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RESUMEN

La papa cultivada se encuentra relacionada con un gran numero de especies
del género Solanum con las que frecuentemente se cruza. Por tal motivo. las
aproximadamente 200 especies silvestres que producen tubérculo, constituyen
un importante reservorio de genes para distintos propositos de mejoramiento.
Las mismas se encuentran distribuidas en un amplio rango de habitats y nichos
ecologicos, constituyendo el Noroeste argentino, una gran fuente de
germoplasma. Es conocido que poseen gran variabilidad tanto dentro como
entre especies. La informacidn sobre el grado de relacion genética que existe
entre las distintas entradas, reviste gran interés para las aplicaciones al
mejoramiento genético, organizacion de los bancos de germoplasma,
identificacion de cultivares, reduccion del nimero de entradas necesarias para
que alberguen en una pequefna muestra, la mayor variabilidad genética posible,
para el mejoramiento molecular, etc.

La variabilidad genética puede medirse utilizando distintas herramientas les
gue inciuyen datos morfologicos, citoldgicos. bioguimicos y moleculares. El
objetivo de este trabajo es evaluar la variabilidad genética de 67 entradas
silvestres y cultivadas del género Solanum, coleccionadas en el Banco de
Germoplasma de EEA INTA- Balcarce, aplicando metodologias citolégicas y
moleculares y contrastar los resultados obtenidos con la clasificaciéon
taxondmica y su hipotesis evolutiva. Se analiza la utilidad de estas
herramientas y la informacidon generada mediante los polimorfismos de
restriccion correspondientes a los ADNs ribosomales.

Se evaludé mediante microdensitometria, el contenido de ADN de individuos
pertenecientes a 14 especies silvestres del género Solanum con el fin de
detectar diferencias en el valor C. A pesar de que la mayoria de las especies
no mostrd diferencias significativas entre ellas (dentro de los distintos grupos
de ploidias), pequenas diferencias fueron detectadas entre algunas de ellas. S.
tarijense y S. kurzianum (2.3 pg) difirieron significativamente (0,1%) de S.
spegazzini, S. vernei, S. venturii y S. commersonii (1,9 pg), v S.
megistacrolobum (2,2 pg) difiri6 de S. spegazzinii (1,9 pg) dentro de los
citotipos diploides. Entre los tetraploides el rango fue desde 3,6 pg (S.
tuberosum ssp tuberosum cv. Baraka) hasta 4,7 pg (S. tuberosum ssp
andigena 'y S. gourlayi) hallandose diferencias significativas al 0.1%. En cuanto
a la variabilidad de los genes que codifican para €l ARN ribosomal, se
detectaron diferentes tamarios de las subunidades ccmpletas. tanto dentro
como entre especies, y aun, dentro de una misma especie; sugiriendo una aita
tasa de mutaciones localizada fundamentalmente el extremo 5°del espaciador
externo. La pérdida del sitic EcoRI del extremo 3’'de dicho espaciader en todas
las entradas de S. venturii fue caracteristica de dicha especie.

El desarrollo de las nuevas metodologias ha expandido el rango de los ensayos
para detectar polimorfismos de ADN con propédsitos de "fingerprinting”,
distancias genéticas, etc. Se han desarrollado distintos marcadores
moleculares (RFLP, AFLP, SSR etc) con el fin de estudiar las relaciones
genéticas y se evalud su utilidad en varios cultivos, incluidos la papa cultivada,
S. tuberosum ssp tuberosumm. En este trabajo, se ensayaron 4 combinaciones
de "primers" de AFLP, 15 sondas gendémicas de RFLP y 7 pares de "primers"
para SSR; para un grupo de 67 genotipos diploides y poliploides que
pertenecen al mismo grupo de especies silvestres y cultivadas. Se compararon



las asociaciones generadas mediante todas las técnicas y se las compard con
la clasificacién taxonémica tradicional. Se calcularon los indices de contenido
polimérfico promedios correspondiente a cada sistema (con valores
aproximados de 0,25 para RFLP, 0.32 para AFLP y 0.58 para SSR), numero
de polimorfismos por ensayo y también se determinaron los alelos comunes
entre las entradas diploides y poliploides. incluyendo al cuiltivar de papa.

En términos generales, las relaciones entre las especies variaron segun le
metodologia utilizada. Se observé una gran varigbilidad dentro de especies, lo
que dificultd el establecimiento de las relaciones entre especies. Como se
esperaba, las entradas pertenecientes a una misma especie, en general se
agruparon con mayor similitud que enire especies, incependientemente de !a
técnica utilizada. También se detectaron asociaciones de individuos
concordantes con la procedencia geografica. Promediando todos los indices de
similitud obtenidos con los tres métodos. la especie que tuvo menor variabilidad
fue S. venturii (0,681) y la de mayor variabilidad S. gourlayii (0,411).

Los mejores valores de correlaciones entre los distintos sistemas
cerrespondieron a AFLP y SSR, en los dos grupos de ploidias, aungue los
coeficientes de correlacion entre las matrices de similitud obtenidas mediante
las distintas herramientas no difirieron demasiado. Los valores de correlaciones
en los citotipos diploides fueron desde 0,510 (RFLP vs SSR), 0,552 (RFLP vs
AFLP), 0,640 (AFLP vs SSR). Considerando todos Ilos citotipos
independientemente de la ploidia, los valores oscilaron desde 0,441 (RFLP vs
SSR), 0,505 (RFLP vs AFLP) a 0,629 (AFLP vs SSR).

Debido a los altos valores obtenidos en los coeficientes de correlacion
cofenéticos (matrices de similitud vs. matrices cofenéticas, AFLP r=0.92; SSR
r=0.85; RFLP r=0.78), las asociaciones entre los individuos pueden visualizarse
directamente a partir del dendrograma.

Los AFLP mostraron el mejor ajuste con la clasificacidon taxonémica, asociando
dos especies que pertenecen a la misma serie Yungasensa (S. tarijense y S.
chacoense), como asi también agrupando mas préximo al grupo de referencia
externo tomate, a las entradas pertenecientes a S. commersonii, considerada
como la especie mas primitiva segun la hipotesis propuesta por Hawkes, 1990.
Esto quizas sea debido al gran numero de bandas compartidas entre el
germoplasma y a la alta cobertura genémica. En el casc de RFLP, se
observaron algunos individuos dispersos, sugiriendo que seria necesario
evaluar un mayor numero de sondas.

Los SSR en general se utilizan para obtener informacion dentro de especies.
pero no entre especies. Pudo observarse que la mayoria de los /oci evaluados.
produjeron amplificaciones, indicando la conservacion de las regiones
flanqueantes. Sin embargo, el numero de repeticiones, no fue muy conservado
entre las distintas especies, transformandolos en inapropiados para establecer
relaciones entre especies, pero si muy utiles dentro de especies.

El analisis reverso de los datos, permitio la deteccion de bandas caracteristicas
de especies y también de individuos. Casi todas las especies pudieron
discriminarse con estas bandas, y muchos de los individuos mostraron bandas
Unicas. Se evaluaron asimismo el numero de bandas novedosas respecto del
cultivar Huinkul MAG, en especies como en individuos particulares, pudiendo
identificarse aquellas mas distantes genéticamente, gue serian potencialmente
interesantes para aumentar las bases genéticas de los cultivares comerciales.
También se determind es grado de homocigosis de los distintos genotipos
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ABSTRACT

Cultivated potato is related to a large number of Solanum sp and can easily be

hybridized. This makes that the two hundred wild and cultivated tuber-bearing

species of the genus Solanum form a valuable gene reservoir for different

breeding purpcses. They are distributed in a wide variety of habitats and

niches (North-West Argentina is a source of a great number of these species),

there is high genetic variation within and between species. Information on

genetic relationships among accessions has several important applications for

crop improvement: organizing germplasm banks. identifying cultivars. reducing

the number of accessions needed to ensure a representative sample of broad

range of genetic variability, molecular breeding, etc.

Genetic variability can be assessed in different ways including the ccmparison

of morphological, cytological. biochemical and moiecular data. The objective of

this work is to evaluate genetic variability of 67 wild and cultivated Solanum

accessions belonging to the germpilasm bank of EEA INTA Balcarce. zcelving

CY[CIOICGIC &nC MCIECUIEr (OCIS. 11hE uUSEIUINESS Cf (NESE ICCIS are Comparea

with traditional taxonomy and its evolutive hypothesis. Ribosomal DNA coding

sequences are explored trough different restriction polymorphisms. Different

subunits sizes were detected within and between species, and also in one

specie, showing a high mutation rate mainily in the 5’end of the external

spacer. All accessions of S. venturii showed the lost of an EcoRl restriction site

located in the 3 end of the external intergenic spacer.

DNA content of individuals belonging to 14 wild Solanum species was
measured by microdensitometry to determine diiferences in their C value.
Although most species did not show significant differences between them, slight
differences could be detected between some of the species. Both S. tarijense
and S. kurzianum (2.3 pg) differ from S. spegazzinii, S. vernei, S. venturii and
S. commersonii (1,9 pg), and S. megistacrolobum (2,2 pg) differ from S.
spegazzini (1,9 pg) at diploid level. Tetraploids ranged from 3.6 pg (S.
tuberosum ssp tuberosum cv. Baraka) were found at 0.1% level.

New technological developments have expanded the range of DNA
polymorphism assays for genome fingerprinting, genetic relatedness, etc.
Different molecular markers (RFLP, AFLP, SSR, etc.) has been developed to
study genetic relationships and their usefulness was compared in many crop
species including cultivated potato Solanum tuberosum ssp tuberosum

In this work, 67 genotypes (diploids as well as tetraploids) belonging to the
same group of wild and cultivated species, were assayed with, 15 RFLP
genomic probes, 4 AFLP primers combinations and 7 microsatellite primers
pairs. Associations generated by each technique were compared as well as
how they fit with traditional taxonomy classification. Estimates of diversity
indexes for each system (RFLP=0,25, 0,32=AFLP and 0,58=SSR), number of
polymorphisms per assay as well as identification of common alleles between
diploid and tetraploid accessions including cultivated potato were calculated.

In general terms, quantification of relatedness between species varied
depending on the technique applied. It was observed a very high level of
variation within species, making more difficult to establish relationships between
species. As expected, accessions of the same species grouped at a higher
level of similarity than with the rest of the germplasm, independently of the
molecular tool used for evaluation. Genotypes belonging to the same



geographic origin, were also grouped. S. gourlayi showed to be the most
variable specie calculated on the bases of the three methodologies with the with
the smallest average similarity index (0,411) and the less variable was S.
venturii with the highest average similarity index (0,681).

Similarity indexes calculated on the bases of all three different
methodologies were correlationed and r values were 0.510 (RFLP vs SSR),
0.552 (RFLP vs AFLP), 0,640 (AFLP vs SSR) for diploid species. Taking into
account all citotypes, r values ranged from 0,441 (RFLP vs SSR), 0,505 (RFLP
vs AFLP) a 0,629 (AFLP vs SSR).

As similarity matrixes are comparable with cophenetic matrixes (AFLP r=0.92:
SSR r=0.85; RFLP r=0.78), this allows us to roughly visualize the associations
between accessions directly on dendograms.

AFLP showed the best fit to taxonomic classification grouping two species (S.
tarijense and S. chacoense) which belong to the same taxonomical serie
Jungasensa, althogeter; also S. commersonii which is considered to be the
most primitive taxon of this group (Hawkes. 1990). was grouped near the
cuigroup cmato. Tnis mignt oe due to the nigher propcriion of shared bands
respect to the other and the relative better coverage of genomes. In the case of
RFLP, some accessions were dispersed, suggesting that more probes need to
be analyzed.

SSR are usually used to obtain information within species and not between
species, it was observed that the /oci were conserved since amplification was
possible in many of the genotypes analyzed. However, microsatellite /oci
showed very little conservation of alleles in different species (as expected for
this very mutable /oc)) making them not appropriate for relatedness
quantification when comparing different species. while they keep their
usefulness within species.

Reverse analysis of data allowed the detection of specie specific bands as well
as individuals ones. Nearly all of the species were able to be discriminated and
most of single individuals had unique bands. Novel bands not found in potato
cultivar Huinkul MAG were also computed in all species and in individuals
allowing the knowledge of the more distant ones, which might be interesting for
increasing genetic basis of commercial cultivars. Homozygous status of diploids
genotypes were also estimated using codominant markers (RFLP and SSR)
being of 36% for S. spegazzinii Oka 6108 and 64% for S. goniocalyx y S.
megistacrolobum Oka 3787.



ABREVIATURAS

AFLP Polimorfismos De Longitud De Fragmentos Amplificados
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INTRODUCCION



1. La Papa

La papa es uno de los cultivos mas antiguos de la humanidad y es indu-
dablemente originaria del nuevo mundo, habiendo sido llevada a Europa a fines
del siglo XVI, después del descubrimiento y conquista del Peru. Estudios ar-
queolégicos y de ceramicas revelan que ya se cultivaba desde el comienzo de
la era Cristiana.

El cultivo de papa esta ampliamente distribuido en el mundo y es el
cuarto en importancia de produccion de alimento luego del trigo, maiz y arroz.
De los cultivos de tubérculo y/o raiz, es el primero, seguido por la mandioca y
la batata. También cabe destacar que la produccién mundial excede la de mu-
chos cereales como cebada, sorgo, mijo, arroz y avena, en ese orden (Hawkes,
1990).

Entre sus propiedades nutritivas puede mencionarse el contenido protei-
co, rico en aminoacidos esenciales comparables a los de la leche (Ross, 1986).
Como cultivo es interesante desde el punto de vista de su propagacion clonal,
que permite que cultivares seleccionados para diversas caracteristicas sean
mantenidos sin modificacion genética ya que no requiere de la segregacion
meiodtica de alelos.

Las estadisticas de consumo disponibles demuestran que existe un am-
plio espacio potencial para incrementar la participacion de la papa en la ali-
mentacion primaria de los paises en desarrollo. Asi, mientras el consumo anual
per capita en América Latina esta por debajo de los 10 kg., en los paises desa-
rrollados éste es de 50 a 80 kg. Una de las limitaciones mas grandes de la pro-
duccion es de indole economica. Debido a las condiciones imperantes en los
paises en desarrollo, la papa es considerada una produccién de “alta inver-
sion”. Por esta razén, muchos pequenos productores no pueden reunir los me-
dios para comprar los insumos necesarios para mejorar los rendimientos, tales
como papa-semilla de buena calidad, fertilizantes y herbicidas (FAO, 1991).

1.1. Importancia del cultivo en la Argentina



La producciéon de papa esta destinada principalmente al mercado inter-
no. El consumo anual per capita es uno de los mas altos de Latinoamérica
(61,2 kg). La principal region de produccion esta localizada en el Sudeste de la
Provincia de Buenos Aires, aunque también existen zonas de cultivo en la re-
gién Central y Noroeste del pais. En estas ultimas, las condiciones climaticas
permiten la realizacién de dos cosechas anuales. La superficie total dedicada a
esta cosecha fue de 115.000 ha en 1989, (FAO, 1991) registrandose una pro-
duccion total de 1.836.000 tn y un rendimiento promedio de 24,7 ton/ha. Del
area sembrada, unas 15.000 ha estan dedicadas a la producciéon de papa-
semilla. Las variedades mas utilizadas para el consumo son Spunta (cerca del
60% del mercado), de origen holandés, Huinkul MAG, desarrollada en Argenti-
na y otras variedades como Kennebec y Bonaerense la Ballenera, que son
producidas en porcentajes menores para el consumo frescb y Su procesa-
miento industrial. Excepto Huinkul MAG, en la que se introdujo tolerancia a
campo a PVY, estas variedades son susceptibles a virus y otros patégenos en

mayor o menor medida (Vigliola, 1986).

2. Conservacion de la biodiversidad y la variabilidad genética

La diversidad genética no se distribuye al azar en el mundo, sino que
esta localizada principalmente en zonas tropicales y subtropicales. En los afos
recientes el origen y evolucién de algunas plantas cultivadas ha despertado
gran interés y se han llevado a cabo nuevos estudios en plantas relacionadas
analizando su distribucion, comportamiento ecolégico e interaccidon genética
con las razas cultivadas (Harlan, 1992). Si bien el objetivo de esta tesis no es
establecer el centro de origen de la papa cultivada, es de interés mencionar a
determinados investigadores y los conceptos que los mismos expusieron.

En 1926, N. I. Vavilov, gran agrbnomo ruso, quien estaba interesado en
la diversidad genética y en el origen de las plantas cultivadas y sostenia que
ambos estaban muy relacionados propuso en su ensayo "Sobre el origen de las
plantas cultivadas”, que el centro de origen de una planta cultivada se podia
determinar analizando los patrones de variacion; y las regiones donde existia
mayor diversidad corresponderian entonces a los centros de origen del mismo.
Esto es especialmente cierto si la mayor variacion es controlada por genes do-
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minantes y si la region también contiene razas salvajes del cultivo en cuestion.
Define, segun los estudios que llevd a cabo, ocho centros de diversidad. En sus
leyes de series homodlogas de variacion expone que si en una especie cultivada
se observa un patron de variacion determinado, cabe esperar que exista ese
mismo patron en otra especie relacionada a la anterior.

Desde entonces el concepto de centro de origen ha evolucionado. De
este modo, Harlan, en 1971 define centros de diversidad y no centros asocia-
dos y define tres "centros primarios" de domesticacién cada uno con un "no
centro asociado”. En el continente americano el centro seria Mesoamérica y el
no centro Sud América, donde se encuentran las plantas que son analizadas
en esta tesis. Posteriormente en 1983 Hawkes propone la existencia de cuatro
centros basicos nucleares, en donde en forma auténoma e independiente se
domestican plantas y que en las zonas de diversidad puede o no haber domes-

ticacion de las mismas.

2.1. Origen y analisis de la biodiversidad desde el punto de vista de la va-
riabilidad genética

Dentro de una especie, las plantas individuales difieren en el ambito de
su ADN debido a mutaciones. Existen diferentes clases de mutaciones inclu-
yendo: sustitucidon de bases, inserciones, inversiones y deleciones. Las sustitu-
ciones de bases pueden ser causadas por errores durante la replicaciéon del
ADN o por mutadgenos ambientales (ej; radiacion UV). Las insercio-
nes/deleciones son con frecuencia causadas por trasposones, por entrecruza-
mientos desiguales o por deslizamientos de la ADN polimerasa durante la repli-
cacion de ADN con motivos repetitivos.

Dado que los genes comprenden una porcién pequena del ADN total y
estan bajo una fuerte presion de seleccion negativa para los cambios, la mayo-
ria de las modificaciones perdurables que diferencian a los individuos en el
ambito de su ADN ocurren en la porcioén no codificante del mismo.

2.1. Conservacion, evaluacion y utilizacién de los recursos genéticos



La agricultura nacional, como en los demas paises del mundo depende,
en gran medida, de los recursos genéticos por lo que es fundamental preservar
eso0s recursos para tener la mayor variabilidad genética posible.,- con su corres-
pondiente caracterizacion y evaluacién agronémica. Ello pasa a constituir un
aporte invalorable para los mejoradores, y para los biotecnélégos para incre-
mentar la cantidad y calidad de la producciéon de alimentos, la materia prima
para la industria, el uso medicinal, etc. Es uno de los elerﬁentos centrales para
contar con una produccion agropecuaria competitiva y sustentable.

El pais cuenta con recursos genéticos no domesticados y de razas y po-
blaciones domesticadas, a lo que se suman las introducidas por la inmigracion
Europea. Desde |la década del 30 el pais desarrolla la tradicion de conservar
sus recursos genéticos lo que se intensifica con la creacién del INTA.

Mas recientemente a partir de 1987 con la creacion del Programa de
Recursos Genéticos, que coincide con la cooperacion del Instituto Agronémico
de I' Oltremare (IAQ), de ltalia y el Programa de Fortalecimiento Institucional
(con el Banco Interamericano de Desarrollo, BID) se va organizando la red na-
cional de germoplasma. El Banco de Base, en Castelar, y la red de Bancos Ac-
tivos, en las regionales, permite a la Institucion avanzar rapidamente en el tema
de la Diversidad Bioldgica y ponerla en la tendencia de las mas modernas or-
ganizaciones de conservacion ex situ del mundo.

En este contexto el Programa del INTA apunta fundamentalmente a la
conservacion y evaluacion agronomica de los Recursos Genéticos preparando
material con variabilidad genética, de manera que sea posible su utilizaciéon
inmediata por el mejorador. Las actividades de Conservacién y Evaluacion, son
complementadas por la recoleccion, la caracterizacion botanica y la cuarentena

de los Recursos Genéticos (Recursos Genéticos, http:.//www.inta.gov.ar/ prog-

nac /pan07.htm Internet 1998).

2.2. Importancia de la papa como recurso genético

La papa cultivada esta altamente relacionada a un gran nimero de es-
pecies silvestres principalmente de Sud América, con las cuales es capaz de
formar hibridos interespecificos (Ross, 1986). Esta propiedad junto con las ca-



racteristicas de resistencia a enfermedades presentes en las mismas como son
los casos del tizén tardio, nematodes, virosis como las producidas por PVX,
PLRYV, etc. (Ross, 1986), lleva a la necesidad de un estudio profundo de la va-
riabilidad genética existente entre las especies con a) propéisitos de mejora-
miento y b) con fines de establecer relaciones genéticas y/o taxondémicas entre
las mismas.

La conservacién y uso de los recursos genéticos son esenciales para
mantener y mejorar la produccion agricola. El objetivo de la conservacion es
preservar la mayor diversidad genética en la menor muestra posible y que
incluya los genes, caracteristicas y genotipos corrientemente reconocidos.

Por otro lado, la efectividad en la conservacion de los recursos genéticos
vegetales requiere de la aplicacion de métodos complementarios para la con-
servacion “in situ” y “ex situ" que garanticen al maximo la disponibilidad de di-
chos recursos para su utilizacion.

