los anteriormente
citados.

La poblacion ecuatoriana de especies silves-
tres del grupo Lycopersicon habia estado es-
casamente representada en estudios previos,
hasta que un grupo de investigadores publi-
can en el 2008 los resultados
de un estudio de estructura
poblacional en una especie
silvestre propia de las areas
costeras del Pert y Ecuador;
Yy, que ha sido fuente para la
generacion de muchas va-
riedades comerciales (So-
lanum pimpinellifolium).
Su variacion fue detectada
en 10 regiones microsatélites y analizaron
248 plantas representativas del area entera
de distribucion, con énfasis en la poblacion
ecuatoriana. En el estudio se reportan gran-
des diferencias genéticas en las dos pobla-
ciones; asi, las poblaciones peruanas no pre-
sentan estructura genética, mientras que las
ecuatorianas se encuentran geograficamente
parchadas. Los autores sefialan que una po-
sible causa de esta diferencia podria ser la
naturaleza no uniforme del clima ecuatoriano,
ya que encontraron una importante correla-
cion entre la estructura genética y el clima.
Por otro lado, las poblaciones ecuatorianas
y del sur peruano presentan baja diversidad
genética y alta heterocigosidad, posiblemente
debido a la alta autogamia, pequefio tamario
de las poblaciones y formacion de cuellos de
botella. El extremo de casi ninguna diversidad
genética lo presentan las poblaciones de las
Islas Galapagos, a causa posiblemente de
una reciente colonizacion desde regiones del
Guayas y Los Rios continental, donde encon-
traron plantas genéticamente idénticas. "

Las poblaciones ecuatorianas y
del sur peruano presentan baja
diversidad genética y alta hete-
rocigosidad, posiblemente debi-
do a la alta autogamia, pequefio
tamario de las poblaciones y for-
macidn de cuellos de botella.

Durante el siguiente afio, se publica un es-
tudio el cual sefiala que en general, tanto la
clasificacion como la filogenia de las especies
que pertenecen a la seccion Lycopersicon es
compleja debido a la ausencia de un consen-
sus que sea ampliamente aceptado; ademas,
sefiala que estas especies divergieron re-
cientemente y que aln estan estrechamente
relacionadas al punto en que en algunos ca-
s0s son incluso capaces de hibridarse inte-
respecificamente, lo cual disminuye aun mas
el poder diferenciar la variacion intra e inte-
respecifica. El estudio permitio dar solucién a
los problemas antes mencionados, mediante
el empleo de muchas accesiones que cubrie-
ron el rango natural de cada
especie que emplearon. En
el estudio utilizan para la
clasificacion y relacion filo-
genética la técnica de los
AFLPs en dos secuencias
de genes nucleares; en adi-
cion para evitar los sesgos
debido al método molecular
empleado (AFLP), caracteri-
zan el material con dos secuencias de genes
nucleares. Los datos obtenidos sugieren una
clasificacion similar a aquellos previamente
propuestos por otros autores, asi como al-
gunos cambios significativos. En el estudio
se reconocen y distinguen doce especies;
ademas, proponen que la especie S. corne-
liomulleri es distinguible de S. peruvianum.
En adicion, los arboles obtenidos con ambas
técnicas (secuencias y AFLPs) sugieren que
S. arcanum podria representar un complejo
de poblaciones compuesta de dos especies
cripticas. Con la basqueda de las relaciones
filogenéticas entre especies, encuentran al-
gunos grupos claros: Grupo Lycopersicon (S.
pimpinellifolium; S. Lycopersicum; S. chees-
maniae; S. galapagense) Grupo Arcanum:
(S. chmielewskii; S. neorickii; S. Arcanum; S.
huaylasense) Grupo Eriopersicon: (S. peru-
vianum; S. chilense; S. penellii; S. habrochai-
tes); y, no incluido en ningun grupo, pero es-