La necesidad de preservar a las especies cultivadas y silvestres relacio-
nadas y también las asociadas con caracteristicas de malezas (“weed") que
potencialmente poseen propiedades de interés agronémico (como resistencia
a patégenos, salinidad, sequia, etc.) ha cobrado gran importancia sobre todo
en los ultimos anos debido a todos los cambios que se operan cada vez mas
intensamente sobre el medio ambiente. Debido a la limitacién de recursos eco-
némicos para la coleccion y conservacion adecuada de dichos individuos es
necesario determinar el numero y calidad de las muestras a conservar es de-
cir, especies que tienen o tuvieron interés agricola, malas hierbas o "weeds"
que acompanan a los cultivos, especies silvestres relacionadas y potencial-
mente utiles para la agricultura. El desarrollo de tecnologias adecuadas para la
conservacion de semillas ortodoxas ex-situ, en bancos de germoplasma, tanto
base como activds, debe ser comrespondido con un adecuado avance en la
evaluacion mediante el empleo y desarrolio de distintas técnicas, desde morfo-
I6gicas, citolégicas, enzimaticas y moleculares capaces de discriminar a las

distintas entidades.



3. Estudios de la variabilidad genética y sus métodos de analisis

3.1. Aspectos morfolégicos y clasificacion taxonémica

3.1.1. Descripcién del género Solanum

J. G. Hawkes (gran conocedor del género Solanum) en el prefacio de su
texto The Potato Evolution, Biodiversity and Genetics Resources (1990) co-
menta textualmente: "Mejoradores y cientificos quienes trabajan en papa en-
contraron que la diversidad de las especies silvestres relacionadas es enigma-
tica y frustrante. La pregunta es si son los taxbnomos los que perversamente
insisten en reconocer como especies a grupos muy pequeifios cuando se po-
drian construir menos y mas grandes o es que existe una dificultad intrinseca
en este grupo’. La respuesta que él sugiere es que “estas especies parecen ser
jovenes, activamente evolucionando con barreras imprecisas entre ellas te-
niendo en cuenta que las papas son el unico cultivo que poseen un rango bio-
l6gico tan extenso".

Solanum L. es uno de los géneros de Angiospermas con mayor numero
de especies (Hunziker, 1979). Las tuberosas estan agrupadas en la seccion
Petota Dum (D"Arcy, 1972) y se distribuyen en 21 series taxonémicas (Hawkes,
1990), ocho de las cuales se encuentran en la Argentina (Hawkes y Hjerting,
1969; Hawkes, 1990).

Se reconocen actualmente siete especies cuitivadas, con distintos nive-
les de ploidia incluyendo diploides, triploides, tetraploides y hexaploides.

Las especies tuberosas son intercompatibles dentro de limites muy am-
plios (Howard y Swaminathan, 1952; Grun, 1990). Ademas, los estudios citolo-
gicos revelaron escasas diferencias (Magoon et a/. 1958). Los mecanismos de
aislamiento reproductivo preponderantes son las separaciones témporo-
espaciales como asi también los distintos nichos ecolégicos que habitan (Bates
y Deyoe, 1973; Hawkes y Hjerting, 1969; Hawkes, 1990), sin embargo se de-
mostré la existencia de barreras internas al intercambio genético en cinco es-
pecies del grupo (Sala, 1993).



3.1.2. Clasificacion taxondmica y observaciones botanicas de la seccion
Petota

Debido al gran numerc de especies existentes en el género Solanum. los
taxénomos establecieron varios subgéneros. de los cuales el subgénero Pota-
toe (G. Don) D’Arcy. inciuye a las papas y a ctros grupos relacicnacos (Ha-
wkes 1989).

El subgénero Potatoe ha sido posteriormente subdividido en secciones.
de las cuales la seccidn Petota incluye a las especies productoras de tubércu-
los (antes denominada seccién Tuberarium). Recientemente, Hawkes agrego
una nueva seccion denominada Estolonifera, que agrupa a todas las especies
guU€e nunca groducen SSICICRES & IUDErcuics. sor (¢ iénio. la separacién 2 s
subsecciones se basa en la capacidad de desarrollar estolones o tubérculos.

Dentro de la subseccién Potatoe, la morfologia de la corola fue utilizada
como criterio para su clasificacién en superseries (Stellata o forma de estrella y
Rotata forma redondeada). Para niveles inferiores de la clasificacién, se consi-
derd la forma del fruto, presencia o no de glandulas olorosas y pelos; color de
las flores y morfologia de las hojas (simples o compuestas), morfologia de es-
tambres y anteras, articulaciéon del pedicelo etc. (Fig. 1).

Fig.1: Esquema de la morfologia floral y de una hoja compuesta de las especies de Solanum
analizadas en este trabajo. Las ilustraciones pertenecen a Hawkes, 1990. Se observa la arti-

culacion del pedicelo y la morfologia de la corola a la izquierda y de una hoja compuesta a la
derecha.
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Por lo tanto se resume la clasificacion en el siguiente cuadro:

Género: Solanum L
Subgénero: Potatoe (G. Don) D"Arcy
Seccion Petota Dumortier
Subseccidn Estolonifera
Seriel Etuberosa
Serie || Juglandifolia
Subseccién: Potatoe G. Don
Superserie: Stellata Hawkes
Serie | Morelliformia Hawkes
Serie || Bulbocastana (Rybd.) Hawkes
Serie lll Pinnactisecta (Rybd) Hawkes
Serie IV Polyadenia Bukasov ex Correll
Serie V Commersoniana (Bukasov)
Serie VI Circaeifolia Hawkes
Serie V| Lignicaulia Hawkes
Serie Vil OImosiana Ochoa
Serie 1X Jungasensa Correll
Superserie: Rotata
Serie: X Megistacroloba Card et Hawkes
Serie: X| Cuneolata Hawkes
Serie Xll Conicibaccata Bitter
Serie XllIPiurana Hawkes
Serie XIV Ingifolia Ochoa
Serie XV Maglia Bitter
Serie: XVI Tuberosa (Rydb.) Hawkes
Serie: XVII Longipedicellata Bukasov
Serie: XVII Acaulia Juzepczuk
Serie: XIX Demissa Bukasov

3.1.2.1. Clasificacién taxonémica (Hawkes, 1990; Hawkes y Jackson, 1992)
de los genotipos analizados.

En la Tabla 1 se muestra la ubicacion taxonbmica de cada especie den-
tro de este género. Esta clasificacion (basada en Hawkes, 1990 y en Hawkes y
Jackson, 1992) es la mas ampliamente aceptada en la literatura del género,
aunque existen otros investigadores que agruparon a las especies segun otros
criterios (ver revision de Spooner ef a/, 1997). La misma se basa principalmente
en la morfologia y el color de la corola, la forma de las hojas, en su EBN (rela-
cién entre la ploidia del endosperma y la del cigoto), y distribucion geografica.
Con dicha clasificacion, propusieron un escenario evolutivo que puede resumir-

se como sigue:



1) Las plantas de la seccién Petota aparecen en México y América Central con
especies que poseen flores pequerias, de corolas blancas con forma de es-
trellas (Stellata primitiva) y diploides (2x) (EBN=1),

2) las especies migraron a Sud América en el plioceno temprano, cuando se
formo el istmo de Panama,

3) las especies 2x (EBN=1) evolucionaron a especies 2x (EBN=2) con corolas
blancas pero con forma de estrella menos aguda (Ste/lata avanzada),

4) las Stellata avanzadas evolucionaron hacia 2x (EBN=2), 4x (EBN=4) y 6x
(EBN=4) con corolas mas redondeadas (Rotata primitiva),

5) las Rotata primitivas y con varios niveles de ploidia evolucionaron a 2x
(EBN=2), 4x (EBN=2) y 6x (EBN=4), quedando muy pocas con 2x (EBN=1)
y corolas muy redondeadas (Rotata avanzada).

Tabla 1. Taxonomia del material evaluado. Se describe la morfologia de la corola, caracter
utilizado por estos autores para la division en superseries, considerando al estado "corola en
forma de estrella (Stellata)” como su forma primitiva y "corola en forma redondeada (Rotata)"
como mas evolucionada. (S, Stellata; SP, primitiva Stellata, R, Rotata, RP, Rotata primitiva, RA,
Rotata avanzada).

Género: Solanum
Subgénero: Potatoe
Subseccién: Potatoe
Superserie: Stellata

Serie Commersoniana (SP) S. commersonii
Serie Jungasensa (SA) S. chacoense
S. tanijense

Superserie: Rotata

Serie: Megistacroloba (RP) S. megistacrolobum
Serie: Cuneolata (RP) S. infundibulliforme
Serie: Tuberosa 1 (RP) S. verrucosum
Serie: Tuberosa 3 (RP) S. gourlayi

S. kurtzianum

S. microdontum

S. oplocense

S. spegazzinii

S. vemei

S. venturii
Serie: Acaulia (RA) S. acaule
Serie: Tuberosa cultivada (R) S. tuberosum

Los estudios de ADN de cloroplastos (Hosaka, 1984; Spooner y Sytsma
1992; Spooner et al, 1997) apoyan parcialmente la clasificacion de las Superse-
ries y sus hipétesis evolutivas. En el género Lycopersicon los estudios de ADN
genémico mediante RFLP (Miller y Tanskley, 1990), permitieron calcular las

9



distancias genéticas, y destacaron que los datos basados en estudios de ADNs
de cloroplastos y mitocondriales, mostraron resultados andémalos. Los analisis
de los ADNs de cloroplastos realizados por Hosaka (1986) permitieron agrupar
a las especies en 5 tipos de ADNs cloroplastidicos. La mayoria de las especies
que se estudiaron fueron agrupadas en el tipo W de cp ADN, con la excepcion
de S. acaule, S. tuberosum (incluyendo sus dos subespecies) y S. tarjense,
siendo por lo tanto esta estrategia poco util para la separacion de estos taxones
(evidenciando el alto grado de conservacion del ADN de esta organela dentro
del género). En especies de Solanum, algunos trabajos basados en el analisis
de ADN gendmicos también sugieren algunas discrepancias con la clasificaciéon
derivada de los resultados de plastidos asi como con la clasificaciéon del género
(Debener et a/, 1991). Este trabajo aporta datos, ademas, sobre la alta variabi-
lidad intraespecifica existente en el grupo, que también es motivo de analisis de
esta tesis. Por lo tanto y en términos generales, el trabajo de Spooner et a/
(1997) que involucré un gran ensayo de individuos de la Seccion Petota, me-
diante ADN de los plastidos, no aport6 evidencias sobre la evolucién de los ta-
xones estudiados en nuestro trabajo, sugiriendo que resulta mas adecuado
concentrarse en el estudio de variabilidad intra e inter especifica de marcado-
res que involucren el ADN gendmico nuclear cuando el objetivo es contribuir al

conocimiento evolutivo del grupo.

3.1.3. Distribucién geografica y centros de diversidad

La diversidad genética no se distribuye al azar en el mundo, sino que
esta localizada principalmente en zonas tropicales y subtropicales. En los afos
recientes el origen y evolucion de algunas plantas cultivadas ha despertado
gran interés y se han llevado a cabo nuevos estudios en plantas relacionadas
analizando su distribucion, comportamiento ecolégico e interaccién genética
con las razas cultivadas (Harlan, 1992).

Las especies silvestres de Solanum estan ampliamente distribuidas a lo
largo de América, desde el SO de EUA, en casi todos los estados de México y
desde alli hasta Guatemala, Honduras, Costa Rica y Panama. En América del
Sur, se las encuentra en todos los paises, excepto en las Guayanas; funda-
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mentalmente en los Andes de Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia y
Argentina. También se distribuyen en la costa desértica peruana, centro y sur
de Chile, en los llanos de Argentina, Paraguay y Uruguay y también en el SE
de Brasil. Claramente se distinguen dos centros de diversidad: uno es el de
México central y el otro en los Andes desde Peru, Bolivia y NO de Argentina
(ver Fig.2) (Hawkes, 1990). Esta amplia distribucion indica una gran adaptacion
a distintos nichos ecoldgicos tanto naturales como modificados por el hombre
(llegando a altitudes de 3.500 a 4.500 m o mas).

Fig. 2: Distribucion geografica de las especies silvestres de papa analizadas. Las procedencias
de los genotipos se indican con bordes negros.

3.2. Citogenética comparativa

3.2.1. Recuentos cromosomicos y cariotipicos

Los estudios cromosémicos en general y citogenéticos en particular es-

tan basados en caracteristicas visibles de los cromosomas mediante microsco-
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pia. El andlisis de los cariotipos, un método muy utilizado, esta sustentado en
las caracteristicas morfolégicas de los cromosomas y se usa ampliamente en
analisis citolégicos.

Entre las caracteristicas de los cariotipos, la longitud relativa (LR) y la
razén de brazos (RB) de un cromosoma constituyen parametros representati-
vos del cariotipo junto con otras caracteristicas morfoldégicas como presencia
de satélites, posicidon de las constricciones secundarias y terciarias, etc. En
particular, la razén de brazos ha sido utilizada para la clasificacién de los tipos
de cromosomas (Levan et al, 1974), y considerada como el parametro mas
estable de la morfologia cromosémica.

El estudio de los cariotipos de células somaticas permite el analisis y
comparacioén de los genomas entre y dentro de especies. Los cariotipos son
representativos de varias caracteristicas de los genomas especificos; el nume-
ro y longitud de los cromosomas que lo constituyen son indicativos del tamario
de los mismos, de eventos de amplificacidén diferencial de secuencias repetiti-
vas especificas (transposiciones y retroposiciones) y de rearreglos de los gru-
pos de ligamiento. Estos estudios ofrecen la posibilidad de obtener informacién
acerca de la evolucidn del nimero basico de un grupo y mecanismos de evolu-
cion del genoma (Swanson et al.,, 1981 citado en Wilkinson, 1994).

A pesar de la importancia econémica que poseen las esbecies silvestres
relacionadas con el género Solanum como resevorio de genes, se cuenta con
poca informacion acerca de la morfologia cromosomica de las mismas. La ma-
yoria de los estudios de esta naturaleza se llevaron a cabo apenas en S. fube-
rosumy S. phureja. Esto se debe al escaso tamario de los cromosomas y a la
frecuente poliploidia (Hawkes, 1979; Pijnacker y Ferwerda, 1984). Ademas
existen dificultades técnicas como, por ejemplo, la obtencién de apices radicu-
lares con activas divisiones mitéticas, obstaculo que fue superado gracias a la
utilizacion del cultivo in vitro y micropropagacion de entrenudos (ver Materiales
y Métodos).

Los primeros analisis citologicos de S. fuberosum describiendo el nume-
ro cromosoémico somatico de 2n=48 datan de la década del 20. En 1927 se
describen los numeros gaméticos de n=12 para especies silvestres relaciona-
das como S. chacoense y por primera vez se observa la existencia de n=36

para S. demissum evidenciando de esta manera la existencia de poliploides en
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la seccion (Wilkinson, 1994). Se propuso entonces un numero basico de x=6
para este grupo lo cual fue muy discutido y en su lugar fue sugerido x=12.
Swaminathan y Howard (1953, citado por Wilkinson, 1994) sefalaron que este
numero esta extremadamente conservado en la tribu Solanaceae y es mas ra-
zonable suponer que este numero basico se haya establécido tempranamente
en la evolucion de la tribu.

En 1975 se llevaron a cabo estudios meibticos en papas monoploides
que sugieren la presencia de secuencias duplicadas, debido a la formacién de
bivalentes Van Breukelen et al. (1975 citado en Wilkinson, 1994), lo cual se
confirmé por estudios con alozimas.

La identificacion de los cromosomas de S. tuberosum esta basada fun-
damentalmente en analisis de paquitenes (Yeh y Peloquin, 1965; Ramana y
Wagenvoort, 1976) lo que implica un método laborioso y que depende del de-
sarrollo de flores, no muy comunes en algunas papas (Stack, 1982; citado en
Pijnacker y Ferwerda, 1984).

Tratando de identificar a los cromosomas de papa, numerosos autores
ensayaron diferentes técnicas en distintos tejidos. En 1974, Mok (citado en
Wilkinson, 1994) fue el primero que desarrollé bandeo C Giemsa en cromoso-
mas de papa. Posteriormente, Pijnacker y Ferwerda (1984) mejoraron la reso-
lucion técnica y clasificaron a los cromosomas de un monoploide de S. fubero-
sum segun su tamano y posicién del centrédmero utilizando células somaticas
(fundamentaimente apices radiculares).

En el presente trabajo se evaluaron el numero y la morfologia cromosoé-

mica del grupo de especies estudiadas.

3.2.2. Contenido de ADN

El analisis del contenido de ADN de diferentes especies ha sido util para
estudios citotaxonémicos y evolutivos. El valor C es de fundamental significa-
ciéon debido a los efectos nucleotipicos, como por ejemplo todos los efectos
fenotipicos debidos a la masa nuclear de ADN independientemente de la infor-

macion codificada.
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La estimacién del contenido de ADN nuclear por medio de microdensi-
tometria ha proporcionado en este sentido datos de gran utilidad para el cono-
cimiento del nucleo en plantas superiores (Bennet et al., 1982). En general el
contenido de ADN es especifico y unico para cada especie taxondmica, aunque
se ha encontrado variabilidad intraespecifica con mayor frecuencia de lo espe-
rado.

Desde que fue posible la cuantificacion de ADN de numerosas especies,
estos datos se trataron de asociar con distintos tipos de caracteristicas: dura-
cién de la division celular y meiosis, poliploidia, ciclo de vida, distribucion geo-
grafica, forma de cultivo (anual o perenne), longitud y/o volumen del comple-
mento cromosémico, relaciones filogenéticas, etc.

También los contenidos de ADN han sido de gran interés para ser utili-
zados en el control de la variabilidad (variacion somaclonal) de plantas cultiva-
das "in vitro", como regenerantes de callos, plantas micropropagadas, etc. (Ja-
cobsen et al., 1983; Pijnacker et al., 1986).

Desde el punto de vista de la poliploidizacion como mecanismo evoluti-
vo, este fendmeno se ve reflejado en el 26% de las 183 especies de la seccion
(un 74% son diploides y sélo hay un 15% de tetraploides, 4% de triploides, 5%
de hexaploides y 2% de pentaploides) y, taxonédmicamente hablando, de las 21
series, 6 son poliploides (Hawkes, 1990). Por medio del estudio de ADN total
puede evaluarse el efecto de la poliploidizacién en cuanto a conservacién o
pérdida importante del ADN durante dicho proceso.

En cuanto a su aplicacion practica, el contenido de ADN se utiliza para el
calculo del numero total de bases nucleotidicas aproximadas de un genoma y
asi poder deducir, por ejemplo, a cuantas pares de bases nucleotidicas equi-
valen las unidades de recombinacion (para poder correlacionar mapas fisicos
con mapas genéticos) y asi calcular la distancia fisica de un marcador molecu-
lar asociado a un gen de interés y estimar su factibilidad de clonado. Este co-
nocimiento también es importante para la cuantificacion del nimero de copias
de genes codificadas en un determinado genoma (por ejemplo, en experimen-
tos de comparacién de hibridacion relativa de Southerns) y técnicamente para
establecer la cantidad de ADN necesario para la aplicacién de distintas técni-
cas moleculares como PCR; RFLP, AFLP, microsatelites, etc. con el objeto de

conocer el numero de copias del genoma que se estan analizando. Dado que,
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en nuestro conocimiento, no hay publicaciones hasta el momento detallando el
contenido de ADN de la mayoria de las especies aqui evaluadas, una de las
razones por las que se analizaron (en esta tesis) los contenidos de ADN me-
diante microdensitometria (ademas de su uso para comparaciones evolutivas)
fue considerado su uso como requisito previo y necesario para la aplicacion de
las modernas técnicas de la genética molecular (bor ejemplo, los marcadores

moleculares).

3.3. Comparacién de los patrones de variacion de las unidades de repeti-
cion de los genes ribosomales

La variabilidad (o conservacion) de las unidades de repeticion conte-
niendo los cistrones ribosomales fue ampliamente descripté para numerosas
especies y en base a estos datos se llevaron a cabo distintos tipos de estudios
(caracterizacion, diversidad genética, taxonomia, evolucion etc.) tanto en ani-
males como en vegetales (Hillis and Dixon (1991). En este trabajo, se analiza la
factibilidad de emplear este tipo de analisis para el estudio genético-evolutivo
de este grupo de especies en particular.

Al igual'que lo que sucede en tomate (ver Vallejos et al., 1986), la posi-
cién fisica de la familia multigénica que codifica para los ARNs ribosomales de
25, 5,8 y 18S de la papa ha sido localizada en el cromosoma 2 y coinciden con
el NOR de dicho cromosoma (Visser et al., 1988; también confirmado por Bo-
nierbale et al., 1988 mediante mapeo de RFLP).

Estos genes estan presentes en multiples copias (desde 5-10 en bacte-
rias hasta varios miles en eucariontes) y en estos ultimos estan organizados en
repeticiones en tandem donde cada copia (o unidad de repeticion) consta de un
espaciador intergénico, del gen que codifica para la subunidad de 18S, de un
espaciador intragénico, que incluye el gen codificante de la subunidad 5,8S vy
de la secuencia que codifica para la subunidad del 25S (Crouch y Bachellerie,
1986; Delseny et al., 1990).

Esta familia de secuencias presenta la ventaja de que el aito numero de
copias por genoma facilita su deteccién pero, fundamentalmente, de que la
unidad transcripcional presenta diferentes niveles de variabilidad que en princi-
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pio permitirian el estudio evolutivo entre distintos organismos pertenecientes a
diferentes niveles taxonémicos.

En el esquema (Fig. 3) se detalla el orden de ios genes que codifican
para ias subunidades 25S, 5.8S y 18S, como asi también los espaciadores In-
tra e intergenicos.

Cada uno de estos fragmentos posee una tasa de fijacion de mutaciones
diferencial, siendo los fragmentos mas variables los que corresponden al es-
paciador intergénico denominado IGS (entre y dentro de especies de un géne-
ro, ver revision de Rogers et al., 1987). Este a su vez abarca dos regiones: una
region de mayor variabilidad aun, dencminada NTS (espaciador no transcripto)
y ETS (espaciador externo transcripto. ver Hillis y Dixcn, 1991). Los segmentos
de variabilidad intermedia son los corresponcientes al Espaciador Intragénico
(ITS) transcripto cuya secuencia se ha utilizado, por ejemplo, para analizar Ia
filogenia de organismos muy diversos; entre ellos, hongos como Fusarium y
Rhizoctonia (White et al., 1990; Schneider et al., 1997), arboreas como Euca-
lyptus (Rodriguez, L. comunicacién personal), Oxalis (Tosto et al., 1997), etc.
Finalmente los genes propiamente dichos (18S y 25S) estan altamente con-
servados, sobre todo el 18S que se utilizd para filogenia entre phyla de euca-
riontes (Hillis y Dixon, 1991). Como antecedente especifico de interés para esta
tesis, Borisjuc et al. (1993) demostraron, por secuenciacion nucleotidica, que la
zona correspondiente a 125 bases proximas al extremo 3°del gen que codifica
para el ARN ribosomal 25S muestra variabilidad entre distintos géneros de |a

familia Solanaceae.

Fig.3: Esquema de la subunidad repetitiva del rADN de plantas.

18 5,8 28 IGS 18 58 28 IGS 18 5.8 28 IGS
33NN 3 N -l

ITS NTS ETS ITS NTSETS ITS NTS ETS

En papa, los primeros estudios moleculares de estos genes se publica-
ron a partir de 1991 tanto por Gruber como por Harding. Posteriormente (1993)
el grupo liderado por Hemleben extendid sus analisis a otras especies del gé-
nero Solanum altamente relacionadas a la papa. En estos trabajos se estable-

cieron mapas geneticos (mediante el analisis de dihaploides) para Ias variantes
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alélicas provenientes de dos genotipos de papas cultivadas y evidenciadas con
las enzimas de restriccion Bg/ll y Xbal (Gruber, 1991). Se observaron variacio-
nes tanto en los tamafos como en la distribucion de sitios de restriccion de las
subunidades y se postuld la existencia de al menos 5 tipos distintos, eviden-
ciando gran variabilidad dentro de uno de los cultivares (cv. Sirtema). Para de-
terminar el tipo de rearreglo de dichas subunidades, estos investigadores clo-
naron 3 fragmentos de ADN producto de digestion parcial con la enzima de
restriccidn Xbal (entre 30 y 50 kb) en cosmidos y encontraron que sélo uno de
los tres mostré uniformidad en las subunidades involucradas. Los otros dos
restantes evidenciaron en cambio, la presencia de patrones correspondientes a
distintas subunidades. Sugirieron, entonces, que la heterogeneidad encontrada
se podia atribuir a uno solo de los cromosomas |l del parental tetraploide del
cultivar estudiado (debido al patron de segregacion de los dihaploides, aunque
s6lo un numero escaso de ellos (6) han sido analizados). Esto pone de mani-
fiesto que el sistema no es muy simple y requiere de un cuidadoso analisis.

Harding (1991) analizé la estabilidad de los genes ribosomales en plan-
tas conservadas por crioconservacion (técnica que somete a las mismas a dis-
tintos tipos de estreses) y para ello estudio la variabilidad del fragmento que
involucra fundamentalmente al IGS en dos cultivares (Golden Wonder y Desi-
rée) comparando plantas control y criopreservadas, sin detectar cambios cua-
litativos entre los dos grupos.

En 1993, el grupo de Hemleben puntualizé los siguientes aspectos para
un grupo de especies del género Solanum: |
-que los tamanos de las subunidades de las especies analizadas del género
Solanum oscilan, en general, entre 8,7 y 9,3 kpb y que los sitios EcoRV, Xbal,
Dral y Eco Rl comrespondientes a las zonas codificantes del 18, 5,8 y 258 esta-
ban altamente conservados,
-que existe mayor homogeneidad de longitudes de rDNA en este género en
comparacion con otras Solanaceae (Nicotiana, por ejemplo, muestra una varia-
bilidad mucho mayor, que va de 9,5 a 13 kpb),
-la presencia de un sitio Xbal (en el espaciador externo) que esta solamente en
Solanaceas no tuberosas y en las tuberosas primitivas,
-la especificidad de un sitio EcoRI en el espaciador intergénico para Solanum y

Lycopersicon esculentum.
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Cabe destacar sin embargo que todos estos datos fueron obtenidos
evaluando solamente una entrada por especie perdiéndose, por lo tanto, la no-
cion de la variabilidad intraespecifica.

En el presente trabajo se analizaron varias entradas por especie y se
hallaron algunas discrepancias con los datos presentados por otros autores
recién mencionados. Ademas se identificaron nuevos sitios de restriccion en

algunas especies, como asi también pérdida de alguno de ellos en otras.

3.4. Marcadores genéticos

Los progresos en el mejoramiento de plantas dependen de la variabili-
dad genética disponible. Para poder mantener y utilizar efectivamente las co-
lecciones de germoplasma, es importante lograr medir el nivel de mutaciones
nuevas presentes en los diferentes ejemplares que comprende la coleccion.
Los marcadores genéticos permiten obtener una medida cuantitativa de la va-
riabilidad genética de una coleccién de germoplasma. Con esta informacion

(asi como informacion agrondémica e histérica) es posible:

1) Identificar material duplicado en la coleccién,

2) Establecer una coleccion de referencia (también llamada "core collection"),
3) Determinar los grados de similitud entre especies cultivadas y salvajes,

4) Establecer prioridades para la adicién de material nuevo a una coleccion.

Un marcador genético ideal debe cumplir con los siguientes requisitos:

1) ser polimérfico, de ser-posible altamente polimérfico y multialélico

2) ser de alta heredabilidad, o sea, altamente reproducible en la progenie

3) presentar segregacion mendeliana y comportamiento co-dominante, esto
es, la factibilidad de identificar las tres clases alélicas (AA, Aa y aa)

4) ser abundantes y dispersos por todo el genoma

5) ser fenotipicamente neutros y

6) ser detectables en cualquier momento del desarrollo del individuo (Tanskley
et al., 1989; Paterson et al., 1991; Bretting y Widrlechner, 1995).
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Existen tres tipos de marcadores genéticos: morfolégicos, bioquimicos (o
proteicos) y moleculares. Todos los marcadores detectan variaciones en el
ADN, sin embargo lo hacen a niveles diferentes. Los morfoldgicos evaluan el
efecto final de un gen a través de un fenotipo (una coloracién o morfologia dis-
tintiva). Los marcadores proteicos (considerados por algunos autores dentro de
los marcadores moleculares), se centran en polimorfismos (de tamaro o carga)
del producto de traduccion del gen y los marcadores moleculares detectan va-

riaciones directamente sobre el ADN.

3.4.1.Marcadores morfol6gicos

La idea de utilizar métodos genéticos para inferir la presencia o ausencia
de un gen o grupo de genes no es nueva. Sax (1923) fue el primero en sugerir
la utilizacion de patrones de pigmentacién de la semilla del poroto como mar-
cadores de su tamano.

Los marcadores morfolégicos presentan la desventaja de ser muy esca-
sos y de causar cambios fenotipicos notables, no siempre deseados (Tanskley,
1983). Su gran utilidad, sin embargo, consiste en la simpleza de su evaluacién.
Como ejemplo en papa se pueden mencionar al locus F (color de la flor), h (au-
sencia de pelos), Mi (resistencia a nematode de la raiz), Wx (waxy) y PSC (co-
lor purpura de la piel de la papa) entre 66 marcadores morfolégicos ubicados

en el mapa de papa (Pillen et al, 1996).

3.4.2.Marcadores proteicos

El descubrimiento de variantes alélicas de proteinas de reserva y de en-
zimas de igual funcion bioquimica, pero de distinta composicion molecular (lla-
madas isoenzimas o0 mas correctamente, alozimas) provey6 un tipo de marca-
dor genético molecular sin los efectos epistaticos mencionados de los marcado-
res morfologicos (Markert y Moller, 1959). El polimorfismo en las isoenzimas
esta dado por un cambio en el punto isoeléctrico de las mismas causado por
cambios en su composicion aminoacidica y que se revela después de su frac-
cionamiento en geles de almidon (poliacrilamida o acetato de celulosa) en
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presencia de sustratos especificos cuyos productos de reacciéon pueden ser
coloreados (Tanskiey, 1983), mientras que las proteinas de reserva presentan
un polimorfismo en su peso molecular relativo (Mr) que se revela por separa-
cion electroforética en geles de poliacrilamida y tincion total de proteinas. Tanto
las isoenzimas como las proteinas de reserva han sido utilizadas para identifi-
cacion varietal y estudios evolutivos (Gepts, 1990; Wendel y Weeden, 1989) en
los ultimos 25 o 30 afos en cereales, mientras que en Solanaceas se mapea-
ron aproximadamente 30 isoenzimas en el mapa comparativo de papa y tomate
(Pillen et al, 1996) y se localiz6 entre 10 y 15 copias (loci) de los genes respon-
sables de las proteinas de reserva mas abundante en papa llamada patatina
(Ganal et a/, 1991).

Las alozimas son altamente heredables y presentan un nivel aceptable
de polimorfismo en germoplasma silvestre (Martinez Zapéter et al, Oliver et al,
Quiros et al, constituyendo, quizas, el tipo de marcador mas utilizado en ma-
nejo de germoplasma (Simpson y Withers, 1986). Existen ademas ejemplos de
isoenzimas ligadas a resistencia a enfermedades en Aegilops (McMiliin et al.,
1986), a nematodes y a caracteres cuantitativos en tomate (en Pillen et
al.,1996; Tanskley ef al., 1982).

3.4.3.Marcadores moleculares

Los marcadores a nivel de ADN son quizas los que mas se acercan a la
descripcidn ideal de un marcador genético. La secuencia de ADN de los orga-
nismos sufre a lo largo de su evolucidon un gran numero de mutaciones pun-
tuales, deleciones y/o rearreglos de fragmentos cromosémicos. Dada la disper-
sion y dilucion de secuencias codificantes en el genoma de los organismos su-
periores y a la falta de presion de seleccidon negativa, la mayoria de estos cam-
bios se acumulan en las regiones no codificantes. Es interesante remarcar que
el ADN tanto de plantas como de animales presenta una gran cantidad de se-
cuencias no codificantes, llamada por algunos autores ADN “basura” (Ohno,
1972) por no poseer funcion conocida. Sin embargo, desde el punto de vista
de los marcadores genéticos este ADN es de suma utilidad. Esto se debe a que
los cambios ocurridos en el transcurso de la evoluciéon, en secuencias codifi-

cantes estan sujetos a presion de seleccion. Un cambio nucleotidico que pro-
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voque la aparicion de un coddn de terminacién en una proteina vital para la
supervivencia de un organismo, el cambio en secuencias reguladoras de genes
importantes y hasta la inclusién de una mutacién silenciosa pero que no esté
en coincidencia con el uso de codones de un organismo puede tener efectos
letales o deletéreos y habra de ser seleccionado en contra. Esto lleva a una
acumulacion de variantes a nivel ADN que por ser selectivamente neutras, han
ido acumulandose estocastiamente en las regiones no codificantes de los or-
ganismos superiores. Los marcadores a nivel ADN tratan de explotar esa va-
riabilidad de diferentes maneras.

Existen dos maneras basicas de revelar polimorfismos entre genotipos:

i) mediante el corte de ADN con enzimas de restriccion.

ii) mediante amplificacion de ADN.

Diferentes técnicas utilizan uno u otro método y algunas mas novedosas que
utilizan ambos.

Los polimorfismos de longitud en fragmentos de restriccion (RFLP) y los
polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) se ubican dentro
del primer grupo. La capacidad de cada tipo de marcador para detectar varia-
ciones en el ambito de la secuencia del ADN varia de acuerdo a caracteristicas

inherentes a los métodos usados para detectar cada uno de ellos.

3.4.3.1. RFLP

Los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) se
basan en separar mediante electroforesis los fragmentos de ADN obtenidos por
digestion con una enzima de restriccion, y detectar mediante hibridacién con
fragmentos de ADN marcados (sondas), correspondientes a secuencias unicas
o de bajo numero de copias (Tanskley ef al., 1989), que determinara la genera-
cién de un patron simple de hibridacién. Un RFLP ocurrira cuando existan va-
riaciones en la secuencia de ADN que involucren cambios en la distancia entre
sitios de corte de la enzima, en fragmentos que incluyan la secuencia corres-
pondiente a la sonda utilizada (Fig. 4). Los RFLP detectan tanto mutaciones
puntuales que afecten sitios de restriccion, como rearreglos cromosémicos (in-

versiones, deleciones e inserciones) en la vecindad de sitios de corte, siendo
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éstos ultimos las causas mas frecuentes de polimorfismos en vegetales supe-
riores.

Los RFLP son alta y establemente heredables, de efecto fenotipico neu-
tro, no influenciables ambientalmente, de segregacion mendeliana, multialélicos
y fueron los primeros marcadores que se desarrollaron con posibilidad de satu-
rar un mapa (De Verna y Alpert, 1990). Si bien esto es tedricamente irrefutable,
en la practica existen dos limitaciones: el nimero de sondas desarrolladas y el
escaso grado de polimorfismo encontrado en ciertos organismos.

El desarrollo de sondas para RFLP incluye el aislamiento, clonado y se-
leccion de fragmentos de ADN y requiere una extensiva evaluacion para identi-
ficar secuencias de bajo numero de copias (0 ADN de secuencia unica).

Existen evidencias de bajo nivel de polimorfismos en tomate (Helentjaris
et al., 1985), soja (Keim et al., 1992) y trigo (Liu et a/., 1990).

Otra desventaja inherente a los RFLP es que son técnicamente comple-
jos (requieren cierta infraestuctura), de alto costo e involucran mucho trabajo.
Ademas, la cantidad de ADN necesario (un minimo de 10 ug por genotipo por
carril electroforético) hace impracticable detectar RFLP para un gran nimero de
sondas partiendo de plantulas.

En resumen:

Las ventajas son:
1. Es una técnica de visualizacién co-dominante (permite observar 2 alelos en
el heterocigota) y multialélica mostrando una alta informacién polimérfica, se-
gun el grupo de analisis.
2. Son altamente repetibles y las sondas son en la mayoria de los casos de
caracter publico.
3. Sirven para establecer mapas comparativos entre distintas especies y aun
entre distintos géneros (sintenia).
4. Son puntos de anclaje de otros marcadores en mapas de ligamiento.

Las desventajas son:

1. El desarrollo de las genotecas es laborioso y costoso, al igual que la selec-
cion de los clones para secuencias de bajo numero de copias.
2. Se requiere la utilizacion de mucha cantidad de ADN de gran pureza

3. La aplicacion es muy laboriosa y costosa.
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Fig. 4: Deteccion de polimorfismos en fragmentos de restriccion
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En el segundo grupo de marcadores, aquelios que utilizan la amplifica-
cién de ADN como método para detectar variabilidad, estan incluidos, entre
otros, los RAPD (ADN polimdrfico amplificado al azar), y los microsatélites o
SSR (repeticiones de secuencia simple).

3.4.3.2.RAPD

Los RAPD son productos de amplificacion cuyo Unico proceso azaroso

consiste en la eleccién del iniciador o “primer” (oligonucleétido sintético, ~10
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nt) de secuencia arbitraria, que se utiliza en la reacciéon en cadena de la polime-
rasa (PCR) (Williams et al., 1990, Welsh et al.,1990; Hadrys et al., 1992; Lynch
et al., 1994).

Estos productos se generan por la existencia de secuencias comple-
mentarias al “primer” en una cadena y la reversa de la complementaria en la
otra cadena a una distancia no mayor de 2 6 3 kb. Los fragmentos amplificados
son posteriormente separados mediante electroforesis y visualizados en tincio-
nes con bromuro de etidio. Los polimorfismos en RAPD, son en general, de tipo
dominante (presencia vs. ausencia) y se producen cuando el arreglo espacial
de secuencias enunciado no se produce, ya sea por falta de alguna de las se-
cuencias complementarias al “primer” o por una excesiva distancia entre las
mismas. Resumiendo
Las ventajas de los RAPD son:
¢ Los ensayos requieren una muy pequena cantidad de ADN
¢ Suelen ser eficientes en la detecciéon de polimorfismos
¢ No requieren una tecnologia sofisticada para su realizacion
Las desventajas son:

e Son marcadores de visualizacion dominante (como se mencioné anterior-
mente).

¢ La informacién de un Jocus no puede ser siempre extrapolada entre espe-
cies. Es decir, a medida que aumenta la distancia genética aumenta la pro-
babilidad de que 2 bandas que comigren pertenezcan a 2 /oci diferentes.

¢ No son altamente reproducibles entre distintos laboratorios.

3.4.3.3. Microsatélites o SSR

E! origen del término microsatélite proviene de los estudios iniciales de
sedimentacion de! ADN en gradientes de cloruro de cesio, donde se visualizaba
una banda definida de ADN y otra banda extra de densidad diferente. Esto era
causado por regiones con un porcentaje de GC (GC%) distinto a la media del
organismo estudiado. Regiones con mayor GC% presentan mayor densidad
dada por la mayor compactacion del ADN ya que estos pares estan unidos por

tres puentes hidrogeno mientras que los pares AT sélo por dos. Estudios poste-
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riores revelaron que estas bandas extras o satélites estaban conformadas por
secuencias de ADN repetitivo localizadas en la mayoria de los casos en regio-
nes centroméricas o heterocromaticas (Pardue y Gall, 1970).

La técnica de huellas dactilares de ADN (DNA fingerprinting) desarrolia-
da por Jeffreys y colaboradores, consiste en secuencias de alrededor de 50
pares de bases (pb) de longitud, repetidas en tandem de numero de copias
variables (también denominadas VNTR). Debido a su caracter repetitivo pero
de motivos de longitud pequena, Jeffreys (1985) se refiere a ellas como mini-
satélites por homologia con al ADN repetitivo de los experimentos de sedi-
mentacion.

El término de microsatélites fue introducido por Litt y Luty (1989) para
describir repeticiones cuyos motivos van de 1 a6 pb.

Los microsatélites (también denominados repeticiones de secuencia
simple, SSR) fueron identificados primeramente en humanos (Miesfeld et al.,
1981) y se evidenci6 la presencia de distintos motivos a través de busquedas
en base de datos genéticos (i.e. EMBL y GenBank) (Tautz et al., 1989). Estos
estudios revelaron que la presencia de motivos de di y trinucledtidos erade 5 a
10 veces mas abundante de |0 que se esperaria en una distribucién arbitraria.
En animales la secuencia mas abundante es (AC)n mientras que en vegetales
lo es (AT)n, y en menor medida (AG)n. Se propuso que la diferencia encontra-
da en distintos individuos en el numero de repeticiones del motivo central era
debido a entrecruzamiento desigual y/o a deslizamientos de la polimerasa du-
rante Ia replicacion del ADN, junto con una deficiencia en ia correccion de erro-
res, dada la naturaleza repetitiva del segmento (Tautz et a/, 1989). La hiperva-
riabilidad encontrada junto con la aita presencia de microsatélites lievo a que se
propusiera su uso como marcadores moleculares (Beckman y Soller, 1990;
Morgante y Olivieri, 1993).

Los polimorfismos son detectados a través de la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) utilizando “primers” complementarios a regiones unicas
que flanquean a los microsatélites (Brown et al,, 1996). Estos productos son
luego separados por electroforesis en agarosa o en poliacrilamida y tefiidos con
bromuro de etidio en el primer caso y radioactivamente o con plata en el se-

gundo.
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La ventaja que ofrecen estos marcadores eé que a partir del uso de la
PCR son técnicamente simples, econémicos y automatizables. Ademas utilizan
muy poca cantidad de ADN, lo que permite multiples determinaciones aun par-
tiendo de una pequenia porcidn de tejido.

La mayor desventaja que presentan los microsatélites es el alto costo
que implica su desarrollo inicial (obtencion de las secuencias flanqueantes ne-
cesarias para el disefio de "primers"). Brown et al., (1996) han propuesto tres
alternativas de desarrollo de SSR. Las dos primeras consisten en buscar en
bancos de datos secuencias de la especie en estudio o de especies relaciona-
das, en caso de no existir suficiente informacién de las primeras. La tercera
alternativa es la construccion de una genoteca para identificar clones que con-
tengan SSR.

La disponibilidad actual de secuencias en base de datos es aun limitada,
inclusive incluyendo en la busqueda especies afines a la de estudio. Ademas,
en su gran mayoria los bancos de datos presentan, fundamentalmente, se-
cuencias codificantes correspondientes a genes. Asimismo, el nivel de varia-
cién que es posible encontrar puede estar limitado por un proceso de seleccion
en contra de las mutaciones que afecten adaptativamente a los individuos.
Existen evidencias en humanos de enfermedades relacionadas a variaciones
en la longitud de microsatélites (en general trinucleétidos) como el sindrome de
fragilidad del cromosoma X (Kremer et al. 1991) o la distrofia miotonica mus-
cular (Fu et al., 1992).

Por lo tanto, si bien los bancos de datos de secuencia pueden constituir
una aproximacion a la obtencidon de microsatélites, la tercera alternativa parece
la mas razonable para la obtencién de un gran niumero de marcadores con alta
variabilidad. Recientemente, han sido propuestos distintos métodos de cons-
truccion de bibliotecas genémicas de tal manera que resultan enriquecidas en
secuencias que contienen microsatélites (Karagyozov et al., 1993; Kandpal et
al., 1994; Prochazka, 1996; Edwards et al., 1997). La descripcion alélica a partir
del numero de pares de bases nucleotidicas del fragmento amplificado es pre-
cisa, facil de comunicar y sencilla de estandarizar entre diferentes laboratorios.