trechamente relacionado S. lycopersicoides.
(1]
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CONCLUSIONES
El tomate rifdn es la principal hortaliza que
se cultiva y se consume alrededor del planeta
entero y su cultivo y produccion denota gran
importancia econdmica para sus productores.
Las especies silvestres emparentadas al to-
mate cultivado, son portadoras de un sinna-
mero de genes de interés agronémico, por
lo que estas han constituido por décadas, la
fuente de genes para el mejoramiento gene-
tico de las variedades comerciales que han
sido lanzadas al mercado, de manera que
al momento existe una enorme cantidad de
fenotipos que se comercializan (frutos rojos,
amarillos, grandes, pequefios, acorazonados,
ovalados, alargados, etc.), asi como frutos
con gran cantidad de soélidos solubles, me-
jorados para la industria (salsas, jugos, etc.),
plantas con ciclos de cultivo mas cortos, con
tipo de crecimiento determinado, resistentes
a factores biéticos (hongos, insectos, bacte-
rias) como a factores abidticos (sequias, hela-
das, salinidad del suelo, etc.). Tal situacion ha
sido posible por supuesto al enorme interés
que ha despertado su investigacion en cien-
tificos de todo el mundo, quienes han gene-
rado numerosos estudios sobre las especies
de la seccion Lycopersicon, de manera que
al momento se cuenta con enorme cantidad
de informacioén, ya sea publicada en articulos
cientificos, asl como informacion ingresada
en las bases de datos del Banco de genes y
que estan disponibles para la comunidad en
general; asi mismo su estudio ha permitido
establecer en forma clara la relacién filogené-
tica que existe entre estas especies estrecha-
mente emparentadas..

REFERENCIAS

1. INEC (www.inec.gob.ec).

2. Nuez F, Prohens J, Blanca JM (2004)
Relationships, origin, and diversity of Ga-
lapagos tomatoes: implications for the
conservation of natural polulations. Am J
Bot 91:86-99.Fernandez de Cordova P,
Soler S, Valdivieso E, Solérzano V (1999)
Germoplasm of Solanaceae horticultural
crops in the south of Ecuador. Plant Gene-

tic Resource Newsletter 120:44-47.

3. Nuez F, Morales R, Prohens J, Fernan-
dez de Cordova P, Soler S, Valdivieso E,
Solérzano V (1999) Germoplasm of Sola-
naceae horticultural crops in the south of
Ecuador. Plant Genetic Resource News-
letter 120:44-47 .

4. Smulders MJM, Bredemeijer G, Rus-
Kortekaas W (1996) Use of short micro-
satellites from database sequences to
generate polymorphisms among Lycoper-
sicon esculentum cultivars and accesions
of other Lycopersicon species Theor Appli
Genet 97:264-272.

5. Stadler T, Roselius K, Stephan W (2005)
Genealogical foot-prints of speciation pro-
cesses in wild tomatoes: demography and
evidence for historical gene flow. Evolution
Int J Org Evolution 59:1265-1270.

6. Spooner DM, Peralta IE, Knapp S (2005)
Comparison of AFLPs with other markers
for phylogenetic inference in wild toma-
toes. Taxon 54:43-61. Solanum L. section
Lycopersicon (Mill) Wettst.

7. Peralta IE, Knapp S, Spooner DM (2005)
Mew species of wild tomatoes (Solanum
section Lycopersicon: Solanaceae) from
northern Peru. Syst Bot 30(2):424-434.

8. Arunyawat, U., W. Stephan and T. Sta-
dler (2007) Using multilocus sequence
data to assess polulation structure, natu-
ral selection, and linkage disequilibrium
in wild tomatoes. Mol. Biol. Evol.24:2310-
2322.

9. Stadler T, Arunyawat U., Stephan W
(2008) Polulation genetics of speciation
in two closely related wild tomatoes (So-
lanum section Lycopersicon). Genetics
178:339-350.

10.Zuriaga E, Blanca JM, Cordero L, Sifres
A, Blas-Cerdan WG, Morales R, Nuez F
(2008) Genetic and bioclimatic variation in
Solanum pimpinellifolium. Genet Resours
Crop Evol. Doi: 10.1007/s10722-008-
9340-z.

11.Zuriaga E, Blanca JM, Nuez F (2009)
Classification and phylogenetic relations-
hip in Solanum section Lycopersicon ba-
sed on AFLP and two gene sequences.
Genet Resours Crop Evol 56:663-678

Centro de biotecnologia; E-mail: cen!robiolecnologia@un«‘.edu.ec——,@

e = 4——5‘”;}."‘5#: ‘
CENTRO BIOTECNOLOGIA ‘