Los altos valores de PIC (informacion de contenido polimérfico) encon-
trados indican que son los marcadores con mayor poder de discriminacién co-

nocidos hasta ahora, comparados tanto con otros marcadores mas tradiciona-
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les (como los RFLP o las isoenzimas), como con otros marcadores mas nove-
dosos (como los AFLP o los RAPD), especialmente entre variedades de espe-
cies autdgamas con bajos niveles de variabilidad genética. En resumen:
Las ventajas son:
¢ Es una técnica de visualizacién co-dominante (permite observar 2 alelos en
el heterocigota) y multialélica mostrando una alta informacion polimoérfica
e Son altamente reproducibles y automatizables (por el uso del secuenciador
automatico).
Las desventajas son:
¢ No se han desarrollado en todas las especies
e El desarrollo de los microsatélites es altamente costoso
¢ Generaimente se requiere la utilizacion de geles de secuenciacion y tincion

con nitrato de plata, autoradiografia o fluorescencia (secuenciador automatico).

Fig.5: Representacion esquematica de la obtencion de polimorfismos mediante la técnica de
SSR. En la parte inferior de la figura se observa un gel con distintos los distintos genotipos
indicando la composicion de los alelos. Las flechas indican la posicion de los "primers".
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3.4.3.4. AFLP
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Recientemente se ha desarrollado una nueva técnica que utiliza ambos
métodos (digestion y amplificacion) para detectar variabilidad. Se la denomina
polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) y combina la pre-
sencia o ausencia de sitios de restriccion y la existencia de polimorfismos de
secuencia adyacente a esos sitios (ver Fig. 6). Los AFLP fueron desarrollados
por Zabeau y Vos (1993) y por Vos et al. (1995). Se basan en la restriccion de
ADN con dos enzimas de restriccion, una de corte poco frecuente, como EcoRl
(que reconoce una secuencia de 6 bases) y la otra, Msel (que reconoce una
secuencia de 4 nucleétidos) con una frecuencia mucho mas alta. Una vez ge-
nerados estos fragmentos, los mismos son ligados a adaptadores doble cadena
para cada uno de los sitios de restriccion obtenidos. De esta manera se obtie-
nen secuencias de ADN con sus puntas conocidas como para amplificarlas por
medio de la técnica de PCR. Los fragmentos que se obtienen son de tres tipos
segun los extremos agregados:

- ambos extremos con sitios EcoRl;
- ambos extremos con sitios Msel
- con extremos distintos.

De esta manera el niumero de productos obtenidos es muy grande (de-
pendiendo de la complejidad del genoma) e imposible de analizar en una sola
corrida electroforética. Para disminuir la complejidad del patrén de bandas se
realiza una segunda amplificacién mediante PCR con oligonocleétidos selecti-
vos los cuales poseen bases nucleotidicas adicionales en los extremos 3°.
Luego de la amplificacién, los fragmentos producidos se separan mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida y se tifien con nitrato de plata o bien
se utiliza marcacion radiactiva y se revelan autoradiograficamente (ver Mate-
riales y Métodos). También pueden evidenciarse en sistemas de secuenciacion
nucleotidica automatica marcados con fluorocromos.

Segun la técnica empleada para revelar el gel, pueden observarse dis-
tintos productos. Asi por ejemplo si se marca con nucleétidos radiactivos o fluo-
rescentes el oligonucleétido EcoRil, sélo se veran los fragmentos que posean al
menos un extremo EcoRl en su secuencia. En cambio, si se utiliza la tincion
con plata, se veran todos los fragmentos que se hubieran amplificado, inde-
pendientemente de los extremos, dependiendo entonces de la magnitud de la
amplificacion y del tamario. Si bien el mayor nimero de fragmentos que se am-
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plifican poseen sitios Msel a ambos lados, como son de tamaifio muy pequerio,
se pierden con el frente de corrida del gel y no se visualizan. Por lo tanto, en
general sb6lo se evidencian los fragmentos EcoRI-EcoRI y los EcoRI-Msel, in-
dependientemente del método de tincién que se emplee.

Estos marcadores moleculares (asi como los RAPD) en general son de
visualizacién dominante, ya que raras veces el alelo produce amplificacion pro-
ductiva o, en el caso de hacerlo, se requiere de cruzamientos para confirmar
que se trata de alelos. Por otro lado, la ausencia compartida dé una banda en-
tre dos genotipos (que comparten el “alelo” nulo) no se considera como criterio
de relacién genética porque suele estar causada por mutaciones no relaciona-
das (causantes de este comportamiento). La falta de multialelismo y la imposi-
bilidad de contabilizar las dos variantes alélicas reducen notablemente el con-
tenido de informacion polimérfica aportado por este tipo de marcadores. Com-
parados con los RFLP y SSR, el niumero de alelos polimérficos es menor, pero
el nimero de /oci que se evalla en una unica combinacion de primers es mu-
cho mayor y por lo tanto son mas efectivos en la cobertura y representacion del
genoma. Los AFLP tienen la ventaja de que no se necesita conocimiento previo
de secuencia para su uso, y con una sola reaccion se evaluan varias regiones
del genoma simultaneamente. Asimismo, el uso de AFLP ha evidenciado gran
utilidad en especies que han presentado bajo nivel de polimorfismo con RFLP
y RAPD, (Maughan et a/., 1996).

Resumiendo:

Las ventajas de los AFLP son:

e El gran nimero de /oci ensayados simulta’neaménte.

e Son muy reproducibles debido a la exigente temperatura de hibridacion du-
rante la PCR.

¢ No se requiere informacion previa, y puede aplicarse a cualquier organismo

Las desventajas son:

¢ Son marcadores de visualizaciéon dominante (igual que los RAPD)

¢ Requieren una buena calidad de ADN.

¢ Requiere de la utilizacion de geles de secuenciacion y tincién con nitratp de

plata, autoradiografia o fluorescencia (secuenciador automatico).
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Fig.6: Representaciéon esquematica de la obtenciéon de polimorfismos mediante la técnica de
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4. Antecedentes de aplicacion de marcadores moleculares en Sofanunt

La mayoria de los analisis de filogenia que existe en estas especies de
Solanum se basan principalmente en estudios biosistematicos (Hawkes, 1989;
Hawkes y Herting,1969; Okada, 1976; Okada y Clausen, 1982; Clausen y
Crisci, 1889, etc.). También se han llevado a cabo estudios aloenzimaticos en
la década del 80 por el grupo esparol formado por Martinez-Zapater y Oliver y
por Quirés en Davis, California, entre otros.

En los ditimos afios se han llevado a cabo un gran numero de estudios
taxondmicos y de variabilidad genética mediante RFLP y /o RAPD en numero-
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608 géneros como Brassica (Mc Grath et al.,1982), Vicia (Van de Ven et
al.,1893), Vigna (Fatokun et al., 1993), Phaseolus (Chase et al., 1991; Paredes
et al., 1893), Actinidia (Crowhurst et al., 1990), Oryza (Ishii et al., 1993) y tam-
bien en los géneros Lycopersicon (Miller et al., 1980) y también, mas especifi-
camente, en Solanum (ver mas adelante).

La utilizacion de marcadores moleculares con el objetivo de discriminar
entre las distintas especies permiti6 también la posibilidad de detectar frag-
mentos introgresados en la papa cultivada (Debener ef a/., 1990; Waugh ef al.,
1992). Esta estrategia fue posible gracias a la existencia de sondas que detec-
tan loci polimérficos que mapean en los doce grupos de ligamiento de papa
(Gebhardt et al., 1988); como asi también al desarrollo del mapa de tomate,
especie altamente emparentada (Bematzky y Tanskley, 1986) cuyas sondas, al
ser ensayadas en papa, revelaron colinearidad en casi todos los grupos de li-
gamiento, con la excepcion de algunas inversiones. El hallazgo de bandas es-
pecificas de especie obtenidas a partir de cualquier marcador molecular es la
manera mas adecuada de utilizar estas variables como caracteres discrimi-
nantes para fines taxondmicos y/o filogenéticos. En cuanto a la conservacion
en los bancos de germoplasma, un analisis de esta naturaleza contribuye sin
duda a la determinacion del nimero de entradas necesarias para conservar la
mayor informaciéon posible con un minimo nimero de muestras (Miller y
Tanskley, 1980).

4.1. RFLP

A partir de la década de 1990 se publicaron varios estudios de filogenia
en el género Solanum. Debener et al. (1990) analizaron 14 especies silvestres
y 3 cultivadas del género, encontrando relaciones filogenéticas que concorda-
ron con otros estudios basados en datos biosistematicos. Un estudio similar
pero a nivel intraespecifico fue llevado a cabo por Hosaka ef al. (1992) me-
diante la utilizacién de RFLP. Este grupo estudi6 |a variabilidad de la especie S.
acaule y comparo6 los patrones obtenidos entre las distintas subespecies. En
términos generales encontré coincidencias con la taxonomia ya propuesta y fue
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capaz de agrupar algunas poblaciones de una de ellas segun el area geografi-
ca.

También en el género Solanum se llevaron a cabo analisis de los ADNs
de cloroplastos y se determinaron distintos patrones capaces de agrupar a las
especies en 5 tipos de ADNs cloroplastidicos (Hosaka, 1986). La mayoria de
las especies que aqui se analizan fueron agrupadés en el tipo W con la excep-
ciébn de S. acaule, S. tuberosum (las 2 8sp.) y S. tarjense, siendo, por lo tanto,
esta estrategia poco util para la separacion de estos taxones, dado el alto gra-
do de conservacion del ADN de esta organela. Mas recientemente Spooner et
al., (1997) realizaron un estudio abarcando genotipos de casi todas las series
taxon6micas (Hawkes, 1990) también mediante evaluacion de ADN de cloro-
plastos. En él, nuevamente se demuestra el bajo poder resolutivo que ofrece
esta herramienta en el clado que abarca a los genotipos analizados en nuestro
trabajo y se sugiere la aplicacion de otros marcadores de herencia biparental y

menos conservados para resolver las cuestiones evolutivo-taxondmicas de este

grupo.

4.2. RAPD y Microsatélites

En los ultimos arios el avance en el desarrollo de nuevos marcadores
moleculares ha posibilitado la generacion de resultados de manera mas efi-
ciente y rapida. Las tendencias actuales pretenden complementar y/o reempla-
zar a los laboriosos y costosos RFLP por marcadores obtenidos a partir de am-
plificacion "in vitro" mediante PCR. Se desarrollaron los RAPD, antes mencio-
nados, como sistemas pioneros basados en esta estrategia. Si bien siguen uti-
lizandose con éxito en numerosos casos, cabe mencionar que su reproducibili-
dad puede ser dificil de conseguir, no obstante fueron exitosamente utilizados
en papa para determinacion de hibridos somaticos (Baird ef al., 1992).

A posteriori, se desarrollaron los microsatélites, (Powell et al., 1996, Pro-
van et al., 1996, Kashi et al., 1997, Milboume D ef a/, 1998). Estas secuencias
se encuentran distribuidas por todo el genoma, y las secuencias flanqueantes

son especificas y estan relativamente conservadas entre individuos del mismo
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género, como se comprueba en este trabajo (no asi el nUmero de veces que se
encuentran repetidos los motivos internos).

Estas técnicas han sido utilizadas tanto para construccion de mapas
genéticos cuanto para la identificacion de genotipos, cultivares, pureza de se-
millas, etc. en numerosas especies (para una revision reciente ver Mohan et al.,
1997).

4.3. AFLP

A partir de 1993 comenz6 a utilizarse una nueva herramienta que ofrece
las ventajas de los RFLP, combinada con la amplificacion "in vitro" de dichos
productos mediante PCR (como se mencioné en 3.4.3.4). Recientemente se
publicé un catalogo de marcadores AFLP para el alineamiento de mapas de
papas (van der Voort et al, 1998) también a disposicién en la pagina de inter-
net: http://mvww.spg.wau.nl/pv/aflp/catalog.htm. Se realizaron estudios de varia-

bilidad en papas cultivadas, (Milboume ef a/, 1997; Kim et a/, 1998), ademas se
desarrollaron numerosos estudios de mapeo en este género como resistencia
al nematode (locus GpaZ2), (vander Voort et al, 1997), a tizén tardio locus R1
(Mesksem et al, 1995) entre otros.

Para estudios de biodiversidad y variabilidad biolégica esta herramienta
ha sido utilizada en café, (Robbie Waugh, comunicacion personal), té (Paul ef
al., 1997), soja (Giancola, 1998), forestales (Marcucci Poltri ef al/, en prepara-
cion), Trticurn monococcum para la determinacion del lugar de domesticacion
del trigo (Heun M et al, 1997), etc.



En el presente trabajo se analiza la variabilidad genética de un grupo
de 67 genotipos de papas silvestres argentinas mediante distintas herramien-

tas.

e Caracterizacion morfologica: Basada en datos obtenidos del Banco de
Germoplasma NRSP-6 Sturgeon Bay, Wisconsin (Bamberg ef a/, 1996).

e Caracterizacion citogenética: estructura de cariotipos y contenido de ADN
nuclear

e Caracterizacion molecular: Polimorfismos para fragmentos de restriccion de
los genes ribosomales

e RFLP de genes de bajo numero de copias y de copia unica, AFLP y micro-
satélites (SSR).

Hipétesis de trabajo

Los marcadores moleculares son herramientas que permiten evaluar la
variabilidad y determinar distancias genéticas entre individuos de un mismo
género, especie y/o entrada taxondmica mejorando o complementando, even-
tuaimente, los datos deducidos por criterios morfongicos, fenolégicos, fisiologi-
cos y citogenéticos clasicamente utilizados en este género de especies por
botanicos y agronomos. Por lo tanto, la clasificacion en series propuesta por
Hawkes 1990 (y su hipétesis de historia evolutiva), puede ser validada me-
diante marcadores moleculares. Estos pueden proveer, ademas, de un método
cientifico sencillo para tomar decisiones en cuanto a la cuantificacion y evalua-
cién de la variabilidad genética con el objeto de conservacion de muestras en

bancos de germoplasma.

Objetivo general

¢ Evaluar la variabilidad genética intra- e interespecifica de un grupo argenti-
no de especies silvestres afines a la papa (Solanum tuberosum ssp. tubero-

sum), pertenecientes a la seccion Pefota Dum (D Arcy, 1972), subseccion
Potatoe G. Don; utilizando distintas herramientas: citolégicas y moleculares.
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Objetivos parciales

¢ Cuantificar y evaluar la variabilidad (y la capacidad de discriminacion intra- e
interespecifica) de los genotipos estudiados en esta tesis considerando as-
pectos citologicos y moleculares.

e Establecer si existen criterios utilies para la taxonomia a través de observa-
ciones citologicas de los cromosomas.

e Establecer el contenido de ADN de estas especies.

e Evaluar el efecto de la poliploidizacion en cuanto a conservacion o pérdida
importante del ADN durante dicho proceso

¢ Evaluar la variabilidad genética del germoplasma a través de la informacion
de datos botanicos y agrondmicos del grupo extraidos de las bases de da-
tos de los bancos de germoplasma

¢ Analizar la posible utilidad de los polimorfismos de las regiones que codifi-
can para el ARN ribosomal, que frecuentemente se utilizan en estudios de
variabilidad genética.

e Estimar la variabilidad presente en el germoplasma de papa que no forma
parte de este cultivo y que serviria para aumentar la base genética para su
mejoramiento

e Estimar el porcentaje de homocigosis de los genotipos.

¢ Analizar la importaricia relativa de cada muestra a conservar en los bancos
de germoplasma.

e Establecer bandas diagndsticas de las especies.

e Establecer las relaciohes genéticas (y, por ende, evolutivas) que existen
entre los distintos genotipos mediante distintas aproximaciones metodol6gi-
cas.

e Contrastar los resultados obtenidos con cada técnica utilizada, con la clasi-
ficacion taxonémica tradicional (y su hipétesis evolutiva), basada en Hawkes
(1990) y Hawkes and Jackson, 1992.

¢ Determinar si existen agrupamientos de individuos consistentes con la pro-
cedencia geografica.

e Comparar los indices de diversidad o de contenido polimérfico obtenidos

con cada marcador y evaluar su aplicabilidad para estudios similares.
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1. Material vegetal

1.1. Clasificacion, distribucién geografica y citotipos

Las plantas estudiadas (73 genotipos se utilizaron en los analisis de variabi-
lidad de los genes ribosomales y 67 se utilizaron para el estudio comparativo me-
diante marcadores moleculares) pertenecen al género Solanum seccién Petota,
subseccién Potatoe, Superseries Stellata y Rotata y a diferentes series taxondmi-
cas (Hawkes, 1990). La mayoria habitan el Noroeste argentino, aunque algunas
certenecan 2 la rsgidon mesceotémica del pais. Scn fundamentalmente especies
silvestres, pero se incluyeron algunas especies cultivadas como S. phureja, S. tu-
berosum ssp. tuberosum, S. tuberosum ssp. andigena y ; dos entradas pertene-
cientes al banco de germoplasma del CIP (Lima, Peru) (S. verrucosumy S. gonio-
calyx). También se consideraron para algunos analisis los cultivares comerciales
Huinkul MAG, Baraka, Maris Piper, King Edward.

Entre los genotipos estudiados, hay tres grupos de individuos considerando
los distintos niveles de ploidia, mayoritariamente los citotipos son diploides, aun-
que también se analizaron citotipos tetraploides y hexaploides.

En la Tabla 2 se detallan todos los genotipos utilizados durante este traba-
jo, la clasificacion taxonémica (Hawkes, 1990), sus ploidias, sus numeros de en-
trada del banco de germoplasma de la EEA INTA Balcarce y su procedencia geo-
grafica.

En la Tabla 3 se indican los numeros de entrada del Banco de Germoplas-

ma de Sturgeon Bay y las coordenadas geograficas.
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1.2. Mantenimiento y cultivo del material

Se partidé de semillas cuando las plantas eran silvestres o de clones cuando
eran cultivares; en ambos casos los individuos fueron cultivados en macetas den-
tro de invernaderos y también introducidas "in vitro" y micropropagadas periédica-
mente en medio MS (Murashige-Skoog, 1962) en camaras de cultivo adecuadas.
Para la esterilizacion del material (semillas o estacas) se ensayaron distintos mé-
todos que se basan en la utilizacién de lavandina comercial en distintas concen-
traciones y durante distintos tiempos. Se comprobd que para las semillas fue sufi-
ciente una incubacion a temperatura ambiente durante 10 min con una solucion de
lavandina comercial al 7% en agua destilada estéril; en cambio para explantos
provenientes de plantas crecidas en macetas solo fue necesario 4% de la misma
solucién. En ambos casos se quité la solucion desinfectante enjuagando 3 veces

con abundante agua destilada estéril.

Los productos quimicos utilizados en el trabajo de laboratorio fueron de ca-
lidad analitica o biologia molecular producidos y/o comercializados por las compa-
nias Sigma Chemical Co. (EUA), Merck Biochemica (Alemania), Mallinkrodt (EUA),
Sintorgan (Argentina), Fiuka (Suiza), Aldrich (EUA), Carlo Erba (Italia) y Riedel van
Haen (Holanda).

El uracilo conjugado con digoxigenina (Dig-UTP), el anticuerpo (anti-
digoxigenina), y el agente bloqueante utilizados en la detecciéon no isotépica fueron
producidos por Boehringer Mannheim (Alemania), y el sustrato quimioluminiscente
de Tropix (EUA).

Los isétopos radiactivos fueron adquiridos a NEN-DuPont (EUA).

Las enzimas de restricciéon, la Taqg polimerasa y la ARNasa fueron de Gib-
co-BRL (EUA), New England Biolabs (EUA), Promega Biotech (EUA), Perkin EI-
mer (EUA).

2. Citologia

2.1. Fuente de células
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Se realizd en apices radiculares coleccionados de plantas cultivadas "in vi-
tro". Una vez que aparecieron las raices se realizaron observaciones al microsco-
pio, previa tincién con fuccina basica (colorante de Feulgen, ver 2.2.) de los apices
radiculares en distintos momentos y se determind que aproximadamente a partir
del séptimo y hasta el décimo primer dia de repicadas el numero de células invo-
lucradas en divisiones mitéticas era suficiente para los estudios que iban a desa-

rrollarse.

2.2. Recuentos Cromosémicos y Cariotipicos

El estudio se inici6 efectuando todos los recuentos cromosomicos de los
individuos a analizar mientras se fue ajustando la técnica para la construccion de

los cariotipos.

2.2.1. Pretratamiento y fijacion de las células

Para una adecuada contraccion de los cromosomas se ensayaron distintos
pretratamientos (colchicina, 8-hidroxiquinoleina, 1-bromofenol) durante diferentes
tiempos y concentraciones. (de Azkue y Martinez, 1990, Pijnacker et al., 1986).
Todos los agentes quimicos probados produjeron gran contraccion cromosémica
dificultando la observacion de las constricciones primarias y secundarias. Debido a
que los tratamientos tradicionales no eran utiles en nuestro material, se incubaron
los apices en H20 durante 24 hs a 0°C con excelentes resultados. Luego se fija-
ron en EtOH:AcOH 3:1 durante 48 hs y posteriormente se conservaron en EtOH
70% a 0°C hasta su utilizacién. Para ablandar el tejido se trataron con solucién de

pectinasa (Sigma) al 15% v/v por 1 - 1 y 1/2 hs a temperatura ambiente.

2.2.2. Tincién de cromosomas
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Para la observacion de los cromosomas se utilizé la tincion con colorante de
Schiff (fuccina basica o colorante de Feulgen) durante 30-60 min (Tempelaar,
1980).

Fundamentos de la coloracion:

Esta técnica se basa en la unidn especifica de la fuccina basica al aldehido
que se genera al depurinar el ADN con acido. La molécula de fuccina cuando esta
libre presenta estructura tetrahédrica y no es coloreada, pero al unirse y formarse
dobles enlaces que resuenan se vuelve coloreada. La unién es especifica a las
deoxiribosas y no da reaccion con las ribosas. Como se indicé recientemente para
que el colorante de Schiff actue es necesario una hidrolisis acida de los apices
(HCI 1N a 60°C) durante 8 min y la posterior tincion con la solucién de fuccina.

Como colorante de contraste se empled aceto-orceina.

2.2.3. Construccién de cariotipos

Por razones de indole practica sélo se analizaron los cariotipos de las es-
pecies diploides, 2n=24 ya que las tetraploides y hexaploides fueron muy dificiles
de estudiar debido al escaso tamaro y alto numero de cromosomas.

Se midieron los cromosomas de una placa metafasica por entrada en la
mayoria de los casos. Las mismas fueron observadas en el microscopio con un
aumento de 1000X y fotografiadas para su posterior analisis. Las mediciones de
las longitudes de los brazos cromosémicos se efectuaron directamente en los ne-
gativos empleando una lupa con una lente graduada. La construccién de los cario-
tipos se realizd con ayuda de un programa de computacion confeccionado por el
Dr. J. Dubcovsky. En él se analizaron las longitudes de los complementos genomi-
cos, los coeficientes de variacion entre cromosomas, la relacién del par cromosé-
mico mayor sobre el menor, la razén de brazos promedio (RBP) de cada comple-
mento cromosdmico, y se establecid una correlacion entre la longitud de cada

cromosoma y la RBP.
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2.3. Medicién del Contenido de ADN
2.3.1. Descripcién de la técnica

La determinacion del contenido de ADN se realizé por microdensitometria
en tejidos no pretratados. Esta metodologia se basa en la medicion de la intensi-
dad de coloracion de nucleos telofasicos tefiidos con fuccina basica pero con con-

diciones altamente estandarizadas como se indicara posteriormente.
2.3.2. Muestreo

Se evalud el contenido de ADN de una entrada por cada especie y se mi-
dieron 5 -7 individuos de cada una de las entradas. De cada individuo se tomaron
aproximadamente 20 datos en 5 oportunidades distintas y para evitar variaciones
entre las mediciones se midieron todas las especies en forma corjunta cada vez
con su testigo correspondiente. Se midieron entonces aproximadamente 100 telo-

fases por especie.
2.3.3. Condiciones de los nucleos medidos

Los apices radiculares se encuentran en activa division mitética, por lo tanto
para determinar el contenido 2C de los individuos hay que discriminar todas aque-
llas células que estén sintetizando su ADN (periodo S del ciclo celular) y que so-
breestimarian el contenido 2C. Por ello se midieron telofases, y para discernir las
tempranas de las tardias se evaluaron sélo las que no mostraban presencia del
nucléolo. En un trabajo en donde se critica la metodologia y se sugieren opciones
para la unificacién de los criterios (para no incurrir en errores sistematicos y con-
cluir que existe variacion intraespecifica de gran envergadura como en algunos

casos), se midieron telofases tardias o profases tempranas, pero siempre los
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mismos estadios, ya que se observaron variaciones segun la contraccion cromo-
somica (Greilhuber y Ebert, 1994).

2.3.4. Condiciones del aparato

Se utilizd un microdensitémetro Zeiss con platina moévil. Los nucleos fueron
barridos con el objetivo de inmersion de 100X. El diametro del diafragma lector fue
fiiado en 0,50y, a diferencia del paso de lectura que fue de 0,25u. La longitud de
onda empleada en el barrido fue de 560 nm como se habia determinado en otros
trabajos (Jacobsen et al., 1983; Martinez y Ginzo, 1985).

2.3.5. Precision del aparato

Se determiné midiendo quince nucleos, tres lecturas de cada uno y se com-
probd que los coeficientes de variacién oscilaban alrededor del 3%, salvo para el
caso de pequenos valores de absorbancia (0,97-1,40 unidades arbitrarias), en los

que llegé hasta un 11%.

2.3.6. Cuantificacion del ADN

Para que el resultado sea valido se estandarizaron las condiciones de fija-
cion, tincion y medicion. Todas las lecturas se refirieron a un patron de contenido
de ADN conocido que se midié en cada oportunidad. Se unificé el pH del colorante
a 3,6 y el tiempo de tincién (1 hr a 22°C). Para eliminar el colorante unido inespe-
cificamente al tejido, se efectuaron lavados con agua sulfurosa (3x10 min) que
vuelven la estructura plana de la molécula de fuscina a la forma tetrahédrica no

coloreada.

2.3.6.1. Patrones de ADN
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Se puso a punto la coloracion de eritrocitos de pollo (cuyo contenido de
ADN fue determinado segun literatura (Dhillon et al., 1977;) en 2,8 pg por nucleo) y
de células radiculares de Allium cepa (considerando a cada nucleo con 33,5 pg
(Martinez y Ginzo, 1985). En nuestro caso hubiese sido mas adecuado utilizar cé-
lulas con un contenido de ADN semejante a nuestro tejido como lo son los glébu-
los rojos de pollo, pero debido a las diferencias de tratamientos necesarios para
ambos tipos celulares, los resultados obtenidos con los nucleos de cebolla fueron
mas reproducibles y menos variables respecto a los referidos a eritrocitos de pollo.

2.3.6.2. Curva de hidrélisis

Otra de las variables a controlar fue el tiempo de hidrélisis, ya que si éste
es escaso, medira por defecto y si es prolongado también subestimara los resulta-
dos debido a que se producen roturas y pérdidas del ADN. Se determiné entonces
por medio de una curva de hidrolisis el tiempo 6ptimo de la misma y se decidid
utilizar hidrdlisis a 22 °C con HCI 5N durante 50 min.

2.4. Nucleolos

Los mismos fueron observados al microscopio en nucleos interfasicos por
medio de la tincidn con solucion saturada de nitrato de plata. Para ello raices fija-
das y no pretratadas fueron aplastadas (previo tratamiento con pectinasa (ver
2.2.1.)) sobre portaobjetos con AcOH 45% y los cubreobjetos eliminados con CO2,
luego se agregd un gota de EtOH y se secaron al aire. Se incubaron entonces con
solucién al 100% de AgNO3 a 60 °C en camara humeda como minimo por 30 min

hasta visualizacién del color marrén caracteristico; luego se eliminaron los cu-
breobjetos con agua corriente y se observaron al microscopio. Se conté el numero

maximo de nucleolos.

3. Marcadores moleculares
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3.1. Variacion de los genes ribosomales

3.1.1. Polimorfismos de longitud de fragmentoé de restriccion
3.1.1.1. Sondas utilizadas

Se estudid la variacion de la longitud de las subunidades de los genes ribo-

somales mediante la técnica de Southern blot. Para ello se emplearon 4 sondas:

a)

b)

pTA71 (8,95 kpb), que corresponde a la subunidad completa de los genes ribo-
somales del genoma de trigo, (Gerlach et al., 1979),

el fragmento BamH|I-EcoRl del gen que codifica para la subunidad 25S de Ia
sonda pTA71 [el mismo se obtuvo digiriendo el ADN del plasmido donde esta-
ba clonada la subunidad completa (pTA71) conjuntamente con BamH| y EcoRl
y posterior separacion de los fragmentos en gel de agarosa. La banda fue cor-
tada y purificada mediante el sistema "gene clean®" (Bio 101, EUA), cuantifi-
cada y posteriormente marcada] y

el fragmento que comresponde al espaciador intergénico interno (transcripto) de
la subunidad o ITS (650 pb. aprox) de S. chacoense obtenido por amplificacidén
mediante PCR (ver 3.1.2) y el fragmento que corresponde al IGS de Oxalis tu-
berosa (Tosto, en preparacion) amplificado mediante PCR.( Fig. 7)

Fig. 7: Esquema de las sondas utilizadas: a: pTA71 de trigo longitud completa; b: fragmento Ba-
mHI-EcoRI de la misma; ¢: fragmento que abarca al ITS1 y 2 y al gen 5,8S. Ubicacion de los pri-
mers que se emplearon para su obtencion y d: IGS de O. tuberosa. B y E: indican sitio de restric-
cion BamHI y EcoRl.

285(b) . '
80 st IGS W) E

——H—I—F’ #

PTAT1 (a)

Oligos ITS4 y 5 (Ver mas adelante)

3.1.1.2. Extraccion de ADN



La extraccion de ADN fue realizada utilizando un método derivado de Sa-
ghai-Maroof et al. (1984) (Hoisington et al., 1994 y Rogers y Bendich, 1985). El
ADN se extrajo de hojas de plantas (cultivadas en macetas o "in vitro"), liofilizadas
o frescas conservadas a -70 °C En caso de liofilizacion, el tejido congelado fue
sometido a secado en vacio en un liofilizador Labconco (EUA), durante 72 horas.
En un tubo de polipropileno de 15ml se pesaron de 300 a 400 mg del tejido liofili-
zado molido en un molinillo ciclénico tipo Udy (Tecator Ciclotec, Suecia) al cual se
agregaron 9 ml de solucion de extraccion CTAB (100mM Tris-HCI, pH7,5; 10mM
EDTA, pH8; 700mM NaCl, 140mM 2-mecaptoetanol; 2% p/v bromuro de cetiltri-

metil amonio; 1% PVP) a 65°C. Se homogeniz6 la muestra mediante inversiones

suaves. A continuacion se incubé durante 60 - 90 minutos a 65°C con movimiento
continuo. Se agregaron posteriormente 4,5 ml de cloroformo:octanol (24:1) segui-
do de varias inversiones suaves de los tubos (1 a 2 minutos). La separacién de la
fase acuosa fue realizada después de centrifugar los tubos por 10 minutos en una
centrifuga de mesa a 1300 xg y se la transvas6 a nuevos tubos. Se repitio la ex-
traccién con cloroformo:octanol una segunda vez. ElI ARN de la muestra fue elimi-
nado con el agregado de 50 ul de ARNasa (10 mg/ml) e incubado 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, el ADN fue precipitado con el agregado de 6
mi de isopropanol (2-propanol) a temperatura ambiente y el ADN rescatado con un
capilar de vidrio en forma de gancho o bien precipitado por centrifugacién. E| ADN
asi obtenido fue resuspendido en 1 ml de TE 1X (10mM Tris-HCI, pH8, 1mM
EDTA, pH8)

Adicionalmente, el ADN fue reprecipitado agregando 50 pyl de NaCl 5M y 2,5
ml de etanol frio. Nuevamente se rescatd el ADN precipitado utilizando un capilar

de vidrio y después de lavarlo con etanol 70% fue resuspendido en 1 mi de TE 1X.

3.1.1.3. Determinacion de la concentracion de ADN

La concentracién de ADN se cuantificd por medio de un fluorémetro (TKO
100 minifluorémetro, Hoefer Scientific Instruments, EUA) usando como agente
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fluorescente al colorante de Hoechst 33258 (su estructura se intercala en el surco
mayor de la doble hélice del ADN y fluoresce).
La concentracion de ADN se ajusté a 0,25 pg/ul con el agregado de TE 1X.

Las muestras de ADN asi obtenidas fueron almacenadas a 4°C hasta su posterior
utilizacion.
A su vez se verificd su integridad por medio de visualizaciéon después de

electroforesis en geles de agarosa tefidos con bromuro de etidio.
3.1.1.4. Digestion, Separaciéon de fragmentos y transferencia

Dado que el niumero de copias por genoma de estos genes es alto, se digi-
rieron de 3 a 5 ug de ADN de cada una de las muestras con endonucleasas de
restriccion (3 u de enzima por pg de ADN) durante 34 hs en un volumen final de
100 pl y con el agregado de 0,01 mg/mi de BSA acetilada para asegurar una di-
gestion completa. Las enzimas utilizadas fueron: Xbal, EcoRV, Bglll, Dral, EcoRl y
BamHI con sus buffers adecuados. Los ADNs digeridos fueron precipitados con 2
1/2 vol de EtOH y NaCl (2,5 M final), durante una noche a -20°C. Posteriormente

se resuspendieron en 20 pl de HyO bidestilada esterilizada y se sembraron con

mezcla de siembra tradicional (azul de bromofenol -BPB- y xilen-cianol, segun
Maniatis et al.,, 1989). Se corrieron electroforéticamente en geles de agarosa en
porcentajes que oscilaron desde el 0,7 a 1% a 1,25 volts/cm en TAE 1X durante
17 hs aproximadamente. Los mismos se transfirieron a membranas de nylon me-
diante la técnica de "Southern blot" (Maniatis et al., 1989) o por transferencia con
vacio con solucién SSC 10X.

La transferencia se realizd en una bandeja plastica con 2 | de buffer de
tranferencia (25mM NaPO4, pH 6,5) en ia cual se sumergié una esponja sobre la
que se construy6 el aparato de transferencia capilar. EI mismo consistié en depo-
sitar sobre la esponja una hoja de papel secante grueso de 20 x 25 cm sobre la
cual se depositd el gel boca abajo, seguido de una membrana de nylon junto con
varias hojas de papel secante grueso (Sigma, catalogo: P4556), finalizando con
una cantidad de toallas de papel secas (Valot, Argentina) formando un espesor de
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10 a 15 cm. Cada una de las hojas de papel secante y la membrana de nylon fue-
ron previamente remojadas en buffer de transferencia y se las ubicé cuidando que
no quedaran burbujas de aire atrapadas entre el gel y el papel, que interrumpirian
la capilaridad del sistema. Un peso de 1 kg dispuesto sobre una placa de acrilico
para lograr una buena distribucioén, fue puesto en el tope de la pila de toallas. Se
dejo proseguir la transferencia durante la noche (14-16hs).

Una vez finalizada la misma, se retird la membrana y se la sometié a un la-
vado en 2X SSC (300mM NaCl; 30mM citrato de sodio; pH 7,4) durante 15 min. El
ADN fue fijado mediante radiacién UV utilizando un UV crosslinker (Stratagene,

EEUU) a 120,000 pjoules/cm? (5 min) y/o posterior horneado a 80°C, durante 2
horas, segun los protocolos de los fabricantes de membranas (Hybond -
Amersham, Inglaterra-, Nytran -Schleicher & Schuell, Alemania-, Magna Charge -

Micron Separations, Inc, EUA).
3.1.1.5. Prehibridacion, hibridacién, lavados de astringencia y exposicion

Se prehibridaron con solucién de PAES y se hibridaron durante la noche
con las sondas marcadas por el método de iniciadores al azar ("random primers")
segun las especificaciones de los fabricantes (Gibco-BRL, EUA; Pharmacia, Sue-

cia y New England Byolabs, EUA)) con a32PdCTP (New England Nuclear, EUA) y
se eliminaron los nucledtidos radiactivos no incorporados mediante una columna
de Sephadex G50 construida en el laboratorio; alternativamente se marcé me-
diante PCR con dig-UTP al 5% el fragmento correspondiente al ITS (ver 3.1.2 y
3.2). El principio de deteccion no radiactiva se basa en el marcado de la sonda con
un antigeno (Digoxigenina, DIG, patentado por Boehringer Mannheim) que luego
es detectado por un anticuerpo (Anti-DIG) que esta unido covalentemente a un
molécula de fosfatasa alcalina (AP) que al desfosforilar un sustrato fotolitico
(AMPPD o CSPD; Tropix, EUA) emite luz a 470nm.

La sonda pegada inespecificamente se eliminé con los siguientes lavados

de astringencia:
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2X SSC, 0,1% SDS

1X SSC, 0,1% SDS

1X SSC, 0,1% SDS
0,2X SSC, 0,1%

SDS

1x15 min a temp.

amb

1x 15 min a temp.

amb

1x15 min a 65°C.

1x15 mina 65°C.

Luego se expusieron a -80°C con peliculas autoradiograficas Kodak X-

Omat, (EUA) o similares y pantallas intensificadoras adecuadas durante tiempos

variables, se revelaron en cuarto oscuro como se hace habitualmente y se evalua-

ron los resultados.

solucién de PAES (polianetolsulfénico):

SSPE

SDS

PAES

Pirofosfato de sodio

2,5X

1%

0,1%
0,01%

El siguiente cuadro resume los pasos realizados en la hibridacion y poste-

rior deteccion de la sonda cuando ésta era del tipo no radiactivo (marcada con

DIG).

pasos tiempo temperatura objetivo

hibridacion 15-18 hs 65°C pegado de sonda

lavado en 2 x 5 min. temperatura eliminacion del exce-

0,15 X SSC, 0,1% SDS ambiente dente de sonda

lavado en 3 x15 min. 65°C eliminacién de sonda

0,15 X SSC, 0,1% SDS pegada inespecifi-
camente

Enjuague en Buffer1 |1 x 5 min. temperatura lavar SDS

(10mM  Tris-HCI pH 7.5; ambiente

150mM NaCl)

Incubacion en Buffer 2|1 x 30 min. temperatura evitar pegado ines-

(idem Buffer 1 + 0,1% de ambiente pecifico de anticuer-

reactivo de bloqueo) po

Incubacion en Anti-DIG |1 X 30 min. temperatura pegar anticuerpo

(idem buffer 2 + 1:15000 ambiente

anti-dig)

Lavado en Buffer 1 3 x 10 min. temperatura lavar exceso de anti-

ambiente cuerpo
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Lavado en Buffer 3 1x 5 min. temperatura equilibrar la membra-
(10mM  Tris-HCI pH 9,5; ambiente na a pH adecuado
100mM NaCl; 50mM para la acciéon de la
MgCi2) : AP

Incubacion en sustrato| 1 x 20 min. temperatura

quimioluminiscente ambiente

(idem buffer 3 + 15ul/ml de

AMPPD)

La exposicion se realizd con peliculas autorradiograficas durante 15-18 hs

(durante la noche) a temperatura ambiente. Ocasionalmente, se incubd previa-

mente a 37°C por 1-2 hs para incrementar la actividad inicial de la enzima.

Las peliculas se revelaron y fijaron utilizando reactivos Kodak GBX (EUA).

3.1.1.6. Reutilizacién de membranas

Las sondas fueron despegadas de las membranas incubando las mismas
con agitaciéon en una solucién de SSC 0,1X; SDS 0,1% a 100°C y dejandola enfriar

a temperatura ambiente, permitiendo 6 reusos en promedio.

3.1.1.7. Calculo de los pesos moleculares (PM)

El peso molecular de las bandas se calculé mediante comparacion de la
migracion relativa con los marcadores de PM que se emplearon en cada corrida
electroforética (en general se utilizd al fago A digerido con la endonucleasa de
restriccion Hindlll). Los mismos se hibridaron con marcador A radiactivo para po-
der detectarlos en la pelicula autoradiografica. En todos los casos se midieron las
distancias de migracion de las bandas de PM conocidos y por interpolacion de las
distancias de las bandas incognitas se estimaron sus tamanos. Se calcularon por
medio del método de los reciprocos (Elder y Southern, 1987), mediante un pro-

grama de computacién creado en el laboratorio (Dr. Dubcovsky).

3.1.2. Polimorfismos de los ITS mediante PCR
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Los ITS fueron amplificados a partir de ADN total de los individuos analiza-
dos. Estas secuencias habian sido descriptas para la amplificacion de ITS de hon-
gos (White et al. 1990). Las mismas fueron comparadas con las secuencias de los
genes ribosomales de tomate (Kiss et al., 1989), trigo y segun ello fue necesario
modificar dos bases (se resaltan en negrita), evidenciando de esta manera el alto
grado de conservacion de estas regiones flanqueantes en todos estos organis-

mos.

La secuencia de los iniciadores son:

ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3
ITS5 5 GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG 3

Las condiciones de reaccion fueron las siguientes:

Buffer libre de Mg2" 1x
MgCl2 1,5mM
dNTPs (c/u) 200 uM
ITS4 e ITS5 (c/u) 0,1 uM
Taq ADNpol 1,25u
ADN templado 50 ng
volumen final 50 pl

Se cubrieron las mezclas con 1 gota de aceite mineral.

Los ciclos de amplificacion se ejecutaron en un ciclador Perkin Eimer mo-

delo 480 y fueron los siguientes:

94°C 1 min 1 ciclo
94°C 30 seg

50°C 1 min 40 ciclos
72°C 2 min

72°C 5 min 1 ciclo

Los productos de amplificacién se corrieron electroforéticamente en geles
de agarosa al 1,6 % con bromuro de etidio, en TAE 1X, se visualizaron con luz UV

y se fotografiaron. Los PM se calcularon como en 3.1.1.



3.2. Variacion de otros fragmentos genémicos mediante RFLP

3.2.1. Sondas utilizadas

Se utilizaron secuencias genémicas de bajo numero de copias de la biblio-
teca gendmica de tomate del laboratorio del Dr Tanskley. (Solanum y Lycopersi-
con presentan gran homologia (Bonierbale et al.,, 1988, Gerbhardt et a/., 1991))
clonadas en los plasmidos de E.coli PBR322 o PUC19 gentilmente cedidas por el
por el Dr.Tanskley (Univ. Cornell, EUA). (Fig. 8 y Tabla 4).

Fig.8: Esquema de los cromosomas y ubicacion de las sondas utilizadas. Con flechas se indican la

posicion de la sonda en el mapa de tomate. Los cuadrados indican la' posicion aproximada del
centrérmero.
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Tabla 4: Nombres de las sondas utilizadas y su ubicacion en los cromosomas.

Cromosoma Nro Sonda

TG245
TG 480
TG479
TG574
TG441-TG419
TG444-TG482
TG183
TG510
TG404
TG408
TG393
TG473

NIQOOENOO A WN
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Los plasmidos recombinantes fueron amplificados en bacterias previa
transformacion (Hoisington et al. 1994) de la cepa bacteriana DH5a con 8 ng de
los plasmidos, utilizando ampicilina como agente selectivo (Maniatis et al., 1989).
Una vez obtenidas colonias aisladas, se extrajeron los plasmidos con el siguiente

protocolo:
a) se repico cada una de las colonias y se las resuspendi6 en un tubo Eppendorff

con 50 ul de solucién de lisis.

b) se incubaron los tubos a 100°C durante 5 min.

c) se centrifugaron a 4°C a 6000 xg y se guardaron a -20°C hasta su utilizacion.
Para evaluar el tamario de los fragmentos que se utilizaron como sondas se

amplificaron los productos de las lisis anteriores mediante PCR. Como iniciadores

se utilizaron oligonucleétidos que poseen homologia con las regiones de los sitios

muitiples de clonado en los plasmidos vectores y que flanquean los insertos de

tomate, con las siguientes secuencias:

CVv72 5 ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT 3
CV76 5 AAACAGCTATGACCATGATTACGCC 3'

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Buffer de PCR libre de Mg2* Ix
MgCl2 1,5 mM
dNTPs (c/u) 50 uM
iniciador CV72 0,2 uM
iniciador CV76 0,2 uM
Taq. pol. 0,5u
ADN templado (producto de lisis) 2,5l
volumen final 25l

Se cubrieron mezclas con 1 gota de aceite mineral.

Los ciclos de amplificacion se ejecutaron en un ciclador Perkin Elmer mo-

delo 480 y fueron los siguientes:
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94°C 1 min 1 ciclo
94°C 1 min

55°C 2 min 35 ciclos
72°C 2 min

72°C 5 min 1 ciclo

solucion de lisis

Tris-CIH pH 8,5 2mM
EDTA pH8,5 20mM
Triton X-100 1%

esterilizada por filtracion a través de filtros de 0,2 p.
3.2.2. Extraccién de ADN y cuantificacion
ElI ADN se extrajo y cuantificé como se mencion6é en 3.1.1.2.
3.2.3. Digestion, separacion de fragmentos y transferencia

Dado que los /oci que se evaluaron son de secuencia unica o de bajo nume-
ro de copias, fue necesario digerir al menos 10 ug de ADN de cada una de las
muestras con enzimas de restriccion (3 u de enzima por ug de ADN) durante 34
hs en un volumen final de 200 ul y con el agregado de 0,01 mg/r;nl de BSA acetila-
da para asegurar una digestion completa; las digestiones fueron precipitadas con
2 1/2 vol de EtOH y 2,5 M final de NaCl durante una noche a -20°C. Posterior-
mente se resuspendieron en 20 pl de H>O bidestilada y esterilizada y se sembra-
ron con mezcla de siembra tradicional (azul de bromofenol -BPB- y xilen-cianol,
segun Maniatis et al., 1989). Se corrieron electroforéticamente en geles de agaro-
sa 0,8% a 15 mA en TAE 1X durante 17 hs aproximadamente. Los mismos se
transfirieron a membranas de nylon mediante la técnica de "Southern blot" o por
transferencia con vacio con buffer fosfato 25 mM pH 6,5 y se fijaron como en
3.1.1.3.

3.2.4. Prehibridacién, marcacioén, hibridacion, deteccién, lavados de as-

tringencia y exposicion
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Se prehibridaron con solucién de PAES (ver 3.1.1.4.) y/o solucién de hi-
bridizacién (3 hs como minimo) (CIMMyT) y se hibridaron, con las sondas
marcadas no radiactivamente, durante la noche a 65°C en tubos de borosilicato

con rotacidh continua.

Marcacién no radiactiva:
Se llevo a cabo mediante PCR como en 3.2.1. pero en un volumen de 100

ul y con el agregado de dig dUTP (Boehringer Mannheim, Alemania) al §% como

se indica a continuacion:

Buffer de PCR libre de Mg2”* 1x
MgClo 1,5mM
dATP, dCTP, dGTP(c/u) 50 uM
dTTP 47,5 uM
Dig.dUTP 2,5 uM
iniciador CV72 0,2 uM
iniciador CV76 0,2 uM
Taq. pol. 0,5u
ADN templado (producto de lisis) Sl
volumen final 100 pl

Se cubrieron las mezclas con 1 gota de aceite mineral.

Los ciclos de amplificacion fueron los mismos que se describieron en 3.2.1.

Una vez amplificados los insertos, se extrajo el aceite mineral agregando a
cada muestra 25 ul de TE y 50 pl cloroformo. Se agitaron, centrifugaron y se ex-
trajeron las fases acuosas superiores.

Para controlar la incorporacion y el tamano de los fragmentos amplificados,
se corri6 electroforéticamente 1 ul de c/u de las reacciones de PCR en un gel de
agarosa al 1% (con EtBr) en TAE 1X. Se fotografio el gel, se calcularon los PM de
los fragmentos y se transfiri6 a membranas de nylon por el método del “:squash
biot”, que consiste en aplastar el gel contra la membrana con solucidn de transfe-
rencia. Luego esta ultima fue fijada como en 3.1.1.3. y tratada con el sistema de

deteccion de digoxigenina que se detalla posteriormente. En el caso de que se
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amplificara mas de una banda, se cortaba la banda correcta de un gel de agarosa
preparativo, y luego se utilizaba como sonda. No fue necesario utilizar agarosa de
bajo punto de fusion.

Una vez hibridizadas las membranas se lavaron con las siguientes condi-

ciones de astringencia:

0,15X SSC, 0,1% SDS 2 x 5 min a temp. amb.
0,15X SSC, 0,1% SDS 3x15mina 65°C

Deteccién de la digoxigenina:

1) Se lavaron las membranas en solucion 1.

2) Se incubaron 30 min en solucién 2.

3) Se incubaron 30 min en solucién de anticuerpo anti-Dig.

4) Se lavaron 3x10 min con solucién 2.

5) Se lavaron 3x10 min con solucién 1.

6) Se lavaron 1x10 min con solucién 3.

7) Se incubaron en solucién de AMPPD (Tropix, EUA) durante 20 min.

8) Se expusieron a 37°C con peliculas autoradiograficas Kodak X-Omat o simila-
res durante 15hs-18hs y se revelaron en cuarto oscuro como de costumbre (Ma-
niatis et al., 1989).

Soluciones y reactivos:

solucion 1
Tris-CIH 0,01 MpH7.5
NaCl 0,15M
solucién 2
Tris-CIH 0,01 MpH7.5
NaCl 0,15M
Blogqueante 0,2%
solucién 3
Tris-CIH 0,01 MpH 9,5
NaCl 0,10M
MgCl2 0,05M

solucién de anticuerpo anti-Dig:

solucion 2 + 1 ul/15 ml de solucion

Anti-digoxigenina-AP, Boehringer Mannheim, Alemania 150 u /200 pl. Estos anti-
cuerpos (fragmentos Fab policlonales de oveja) estan acoplados a fosfatasa alca-
lina que reacciona con el sustrato quimioluminiscente AMPPD.
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solucién de AMPPD: solucién 3 + 2-10 ul AMPPD (10 mg/mi)

solucion de hibridizacion

SSC 5X
Laurilsarcosina 0,01%
SDS 0,02%
Bloqueante (BoehringerMannheim) 0,2%

3.2.4. Deteccion de las sondas marcadas

Las sondas marcadas transferidas a las membranas fueron detectadas co-
mo en 3.2.3. pero todas las incubaciones se redujeron a la mitad y un solo lavado
de cada uno de ellos. Se expusieron a 37°C con peliculas autoradiograficas X-
Omat o similares durante 1hs-2hs y las peliculas se revelaron en cuarto oscuro
como de costumbre.

3.2.5. Reutilizacion de membranas

Las sondas fueron despegadas de las membranas incubando las mismas
con agitaciéon en una solucion de SSC 0,1X, SDS 0,1% a 100°C y dejandola enfriar
a temperatura ambiente, permitiendo 6 reusos en promedio. Para disminuir el
arrastre de sonda pegada en forma definitiva, fue necesario evitar que las mem-
branas se sequen y repetir la incubacion con la solucién de lavado recién mencio-

nada.

3.3. Analisis de los genomas mediante AFLP

3.3.1. Generacion de AFLP
La generacion de AFLP se realizd basicamente como en Milbourne et al.
(1997) y en Vos et al. (1995), con las modificaciones pertinentes para la utilizacion
de tincion con plata en lugar de utilizacion de radiactivo (Marcucci Poltri et al,
1996).
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Para la obtencién de los fragmentos de AFLP se digirieron los ADNs de to-
dos los individuos con dos enzimas de restriccion simultaneamente:
EcoRI, de corte poco frecuente y Msel con alta frecuencia de corte. La digestion
se realiz6 a 37°C durante 4 hs. en un buffer compatible para las dos enzimas y

también para la ligacion que ocurre a posteriori.

Digestion: 50 ul de reaccion

0,5 pg de ADN

Buffer RL 1x (10 mM Tris-HAc pH 7.5, 10 mM MgAc, 50 mM KAc, 5mM DTT, 50
ng/pl BSA)

EcoRI 2,5u

Msel 2,5 u

Ligacion de los adaptadores:

A los productos obtenidos de la digestidn enzimatica se le agregaron 10 pl de la
siguiente mezcla de ligacion:

10 mM Tris-HAc pH 7.5, 10mM MgAc, 50 mM KAc, 5mM DTT, 50 ng-pl BSA con-
teniendo 5 pmol de adaptadores EcoRI, 50 pmol de adaptadores Msel, 1 u T4
DNA ligasa (Gibco-BRL, EUA) y 12 pmol ATP.

Adaptadores:
adaptador para los sitios EcoRl:

5°CTCGTAGACTGCGTACC 3’
3 CTGACGCATGGTTAA &

Adaptador para los sitios Msel:

5" GACGATGAGTCCTTGAG
3 TACTCAGGAACTCAT &5’

PCR no selectiva o preamplificacion:
Una vez producida la ligacion de los adaptadores, se realizé la primera PCR no

selectiva con primers +1 (E0O1= 5"GACTGCGTACCAATTCA 3’,
M01=5"GATGAGTCCTTGAGTAAA 3°) en las siguientes condiciones

25 pl volumen final con
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4ul del templado (producto de restriccion/ligacion),
75 ng de primers EO1 y MO1

0,2 MM dNTPs

1 u de Ampli Taq LD (Perkin Elmer, EUA)

1x buffer PCR,

1,5 mM MgClo

La PCR se llevé a cabo en un ciclador térmico Perdin Eimer 480 (EUA) con los
siguientes ciclos:

(94°C 30 seg, 60°C 30 seg y 72°C 1 min) por 30 ciclos.

Estos productos fueron controlados en agarosa y guardados a 0°C hasta su utili-
zacion.

PCR selectiva:

Para adaptar la técnica al método de tincion con plata (en lugar de marcar con ra-
diactivo el primer), fue necesario utilizar el triple de cantidad del templado (pro-
ducto de pre-amplificacion) que se usa habitualmente para radiactivo, ya que me-
nores cantidades no produjeron producto visible.

en un volumen final de 20 pl.

1-2 pl de producto de preamplificacion,

30 ng of cada primer selectivo +3,

0,2 mM dNTPs,

1x buffer PCR,

1,5 mM MgCly,

0,5 u Amplitaq DNA polimerasa (Perkin Elmer, EUA),

Las condiciones de amplificacién fueron las mismas que en Vos et al. (1995) pero
se llevaron a cabo en una maquina de PCR Perkin Eimer 480.

94°C 30 seg
65°C 30 seg 1 ciclo
72°C 30 seg
94°C 30 seg
64°C 30 seg 1 ciclo
72°C 30 seg

Reduccion de 1°C por ciclo hasta llegar a 56°C
94°C 30 seg
56°C 30 seg 25 ciclos

72°C 30 seg
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Oligos utilizados:

E31:AAA M31:AAA
E32.:AAC M32:AAC
E38:ACT M42:AGT
E43:ATA M37:ACG

3.3.2. Separacion y deteccion de AFLPs

Los productos de amplificacion fueron guardados a -20°C hasta ser corridos
electroforéticamente. Antes de sembrar las muestras (20 pl), se'les agregaron 10
pl de buffer de carga con ambos colorantes (azul de bromofenol y xileno cianol,
con formamida 98%), se calentaron a ebullicion durante 3 a 5 min e inmediata-
mente se enfriaron en hielo. Luego se corrieron en geles desnaturalizantes de po-
lyacrilamida al 6% en buffer TBE 1x, durante 3- 4 hs a 45 W constantes en el sis-
tema de Gibco-BRL Modelo S2 (EUA). Una vez finalizada la corrida electroforética
se utilizé el sistema de Promega Biotech (EUA) "DNA staining kit" para tincion de

geles de secuencia con nitrato de plata. Brevemente consiste en:

1) fijacion del gel en acido acético al 10% durante 20 min

2) 3 lavados en agua bidestilada durante 2 min cada vez

3) tincidn con nitrato de plata al 0,1% y formaldehido 1,5 ml/litro de solucién

4) lavado de 10 seg en agua bidestilada fria

5) revelado en solucion de carbonato de sodio 30 g/l, formaldehido 1,5 ml/litro y
tiosulfato de sodio $ mg/l hasta obtener coloracion en las bandas

6) detencion de la reaccién con acido acético al 10% durante 2 min.

7) 2 lavados con agua bidestilada durante 2 min cada vez.

8) secado en horno a 65 °C hasta que no esté pegajoso.

Los patrones de bandas se analizaron directamente en los vidrios sobre
un transiluminador de luz blanca o bien los geles fueron despegados de los vidrios
con hidréxido de sodio 0,2 N durante tiempos variables y levantados con papel



Wattman 3MM (Inglaterra), secados al vacio a 80°C y conservados para su anali-

Sis.

3.4. Andlisis de los genomas mediante SSR o Microsatélites

3.4.1. Generacién de SSR
La utilizacién de los microsatélites, se realizé basicamente como en Mil-
bourne et al. (1997), Provan et al. (1996 a y b) con las modificaciones pertinentes
para la utilizacion de tincion con plata en lugar de utilizacion de radiactivo (Mani-
festo et al, 1997).
Se utilizaron los siguientes "primers"”, no publicados aun, cuyas mezclas
fueron gentilmente cedidas por Robbie Waugh (SCRI) para su utilizacién.

Oligonucleétidos SO Temp. de aparea-
miento °C
SO 24 51
SO 06 53
SO 09 53
SO 10 49
SO 11 47
SO 26 53
SO 15 53

Los ciclos de amplificacion fueron los siguientes: Con las temperaturas de
apareamiento correspondientes a cada uno.

94°C 1 min 1 ciclo
94°C 1 min

°C 1 min 35 ciclos
72°C 1 min
72°C 5min 1 ciclo

Los productos de amplificacion se corrieron en geles de alta resolucion de polia-
crilamida, tefiidos con nitrato de plata como en (Manifesto et al, 1997).
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4. Analisis de los datos

Se utilizaron los programas Excel 7.0, Statistica v. 4.1 y NTSys pc.
4.1. Generacion de la matriz basica de datos

Un fragmento de restriccion (RFLP), de restriccion y amplificacion (AFLP) o
de amplificacion (microsatélite), que posee una movilidad electroforética determi-
nada, (sin tener en cuenta su intensidad) puede estar (o0 no) presente en cada uno
de los individuos estudiados y esta propiedad permitio que sea codificado con 1y
0 segun su presencia o ausencia en c/u de ellos. Con estos datos se construyeron
las matrices basicas, una para cada grupo de datos: AFLP, RFLP y microsatélites
evaluados: La Matriz Basica de Datos (MBD) representé a todos los individuos y a
sus respectivas variables. Las filas correspondieron a las OTUs (unidades taxo-
nomicas operativas, -cada una es un individuo distinto) y las columnas a las varia-
bles (cada fragmento de restriccion o amplificacién). En caso de datos dudosos o

bien perdidos se les asigné un codigo arbitrario de 5. Fig. 9.

4.2. Generacion de la matriz de similitud

Cada MBD se analizo con el programa NTSYS-PC (version 1.80) (Rohlf,
1992). Se construyo primero una matriz de similitud, utilizando como coeficiente de
similitud al de Jaccard (1908), que contempla la igualdad de entidades unicamente
por las presencias compartidas. (Dudley, 1994). Cuando se utilizd la matriz de
distancia, ésta se calculé como |la compiementaria de la de similitud, es decir

Dist=1-sim

Similitud entre las OTUs I-K

J x=aln-d

a =nro de bandas compartidas entre el Individuo | y K
n=nro de bandas totales (compartidas y no compartidas) entre | y K.



d =nro de ausencias compartidasD

Una vez generada la matriz de similitud entre todos los pares de OTUs, se cons-

truyé un dendrograma para simplificar su visualizacion.

4.2.1. Correlaciones entre matrices

Para ver si los marcadores reflejaban el mismo vinculo entre las OTUs se
realiz6 un test de correlacidon entre las matrices de similitud generadas por los tres
métodos utilizados (Milbourne et al., 1997). Se analizaron las significancias de las
correlaciones mediante ANOVA utilizando el programa Statistica v 4.1.

4.2.2. Prueba de la diferencia entre dos coeficientes de correlacién

Los valores de r se convirtieron en una funcion de z, segun la férmula desarro-

llada por Fisher.

z=1*In ( 1+1/1 -r)

Las diferencias entre dos coeficientes se probaron, con el estadistico

(z1-22)
t= v ((1/(n1-3))+(1/(n2-3)))

y su significancia se observé en una tabla de t(o, ).

4.3. Generacion del dendrograma
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Con el objeto de visualizar facilmente las similitudes entre los individuos, se
construyeron los dendrogramas a partir de las matrices de similitud. Se utilizaron
dos métodos de ligamiento que se detallan a continuacion. La distorsidn de los
mismos se reflej6 mediante el coeficiente de correlacion cofenético. A partir del
arbol generado se construy6 una matriz cofenética, que refleja las similitudes entre
los individuos, pero como se observa a partir del dendrograma. Esta nueva matriz
junto con la de similitud, fueron correlacionadas (ver apartado anterior 4.2.1), re-
flejando dicho coeficiente el grado de distorsidon debido al ligamiento.

4.3.1. Ligamiento mediante UPGMA

Con estos datos se construyé un dendrograma utilizando el método de
agrupamiento de denominado SAHN, que agrupa en forma jerarquica y secuen-
cial a los individuos segun las similitudes. Para el ligamiento se empled el método
denominado UPGMA Sneath y Sokal (1963), que es el promedio aritmético no
ponderado de las similitudes (o ligamiento promedio), por ofrecer este método una
menor distorcion del dendrograma.

Para determinar la distorsion que se produce al construir el dendrograma se
calculé una matriz cofenética a partir del mismo. Esta se correlaciond con la matriz
de similitud y se calculo el coeficiente de correlacién entre ambas.

4.3.2. Ligamiento mediante Neighbor joining

A partir de cada matriz de similitud (generada con cada técnica) se constru-
yé una matriz de distancia, con los datos complementarios a los de similitud obte-
nidos con el indice de Jaccard, mediante |la subrutina "tranformacion” del progra-
ma NTSys v1.8. Luego se graficaron los distintos dendrogramas utilizando el mé-
todo de Neighbor joining (Saitou y Nei (1987) y para enraizarlo se utilizd el grupo

externo tomate.



Fig.9 : Esquema de los pasos seguidos para la evaluacion de los datos.1) Construccion de la MBD
a partir de las autoradiografias y/o geles 2) Construccion de la matriz de similitud utilizando el coe-
ficiente de Jaccard 3) Representacion de las relaciones entre especies por medio de un dendro-
grama 4) Medicion de la distorcion del fernograma: Construccion de una matriz de similitud a partir
del fenograma obtenido (MC)y comparacion de la misma con la matriz de similitud obtenida a partir
de la MBD.
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RESULTADOS



1. Caracterizacion fenotipica del germoplasma analizado

El objetivo de esta tesis es la caracterizacion de la variabilidad genética
en una muestra representativa del germoplasma de Solanum. Con el objeto de
constatar si la muestra también es representativa de la variabilidad presente en
el germoplasma para caracteres de interés agronémico se recopild y ordend la
informacién preexistente proveniente de la base de datos del banco de germo-
plasma de Sturgeon Bay (Bamberg et al/, 1996 y sitio web www.ars-grin.gov.).
Los caracteres seleccionados para la descripcion de genotipos fueron los si-
guientes:

Resistencia a enfermedades bacterianas (Pseudomonas y Corynebacte-

num)

- Resistencia al ataque de insectos.
- Resistencia a estreses.
- Resistencia a enfermedades fungicas

- Resistencia a virosis

Los datos recopilados del banco de germoplasma se ordenaron en la
Tabla 5. Lamentablemente, no todas las entradas fueron evaluadas para todos

los caracteres, impidiendo un analisis completo del material en estudio.

- Resistencia a enfermedades bacterianas:

Se evalué al menos una entrada de cada especie para resistencia a
Pseudomonas solanacearum, y todas fueron susceptibles. En cuanto a resis-
tencia a Corynebactenium sepedonicum ("Ring rot"), las entradas de S. cha-
coense mostraron genotipos susceptibles y resistentes. Otros genotipos resis-
tentes fueron: 3 entradas de S.oplocense, una entrada de S. gourlayi y una de

S. kurtzianum.

- Resistencia al ataque de insectos:

S. chacoense presentd altisima variabilidad en cuanto a resistencia al
escarabajo colorado de la papa (CPB), presentando una misma entrada, dis-
tintos fenotipos. Se observo también resistencia a este insecto en una entrada
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de S. spegazzinni, en tres de S. tarijjense y resistencia media en una entrada de
S. commersonii; en cambio, se observd gran susceptibilidad en las entradas de
S. kurtzianum. Respecto a la resistencia al afido de la papa, ésta fue mediana
en S. infundibulliforme, en una entrada de S. megistacrolobum, y en dos en-
tradas de S. tarijjense. Se observé variabilidad en la resistencia al escarabajo
pulgoso, ("flea beetle") en S. chacoense (genotipos susceptibles, mediana y

alta resistencia).

- Resistencia a estreses:
S.megistacrolobum y S. vernei resultaron resistentes a heladas, y una
entrada de S. oplocense evidencié moderada resistencia al calor.

- Resistencia a enfermedades fungicas:

Las evaluaciones de resistencia a Verticillium spp fueron muy variables
dentro de las especies, y aun dentro de entradas, en experimentos llevados a
cabo en distintas fechas, como por e}, S. chacoense Oka 4810,_ S. commersonii
Oka 7292, S. kurtzianum Oka 4971, S. oplocense Oka 3964 y 5478.

- Resistencia a virosis:

Similares variaciones se observaron también en las resistencias para
PLRV, aunque no se observaron tantas variaciones dentro de una misma en-
trada.

Del analisis de datos morfolégicos y agrondmicos puede concluirse que
existe variabilidad genética para varios de los caracteres analizados confirman-
do que el germoplasma es una fuente interesante para la busqueda y caracteri-
zacién de este tipo de caracteres y que en la muestra analizada en esta tesis

existe una buena representacion de esta variabilidad.
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Tabla 5b: Cédigos utilizados para la descripcion de los caracteres fenotipicos evaluados en la

Tabla 5a.
Cédigos utllizados
1 BWILT: POTATO.BACT.SEQUE .86 27 VERTWILT: IR1-POTATO
Pseudomonas solanacearum Verticillium spp
2 EBLIGHT: POTATO.ERBL.CORSI.86 28 VERTWILT: POTATO.VERT.ANDER .83
Macrosporium/Alternaria solani Verticillium spp
3 FROST: IR1-POTATO 29 VERTWILT: POTATO.VERT.ANDER .84
Verticillium spp
4 FROST: POTATO FROST BAMB ©2 30 VERTWILT: POTATO.VERT.CORSI .83
Verticillium spp
5 HEAT: POTATO.HD.EWING.85 3 VERTWILT: POTATO.VERT.CORSI 84
Verticillium spp
6 RS: POTATO.RHIZ.CARLI.89 32 VERTWILT: POTATO.VERT.YOUNG 84
Rhizoctonia solani. Verticillium spp
7 PSHED: POTATO.PSHED.BAMB.G2 3 FLEABEETLE: POTATO.PEST.RADCL .85
Flea Beetle
8 PSTAIN: POTATO.PSTAIN.BAM.92 34 GPAPHID: IR1-POTATO
Myzus persicae
9 TUBER: POTATO.TUBER.BAMB.92 3B MCNEM: POTATO.CHITW.HAFE .86
Meloidogyne chitwoodi Nematode
10 CPB: IR1-POTATO 36 MCNEM: POTATO.CHITW.SASS .86
Colorado Potato Beetle Meloidogyne chitwoodi Nematode
1 CPB: POTATO.CPB CARTER 85 37 MHNEM: POTATO.HAPLA HAFE.86
Colorado Potato Beetle Meloidogyne hapla Nematode
12 CPB: POTATO.CPB RADCLI 84 38 MHNEM: POTATO.HAPLA.RIED.87
Colorado Potato Beetle Meloidogyne hapla Nematode
13 CPB: POTATO.CPB SANFOR .84 39 MHNEM: POTATO.HAPLA.SASS.86
Colorado Potato Beetle Meloidogyne hapla Nematode
14 CPB: POTATO.CPB.SANFOR.84 40 PLRV: IR1-POTATO
Colorado Potato Beetle
15 CPB: POTATO.CPB.SHERRO 84 41 PLRV: POTATO.PLRV.BANTT.83
Colorado Potato Beetle
16 CPB: POTATO.CPB TINGEY.84 42 PLRV: POTATO.PLRV.BANTT.84
Colorado Potato Beetle
17 PVM: IR1-POTATO 43 PLRV: POTATO.PLRV.BISHO.84
18 EBN: IR1-POTATO 44 PLRV: POTATO.PLRV.MANZE 84
19 FLOWR: POTATO.FLOWR BAMB.95 45 PLRV: POTATO.PLRV.THOMA 84
20 FLOWR: POTATO.FLOWR.BAMB .96 46 WART: IR1-POTATO
Synchytrium endobioticum
21 FLOWR: POTATO.FLOWR .BAMB 97 47 BLACKLEG:POTATO.BACT.KELMA
Erwinla caratovora
22 LHOP: POTATO.PEST.RADCL.85 a8 BLACKLEG: POTATO.BACT.KELMA 88
Empoasca fabae Erwinia caratovora
23 PAPHID: IR1-POTATO 49 BWILT: IR1-POTATO
Macrosiphum euphorbiae Pseudomonas solanacearum
24 PAPHID: POTATO.PEST RADCL .85 50 LBLIGHT: IR1-POTATO
Macrosiphum euphorbiae Phytophthora infestans
25 RINGROT: IR1-POTATO 51 TARNISH: POTATO.PEST.RADCL 85
Corynebacterium sepedonicum Tamnish Beetle
26 RINGROT: POTATO BACT SLACK 86

Corynebacterium sepedonicum




Tabla 5c: Cadigos utilizados para los resultados de las evaluaciones biolégicas de ia tabla 5a.

Resistenclas Liberacién de poleny | Produccién de tubérculos Tinci6én del polen
produccion de flores

Cédigo Definicién Codigo Definiclon Caédigo Definicién Cédigo Definicién

H Hipersensible 0 Ninguna 0 Ninguna 0 0% tincién

| Inmune 1 Muy poca 1 Poca 1 1-20%

M Medio 2 Poca 2 Mediana 2 21 - 40%

R Resistente 3 Mediana 3 Alta 3 41 - 60%

S Susceptible 4 Alta 4 Muy alta 4 61 - 80%

T Tolerante 6 Muy alta [ 81 - 100%

MR Muy Resistente
MS Muy Susceptible
Cédigos de Enfermedades
Bacterianas Fungicas Virales Insectos Nematodes
1-25-26-27232-47-48 2-51 17-40a45- 10°16-33-34-22a24-52 35339
Cédigos de Stresses
Frio=3-4 | Calor=5
Cédigos de Morfologia
Flores=19"21 T Polen=7-8
Cédigos de Producclén
Tuberizacion=9

2. Caracterizacion cariotipica

2.1. Descripcion de los cariotipos

Como se menciond en la introduccidn, el grupo de especies silvestres
analizadas en este trabajo no cuenta hasta el momento con la descripcion de
sus cariotipos (morfologia, tamafno, presencia de constricciones secundarias o
numero de nucleolos). Dada la complejidad de la observacion microscoépica, en
este trabajo concentrd el estudio en los citotipos diploides con técnicas numéri-
cas. En los citotipos tetraploides y hexaploides el analisis se limité a realizar los
recuentos cromosomicos. Los distintos citotipos analizados y el resultado de los
recuentos cromosomicos se detallan en la Tabla 6.

El grupo en estudio cuenta con citotipos de 2n=24, 2n=48 y 2n=72 cro-
mosomas, para diploides, tetraploides y hexaploides respectivamente (Fig. 10).
Ocasionalmente se observaron aneuploidias, fendomeno descripto como extre-
madamente raro en poblaciones naturales de este género (Wilkinson, 1994).

73




Fig. 10: Placas metafasicas de distintas especies de Solanum. A:S. microdonfum ssp micro-
dontum Oka 7634 (2n=24); B: S. oplocense Oka 7592 (2n=24); C: S. commersonii ssp mal-
meanum (Oka 7313) (2n=24)y D: S. gourlayi (Oka 7626) (2n=48). Las flechas indican la cons-

triccion secundaria.
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Ademas de realizar el recuento cromosomico, se estimaron las
longitudes cromosdmicas de al menos una placa metafasica de cada entrada
(Tabla 7).

Con estos datos se construyeron los cariotipos, de una entrada para
cada especie diploide y se dibujaron los ideogramas correspondientes, ver Fig.
11 (agrupando a los cromosomas en pares homologos como se describe en
Materiales y Métodos).

Fig. 11: ldeogramas de las especies diploides.

EELEEEEEETE:
BRHEBBEH8EEE  S. venturiOka 7657A

S. spegazzinii Oka 7506

S. commersonii ssp malmeanum Oka 7313 [ip8BBBBBE88
§BBBEEERERe S chacoense Oka 7548

S. chacoense Oka+Lucasto [BHHEBEBEBES
B7B680BE888  S. gourtayi 7680

S. infundibuliforme oka 7652 [|i§8AEBGB888
B90488E8a8gs S microdontum ssp microdontum Oka

7634
S. oplocense Oka 7592 fgo8B888888

(656688888388 . megistacrolobum Oka 7504

S. tarijense Oka 7494 HBHHBHBBHBBB
Hi§0gBBBEaas S kurzianum Oka 6138
—_p

Todos los cromosomas resultaron ser metacéntricos o submetacéntricos.
Raramente se detectaron constricciones secundarias. No obstante, su
presencia fue confirmada mediante la tincion de los nucleolos con nitrato de
plata (que permitio establecer la existencia de un maximo de dos organizadores
nucleolares en todos los citotipos diploides). (Ver Tabla 6 y mas adelantse).

Se realiz6 la medicibn de cada brazo cromosémico con lo que se

calcularon los parametros descriptos en la Tabla 7.
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Tabla 7: Datos obtenidos de las mediciones de las longitudes de brazos de cada cromosoma
de las especies indicadas. Long. total: suma de las longitudes de todos los brazos cromosdomi-
cos del complemento; CV inter: coeficiente de vanacién intercromosomico; Par l/c: par lar-
go/corto; RBP: Razén de brazos promedio; CV RB: coeficiente de variacion de las Razones de
Brazos; * promedio de 5 o 3 placas metafasicas.

Especie Long. total CV inter Par lic RBP CVRB Correl
vrn 7617 31.32 18.63 1.88 0,72 22.18 -0.673
Spg 7506 32.41 20,21 1,92 0,64 22.47 -0.086
vnt 7657 33,86 13.78 1.57 0,69 27,38 +0.336
Cmm7313* 34.71 22.30 1.81 0.70 26,70 -0.527
Mcd 7634 35,30 13.35 1,48 0.786 27.27 +0.560
Ktz 6138 37.02 18.40 1.54 0,64 32,68 +0,117
Chc4810* 384 16,69 1,72 0,67 23,11

Opl 7592* 38,77 18,59 1,80 0,65 22.95

Chc7546 38,97 16,60 1,90 0,71 33.12 -0,494
Mga 7504 39,05 13.48 1.83 0.65 28,84 -0,525
Tar 7494* 41.8 18.8¢ 178 067 22.57 -0.383
Gri 7680 4C,8% AT, 1.0 0,70 25,2 -0.477
Ifd 7652 42,49 21,76 1,94 0.71 23,32 -0,450

La comparacion de las medias de las longitudes totales de los cromosomas
mediante analisis de la varianza (Tabla 8) en 4 de las especies (marcadas con
* en la Tabla 7) confirmé la existencia de diferencias significativas entre ellas
con P < 0,05.

En particular mediante el test de Tukey se evidenciaron diferencias sig-

nificativas entre S. tarijense y S. commersonii

Tabla 8: Analisis de la varianza de las longitudes cromosomas de S. chacoense. S. tariense, S
oplocense y S. commersonii (las longitudes estan en micrones).

S. chacoense S. tarijense S. oplocense (2x ) S. commersonii

36,8 42,9 42,0 33,5
395 471 37,6 33.8
37.5 38,6 37.7 36.9
39,2 36,2 38,4
39,2 43.0 37.8
prom=38,4 prom=41.6 prom=38.7 prom=34,7
CV=3,30% CV=10,7% CV=5,1% CV=5,9%
ANOVA:
SC entre=88,37 GL=3 Cmedio= 29,45
SCdentro= 98,99 GL=14 Cmedio=7,071
SCtot=187,362 GL=17
F=4,166 *S

Con el objeto de comparar la uniformidad de tamanos de los cro-
mosomas del complemento, se analizd el coeficiente de variacion intercromo-

sOmico para cada uno de los individuos. La especie cuyos cromosomas resulta-
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cromosomas resuitaron mas uniformes fue S. megistacrolobum y la que reflejé
mayor variacion fue S. commersonii. La diferencia entre ambas fue del 38%.

En cuanto a la asimetria del cariotipo, un estimador utilizado en otro género
(Festuca, Dubcovsky, 1989) fue la razén de brazos promedio (brazo
mayor/brazo menor, promediando las de todos los cromosomas del
complemento). En este caso la variabilidad interna fue notablemente menor
(4% a 6%) y comparable a los datos obtenidos para gramineas). Sin embargo
no se observaron diferencias significativas entre las 4 especies analizadas.

La homogeneidad de los cromosomas en cuanto a sus razones de
brazos se calculd a través del Coeficiente de Variacién de las Razones de
Brazos CVRB, que oscilé del 22,4% al 33,1%. La correlacion entre las razones
de brazos con la longitud de cada cromosoma, indicé si los cromosomas mas
largos fueron los mas asimétricos (-) 0 no (+).

Esquema de la correlacion entre longitudes de los cromosomas y RB.

Longitud +asim +cortos (pend +)
cromosomica

+asim+largos (pend -)

Razén de

Brazos
Telocéntricos Metacéntricos
Asimétricos Simétricos

La mayoria de las especies mostr0 que los cromosomas mas
asimétricos eran los mas largos, si bien algunas (3) mostraron lo contrario y en
una no hubo correlaciéon. En ningun caso se pudo observar algun otro tipo de
asociacion con los demas datos.

Cuando se compararon el cociente entre el par mayor y el par menor, en
todos los casos el par mas largo no superé el doble del mas corto y el ANOVA
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de las 4 especies analizadas no mostro diferencias significativas, esto sugiere

que esta caracteristica esta conservada en todo el grupo evaluado.

Conclusiones:

Si bien el estudio de los cariotipos no evidencié grandes diferencias
dentro del grupo (como ocurriera en otros casos, como en los géneros Oxalis,
Festuca, Elymus), se detectaron algunas variaciones de tamafio de
cromosomas que pudieron ser correlacionadas con el contenido de Af)N (ver
mas adelante).

Cabe destacar que todas las mediciones de longitudes estan muy
influidas por la contraccion cromosdmica lograda por el "veneno mitético”, por
lo tanto hay que ser cuidadoso con las conclusiones que se deriven de estos
datos. No obstante, ha sido considerado que la utilizacién de agua fria como
pretratamiento (utilizada en este trabajo) para la visualizacion de los
cromosomas, no produce efectos artificiales en la morfologia de los
cromosomas (lijima y Fukui, 1991). Sin embargo si uno relativiza esos valores,
como ocurre con los estimadores que son cocientes de longitudes, las
conclusiones seran certeras. Sin embargo, dado el escaso tamafio de los
cromosomas el error en las mediciones es elevado, contrastando con 1o que
ocurre en otros sistemas, donde este tipo de estudio proporciond informacion
altamente confiable de gran valor para la caracterizacion de estas entidades
(como por ejemplio Festuca y Oxalis). Por lo tanto, en el caso de Solanum,

debe recurrirse a otras herramientas mas precisas.

2.2. Cuantificaciéon del contenido de ADN

Con el objeto de conocer el contenido de ADN de las especies silvestres
de papa que aun no cuentan con este dato, y dada su importancia en estudios
moleculares, como la utilizacion de estas nuevas herramientas para estudios
de variabilidad genética, factibilidad de mapeo genético y aislamiento de genes
mediante el clonado posicional, como asi también la posibilidad de poder
detectar hibridos somaticos entre distintas especies sobrepasando con esta
estrategia a las barreras reproductivas (Valkonen et al, 1994), se lievé a cabo
este estudio mediante microdensitometria de células somaticas de apice

radicular.
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2.2.1. Calibracion del sistema
Con el objeto de estimar el grado de precision con que el sistema
determina la microdensitometria nuclear, se analizaron 15 nucleos (Tabla 9)
con distintos contenidos de ADN, tres repeticiones de cada uno y se calcularon
los coeficientes de variacion correspondientes.

Tabla 9: Absorbancia promedio de 15 nudcleos con tres repeticiones (expresada en unidades

arbitrarias). Se detallan los promedios de las tres lecturas, los valores de ¢ y los coeficientes de
vanacion.

U. a U a U. a. Promedio o CV%
434 4,43 4,36 4,377 0,047 1.1
5,01 517 5,03 5,07 0,082 1.7
3,99 4,1 4,24 4,113 0,125 3,0
3,26 3,33 3,34 3,307 0,049 1,5
3,39 3,17 3,40 3,32 0,13 3,9
3,07 3,14 3,17 3,126 0,051 1.6
1,18 1,44 1,48 1,367 0,163 11,9
0,98 0,97 1,10 1,017 0,072 7.1
5,25 5,23 5,14 5,207 0,058 1,1
28,63 28 27,9 28,18 0,395 1,4
26,17 26,46 25,76 26,13 0,351 1,35
25,79 25,97 26,46 26,07 0,347 1,33
97,30 93,30 94,4 95 ' 2,066 2,18
88,3 88,85 88,54 88,56 0,276 0,3
925 . 95,15 90,45 92,7 2,356 2,54

Se observé que con valores de absorbancia menores que 1,2, los
coeficientes de variaciobn fueron muy elevados, fen6meno que no ocurrié
cuando los valores fueron mayores de 88.

2.2.2. Establecimiento de un patron de referencia:

Un punto importante para realizar calculos microdensitométricos
comparativos precisos es poder relativizar las mediciones respecto a un patréon
de referencia estandar confiable. Dado que el contenido de ADN estimado en

un cultivar de S. tuberosum por Jacobsen et al. (1983) fue de aproximadamente
3,6 pg, se decidié utilizar como referencia a los nucleos de eritrocitos de polio,

los cuales poseen una cantidad de ADN de rango similar (2,8 pg). La utilizacion
de nucleos de eritrocitos aviares tiene amplios antecedentes ya que fueron

utilizados para varios estudios similares (ver por ejemplo Rash et al., 1971;
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Tempelaar, 1980). Para ello fue necesario poner a bunto su fijacion, coloracion

y tiempos de hidrdlisis (datos no mostrados).

Sin embargo, las lecturas fluctuaron bastante y los valores de ADN de

los eritrocitos de pollo no correlacionaron con los de los nucleos de papas

medidos en las mismas condiciones. Por lo tanto fue necesario buscar otro

tejido como patron de referencia. Tabla 10 y 11.

Tabla 10: Nucleos de distintas especies de papas silvestres y medicién conjunta de eritrocitos
de pollo en las mismas condiciones. Se indican las unidades arbitrarias de las especles
vegetales y también las correspondientes a los eritrocitos de pollo. En las ultimas tres columnas
se indican los picogramos de ADN por especie, los valores de o y los coeficientes de variacion.

Genotipo n
Chac4810 20
20

Tar7494 10

Cmm7313 40

Gri7680 30

12

prom

3,105
3,345
3,604

4,348
3,962
3,554

3,524
3,669
3,48
3,1
3,325
3,106

3,004
3,771
2,954
2,688

a

0,545
0,7
0,669

0,591
0,32
0,94

0,46
0,354
0,777
0,577

0,82

1,3

0,799
0,817
0,422
0,705

cv% pollo prm

22,5
27,1
26,4

16,3
9,7
32

131
9,6
22

18,5
25

41,9

27
22
14,2
26,2

5,217
4,156
5,225

5,115
5,176
4,605

4,596
4,478
5,38
3,764
4,988
3,661

5,629
4,869
5,491
4,504

[+

0,448
0,288
0,285

0,271
0,288
0,218

0,355
0,483
0,635
0,404

0,314

0,205

0,248
0,49
0,253
0,618

cv% Pg prom

8,5
6,9
54

5,3
5,57
4,7

7,7
10,8

11,8

10,7
6,3
56

45
8,4
4,6
13,7

1,666
2,254
1,878

2,381

1,933

2,228

2,143

2,161

2,147

2,294
1,811

2,313

1,866
2,376

1,521
2,168
1,506
1,671

2,135

Al

cv%

15,4

10,8

36,1

26,8

Los elevados valores de los CV de los genotipos evaluados se debieron al

testigo que se utilizé. Segun estos datos y los que se muestran en ia tabla 8f y

tabla g, no se recomienda el uso de este tejido como material de referencia.

Los nucleos de cebolla (Allium cepa) han sido utilizados como patron de

referencia (Martinez y Ginzo, 1985) en numerosos trabajos. A pesar de poseer

un contenido de ADN mayor (33,5 pg) que el de ias especies de Solanum, tiene

ventajas en cuanto al tratamiento de fijacidn, coloracion, etc. Del mismo modo

que para el otro testigo anteriormente mencionado, se correlacionaron los

valores de ADN en unidades arbitrarias con nucleos de papas medidos y

tratados de la misma forma (previa determinacion del tiempo de hidrélisis

optimo). Tabla 12 y 13. Los resultados indicaron que los nucleos de cebolla se
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comportan como un patron de referencia confiable para los experimentos de
medicion.
Tabla 11. Unidades arbitrarias de las especies de Solanum y el testigo (eritrocitos de pollo).

Coeficiente de correlacion entre unidades arbitrarias de papas y unidades arbitrarias de
eritrocitos de pollo R= 0,12

Abs. u.a. de papas Abs. u. a. de e pollo
3,105 5,217
3,345 4,156
3,504 5,225
4,349 5,115
3,962 5,176
3,554 4,605
3,524 4,596
3,669 4,478

3,48 5,38

3,11 3,764
3,325 4,988
3,106 3,661
3,004 5,529
3,771 4,869
2,954 5,491
2,688 4,504

Avs. B

B 241343+ 19775°A
Correlation: r = 112782

58
5.4 X4 o/
\ o °
5 ° _’___0_________,2_————1
 —
o 48 0o
s °
o
34 N N . “o. Regression
28 3 32 34 36 38 4 42 44 48 95% confid.



Tabla 12: Nucleos de distintas papas silvestres y mediciéon conjunta de nicleos de cebolla en
las mismas condiciones. Se indican las unidades arbitrarias de las especies vegetales y las
correspondientes al testigo (columna promedio). En las ditimas tres columnas se indican los
picogramos de ADN por especie utilizando a este patrén para la conversion, como asi también
los valores de o y los coeficientes de variacion.

Especie n prom o cv% cebol prm o cv% P9 prom cv%
Chc4810 25 4,695 0,356 7.6 69,13 3872 56 2275 2211 63
14 4,714 0,296 6,3 70,72 3,112 44 2,233
19 4,056 0,304 7.5 6393 85 13,3 2,125
Ter7494 25 4,436 0,323 73 69,13 3872 56 2,149 2273 181
16 4,773 0,334 7 70,72 3,112 44 2,261
19 4,538 0,313 6,9 59,13 6,091 103 2,571
14 4,654 0,236 5,1 7393 2292 31 2109
Cmm7313 25 5,235 04932 94 69,13 3872 56 2;536 2,104 275
20 3,782 0,379 10 64,00 7,169 112 1,979
19 4,466 0,296 6,6 70,72 3,112 44 2115
20 3,408 0,262 7.7 6393 85 13,3 1,786
Gri7680 26 4,551 0,304 6,7 69,13 3872 56 2205 2,132 287
25 4,763 0,394 8,3 64,00 7,169 11,2 2,493
20 3,57 0,239 6,7 70,72 3112 44 1691
18 3,774 0,17 45 59,13 6,091 10,3 2,138

Tabla 13. Unidades arbitrarias de las especies de Solanum y el testigo (nucleos de cebolla).
Coeficiente de cormrelacion entre unidades arbitrarias de papas y unidades arbitrarias de
eritrocitos de pollo. R= 0,51557

Abs. u. a. depapa Abs. u. a. de cebolla

A B
4,695 69,139
4714 70,726
4,056 63,936
4,436 69,139
4,773 70,726
4,654 73,931
5,235 69,139
3,782 64,005
4,466 70,726
3,408 63,936
4,551 69,139
4,763 64,005
3,570 70,726
3,774 59,133
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Avs.B
B =50912+ 38707 *A
Correlation: r = 51558

76
74 o
72
70
68
o gg
64
62
60
s8 ° . “o. Regression
32 38 4 44 48 52 58 95% confid.

2.2.3. Optimizacién del tiempo de hidrélisis de las preparaciones
citolégicas procedentes de las especies de Solanum y Allium cepa
Se construyd una curva de hidrélisis con HCI 5N a 22°C para determinar
el tiempo 6ptimo de la misma. Para ello se utilizd a S. commersonii ssp.
malmeanum como representativa de todas las papas, dado que Ilas
observaciones de los cariotipos no mostraban grandes diferencias en el tamano
de los cromosomas con respecto a las demas especies analizadas.
Paralelamente se hizo lo mismo con el patron elegido, Allium cepa. Tabla 14.

Tabla 14: Tiempos de hidrélisis a temperatura ambiente de S. commersonii ssp. malmeanum y
A. cepa y sus correspondientes absorbancias en unidades arbitrarias.

S. commersoni A. cepa
Tiempo n prom CV% Tiempo n prorh CV%
20 32 4,300 9.4 20 30 42,881 11,2
30 30 4,776 13 30 30 57,72 13,3
40 40 4,845 16 40 30 63,863 8,8
50 34 4,899 9,2 50 30 70,311 13,6
60 40 4,410 12 60 30 57,36 9,2

Los tiempos Optimos para S. commersonii oscilaron entre 30 y 50
minutos, y para A. cepa entre 40 y 50 minutos. Se decidié estandarizar el
tiempo en 50 min dado que la variabilidad intema fue menor para Solanum. En
el caso de Allium se prefirié que la hidrélisis sea total, situaciébn que se alcanzé
a los 50 min. Esto se decidi6é debido a que si bien el coeficiente de variacion fue
algo mas alto que el correspondiente a 40 min, una de las ventajas de la
hidrolisis a temperatura ambiente es la relativa insensibilidad a pequenas

diferencias en los tiempos de incubacion (experiencia personal y Greilhuber y
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Ebert, 1994) a diferencia de lo que ocurre con la mas frecuentemente utilizada

hidrélisis en caliente (en HC! 1N a 60 °C).

2.2.4. Cuantificacion del contenido de ADN de las especies de Solanum

En la Tabla 15 se detallan los contenidos de ADN medidos por
densitometria en células de apices radiculares de plantas micropropagadas
axénicamente. Los mismos oscilaron desde 1,96 pg a 2,31 pg por nucleo para
los citotipos diploides; de 3,61 pg a 4,74 pg para los tetraploides y fueron de
6,21pg para el citotipo hexaploide.

Los datos fueron transformados a partir de unidades arbitrarias a pg
usando como patron de contenido de ADN de referencia de nucleos de cebolla
(33,5 pg). Los resultados se analizaron usando el método de comparaciones
multiples de Kruskall-Wallis y se pudieron detectar diferencias significativas

entre las especies con p<0,1.. Fig.12y 13.



Tabla 15: Contenido de ADN en Especies de Solanum. A: especies diploides, B: especies
tetraploides y C: especies hexaploides. Se indica el numero de nucleos medidos (N), el
contenido de ADN promedio en pg y la varianza o.

A Especie N Contenido de ADN (pg)
S. spegazzinii (Oka 7506) 120 1,963 0,0288
S. vernei (Oka 7616) 81 1,945 0,0394
S. venturii (Oka 7657) 89 2,002 0,0362
S. commersonii ssp. malmeanum (Oka 7313) 102 2,006 0,0388
S. chacoense (Oka 7546) 72 2,076 0,0480
S. chacoense (Oka 4§10 102 2,087 0,0333
S. gourlayi (Oka 7680) 105 2,075 0,0337
S. infundibulliforme (Oka 7652) 75 2,195 0,0628
S. microdontum ssp. microdontum (Oka 7634) 94 2,152 0,0360
S. oplocense (Oka 7592) 112 2,150 0,0227
S. megistacrolobum (Oka 7504) 93 2,232 0,0317
S. tarjense (Oka 7494) 93 2,279 0,0251
S. kurtzianum (Oka 6138) 89 2,307 0,0288
B
Especie N Contenido de ADN (pg) c
S. tuberosum ssp. tuberosum (B.75.44.18 x 93 3,605 0,0560
S. acat?l:r(n(g?; 7648) 103 3,896 0,0491
S. venturii (Oka 7657) 52 4234 0,0544
S. gourlayi (Oka 7626) 86 40675 0,0443
S. tuberosum ssp. andigena (Oka 7507) 96 4,679 0,0570
S. tuberosum ssp. andigena (Oka 7674) 81 4,740 0,0535
C
Especle N Contenido de ADN (pg)

S. oplocense (Oka 5478) 95 6,213 0,0624



Fig. 12: Esquema de las diferencias de contenido de ADN. A: especies diploides; B: especies

tetraploides.
A

1,936 pg 2,307pg
Spg Vm wnt Cmm Che Gri Chc ifd Mcd Opl Mga Tar Ktz

B 3,605 pg 4,740pg
Tub Acl vnt Adg Grl Adg
ek ddt ity

Fig.13: Comparaciones multiples de Kruskal-Wallis entre los distintos genotipos. * Diferencias

significativas (p<0,1). A: genotipos diploides; B: genotipos tetraploides y C:comparacién entre

los distintos niveles de ploidias.
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Se observa que existe una variacién continua en el contenido de ADN
(Tabla 15), tanto entre Ias; especies diploides como entre las tetraploides. Entre
las primeras se observaron diferencias maximas del 15% y entre las segundas
de hasta un 23%.

Cuando se compararon los contenidos de ADN por genoma haploide en
los diferentes citotipos (Tabla 16), se observé que los tetraploides (S. gouriayi,
S. ventuni) poseian mas ADN que los respectivos diploides. En cambio, el
citotipo hexaploide mostr6 menos ADN por genoma haploide que el respectivo

diploide. Todas estas diferencias fueron significativas con p<0,1.

Tabla 16: Contenido de ADN por genoma haploide de los distintos citotipos poliploides.

Especie Ploidia Cont. ADN (genom. haploide) Desv. standard

S. gourlayi 2x 1,038 0,0168
4x 1,169 0,0111

S. venturii 2x 1,001 0,0181
4x 1,058 0,0136

S. oplocense  2x 1,075 0,0114
6x 1,036 0,0104

2.3. Correlacién entre el contenido de ADN y la longitud cromosémica:

En los trabajos publicados con mediciones de contenido de ADN
siempre se tratdé de correlacionar estos datos con otras caracteristicas mas
facilmente observables, como por ejemplo el volumen, area o longitud
cromosémica. Por ejemplo se observaron correlaciones significativas y
positivas en Lathyrus, Vicia, Tradescantia (Martinez y Ginzo, 1985; Bennet et
al., 1982.

En otros casos puntuales de hibridos somaticos entre S. brevidens y
S.tuberosum por ejemplo se utilizaron dichas mediciones para determinar la
existencia de aneuploidias (Valkonen et al, 1994).

A pesar de las pequenas diferencias en el contenido de ADN existentes
entre las especies estudiadas de Solanum aqui también fue posible
correlacionar estos datos con las longitudes de los complementos



cromosémicos de las mismas en forma positiva y significativa (r =0,691 S
p=0,001) Tabla 16, Fig 14.
Tabla 16: Correlacion entre el contenido de ADN vy la longitud total resultante de la sumatoria

de las longitudes individuales de cada uno de los cromosomas para las especies diploides:
r=0,636* S p=0,001

Pg long (p)
Spg 7506 1,963 32,41
Vin 7617 1,945 31,32
Vnt 7657 2,002 33,66
Cmm7313* 2,006 34,71
Chc7546 2,076 38,97
Chc4810* 2,087 38,4
Grl 7680 2,075 40,69
Ifd 7652 2,195 42,49
Mcd 7634 2,152 35,30
Opl 7592* 2,150 38,77
Viga 704 2,232 36,95
Tar 7494* 2,279 416
Ktz 6138 2,307 37,02

Fig.14.: Grafico de la correlacién entre contenido de ADN (pg) y longitud total resultante de la
sumatoria de las longitudes individuales de cada uno de los cromosomas para las especies
diploides (p)
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2.4. Contenido de ADN y clonado posicional

Los valores de contenido de ADN han tomado trascendencia para los
proyectos de clonado posicional utilizando marcadores, por lo que resulta inte-
resante expresarlos en términos de pares de bases (o kilopares de bases).
Convirtiendo de picogramos a pares de bases (teniendo en cuenta que 1 pg=
926.500 kpb, los contenidos de ADN expresados en Mpb oscilaron desde 1,794
Mpb a 2,137 Mpb para los citotipos diploides; y de3,340 a 4,355 Mpb para las

9/



tetraploides y de 5,756 Mpb para la hexaploide. Las diferencias de contenido
de ADN por genoma haploide serian aproximadamente de: 127.000 kpb para
S. gourlayi; de 55.000 kpb para S. venturii y de 37.000 kpb para S. oplocense.

2.5. Deteccién de nucleolos

La tincién de nucleolos (Fig. 15) revelo6 la presencia de organizadores
nucleolares en los individuos estudiados. Se comprobd que todas las especies
diploides mostraban, a lo sumo, 2 nucleolos (dado que existe el fendmeno de
fusion de los mismos). En cuanto a las especies tetraploides, se observé en
todas ellas un numero maximo de 4 (su frecuencia fue menor que para el caso
de los diploides y se observaron también casos con 1, 2 y 3 nucleolos). Cuando
se estudié la especie hexaploide, con gran dificultad pudieron detectarase
hasta 6 nucleolos, observando muchas células con nucleolos fusionados (con
mayor frecuencia que en el caso de los tetraploides). Se pone en evidencia de

esta manera que no existe inhibicion nucleolar en los individuos analizados.

Fig 15: Nucleolos tefidos con nitrato de plata. A: 2 nucleolos :S. chacoense Oka 4810 (2n=24);
B: S. gouriayi Oka 7626 (2n=48). La flecha indica la célula que presenta los 4 nucleolos sin
fusionarse.
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3. Andlisis de variabilidad de los genes ribosomales

Para estudiar la variabilidad de estos genes .se enfocd el analisis en la

subunidad completa y en el espaciador intragénico transcripto.

3.1. Polimorfismos de longitud de la subunidad completa

Este tipo de variabilidad se evalué observando la movilidad de los
fragmentos de restriccidbn generados por enzimas que cortan el ADN genémico en
un unico sitio dentro de la subunidad repetitiva. Entre ellas, Xbal, EcoRV y Psti
que liberaron fragmentos del tamano de la subunidad completa, coincidiendo con
lo descripto para Solanum y Lycopersicon (Gruber, 1991; Vallejos et al., 1988).

Los tamanos se estimaron por comparacion de movilidades relativas con un
patron de genoma de fago A digerido con Hindill después de "Southem blot"

hibridizado con la sonda que correspondié a la subunidad completa de trigo.

3.1.1. Polimorfismos de longitud evidenciados con las endonucleasas de
restriccion Xbal y Pstl

Como primera aproximacion se realizaron electroforesis en geles de
agarosa al 1% de ADN digerido con la enzima de restriccion Xbal (Fig. 16 ) para
descartar la posibilidad de que existieran fragmentos de menor tamafio que
pudieran perderse en geles de menor concentracion y mas cortos (fragmentos de
6,5 y 1 kb) ya que se habian descripto para el cultivar Sirtema (Gruber 1991).
Otras dos especies que también evidenciaron la presencia de un sitio Xbal extra
fueron S. jamesii, S. polyadenium (Borisjuk et al., 1994) aunque ambas especies
pertenecen a distintas series taxondmicas, Pinnatisecta y Poliadenia
respectivamente.

Como en ninguna de las especies evaluadas pudieron detectarse
fragmentos chicos (sugiriendo, por lo tanto, la ausencia de algun sitio adicional),
se cambio la concentracion de agarosa al 0,7% y la corrida se realizé durante 36
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hs a menor voltaje permitiendo asi una mejor resolucion de los fragmentos de
mayor tamafo (Fig 17 y Tabla 17). Sin embargo, no puede descartarse que
existan efectivamente sitios Xbal adicionales que generen fragmentos pequernos
(derivados del espaciador intergénico) los cuales no pudieron ser detectados
porque la sonda (de trigo) no tiene homologia suficiente en la zona del espaciador
externo para hibridar.

Fig 16: Autorradiografia de especies representativas de Solanum cortadas con Xbal e hibridadas

con la sonda pTA71. M: marcador de peso molecular.1: chc; 2: tar; 3:ktz; 4:ifd; 5:vrn; 6:cmm;
7:mcd; 8: gri2x; 9: gridx; 10: acl; 11:aclg; 12:Baraka;13:Spunta; 14:0pl2x; 15:0pl6x; 16:ktz (in vitro)

M 11123 4567 8 910 111213141516

 u o9 = gre-w”
6 - ‘ :%
‘-

2:3:7.

Los geles de agarosa al 1% se sometieron a 1,25 V/cm durante 17 hs en TAE 1x. Después fueron
transferidos a membranas de nylon y éstas fueron hibridadas con la sonda radiactiva pTA71. Las
membranas fueron autoradiografiadas y fotografiadas. En el carril 1 se observa un estandar de
fragmentos de tamaiio conocido (ADN de fago lambda digerido con Hind Ill). En los carriles
siguientes se observan inidviduos representativos de todo el grupo. Puede notarse la ausencia de
fragmentos menores al tamafo de la subunidad completa que migra en una posicion
correspondiente al tamafio de 9 kpb. Los tamafos se estimaron por comparacion de movilidades
relativas con un patron de genoma de fago A digerido con Hindlll después de "Southern blot"
hibridizado con la sonda que correspondi6 a la subunidad completa de trigo.

94




Fig.17: Autoradiografia de especies representativas de Solanum cortadas con Xbal e hibridadas
con la sonda pTA71 en electroforesis de agarosa al 0,7%. M: marcador de peso molecular. 1:chc;
2:tar; 3:ktz; 4:ifd; 5:vrn; 6:cmm; 7:mcd; 8:gr; 9:adg; cl; 10: Baraka; 11cv King Ed; 12: M. Pipper; 13:
opl; 14:vnt
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: 11
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Los geles de agarosa al 0,7% se sometieron a 1,25 V/cm durante 36 hs en TAE 1x. Después
fueron transferidos a membranas de nylon y éstas fueron hibridadas con la sonda radiactiva
pTA71. Las membranas fueron autoradiografiadas y fotografiadas. En el carril M se observa un
estandar de fragmentos de tamaino conocido (Escalera de 1KB. Gibco-BRL). Estas condiciones de
corrida permitieron que se observaran claramente los distintos tamaios de las subunidades y la
presencia de mas de un tipo de ellas en algunas de las especies (el genotipo # 13 de S.
chacoense; el # 55 de S. gourlayi y el cv Mary’s Pipper). Los tamaios se estimaron por
comparacion de movilidades relativas con un patron de 1Kb Gibco-BRL después de "Southern blot"
hibridizado con la sonda que correspondi6 a la subunidad completa de trigo.

Como puede observarse en la Tabla 17, los tamanos estimativos de las
unidades de repeticion variaron segun la enzima utilizada. Esto puede explicarse
por: |
a) El error en la determinacion de los tamanos de fragmentos de gran longitud
para los cuales los geles de agarosa tienen baja resolucion.

b) La existencia de sitios de restriccion que liberaron fragmentos muy pequenos
que no fueron detectados por perderse con el frente de corrida.
c) La existencia de sitios de restriccion que liberaron fragmentos provenientes del

espaciador intergénico con falta de homologia con la sonda utilizada (por las
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diferencias de secuencias en las regiones menos conservadas) que al perder

ligamiento fisico con las regiones conservadas dejan de hibridar.

Tabla 17: Tamanos de la subunidad repetitiva a partir de fragmentos generados por cortes con las
enzimas de restriccion Xbal y Pstl

Numero de indiv Genotipo Xbal Pstl
13 Chc7546 9,53y 8,73
14 Chc7309 8,62°
20 Cmm17373 9,40
43 Mcd7634 9,17
49 vm7617 9,17
51 Ifd7652k 8,95
55 Gri7680 9,17y 8,73
60 Opl/5478 8,95
64 Acl7648 8,87 8,90
72 Adg7507 ? 9,42
240 Ktz6138 9,17
290 Tar7494 8,87
440 Vnt 7657 8,95 :
520 Gri7626 9,17 9,42 |
570 Opl7592 8,95? o
730 Tbr (Baraka) 9,17
731 Tbr (M.Pipper) 8,17y 7,87
732 Tbr EC 9,06

La primera y la segunda columna enumeran las entradas analizadas mediante Southem blot de
sus respectivos ADNs previamente digeridos con las enzimas Xbal (tercera columna) y Pstl (cuarta
columna) y sometidos a una electroforesis larga (1,2 V/cm durante 36 hs en geles de agarosa al
0,7%). En la tercera y cuarta columna se expresan los tamanos estimados (en kpb) por
comparacion con la migracion relativa de un estandar de ADN de 1Kb.

?los tamaiios se expresan en kb

3.1.2. Polimorfismos de longitud evidenciados con la endonucleasa de
restriccion EcoRV

Con el objeto de resolver las incongruencias explicitadas se llevaron a cabo
ensayos adicionales con una tercera enzima de restriccion que resulté ser
diagndstica para la determinacion del tamano de las subunidades, combinando
con hibridaciones con otras sondas. (Tabla 18, Fig.18). Las sondas utilizadas
fueron el ITS de papa amplificado por PCR y el fragmento 28S de trigo (Ver MyM).
El sitio ECORV esta altamente conservado en un gran rango de géneros y esta
ubicado en el segmento de ADN que codifica para el 5,8S (Fig. 19 ).



Fig18: Autorradiografias de las especies de Solanum cortadas con EcoRV e hibridadas con A: ITS
y B: 28S.
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Los geles de agarosa al 0,8% se sometieron a 1,25 V/cm durante 12 hs en TAE 1x. Después
fueron transferidas a membranas de nylon y éstas hibridadas con la sonda con dig-UTP ITS y
radiactiva (P”) correspondiente al 28S. Las membranas fueron autoradiografiadas y fotografiadas.
En los carriles X se observa un estandar de fragmentos de tamano conocido (DNA de fago Lambda
digerido con Hind lll). Se observan los fragmentos que corresponden a las subunidades completas
(aproximadamente 9kpb ), como asi también los fragmentos extras de menor tamano: 5,1 kpb y 4
kpb en ambas entradas de chc (ind. 12 y 13); 5,1 kpb en kiz (ind. 25); 5,1kpb y 3,6 kpb en ac/ (ind.
62 y 63) y de 5,9 kpb en adg ind. 70. Los fragmentos de 5,1 kpb de S. chacoense y S.acaule.
contienen la secuencia del ADN 25S.
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Fig.19 : Esquema del mapa de restriccion de la subunidad completa basado en datos de secuencia
de distintos bancos de datos y en Borisjuk ef al. 1994 y en los resultados de este trabajo.

Esquema de la subunidad repetitiva de los genes ribosomales de Solanum
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A=Subunidad completa de trigo (pTA71) B EcoRV
B=28S (pTAT1) .
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Con la enzima EcoRV y la sonda correspondiente al ITS, se observaron los
tamanos de las subunidades repetitivas de todos los genotipos evaluados (Tabla
18, columna 3). Algunos de ellos, ademas mostraron la existencia de otro sitio,
presente en el espaciador intergénico (Fig. 19) que generd fragmentos cuyos
tamanos se muestran en la Tabla 18, columna 4, individuos 12,13,25,62,63 y 70.
Con el objeto de determinar la ubicacion del sitio extra de restriccidn, se hibrid6 la
membrana con el fragmento que codifica para el ARN 28S. Se determind de esta
manera, que los fragmentos de 5,1 kb. de las especies S.chacoense y S. acaule,
poseen esta secuencia (Fig. 18 A y B, comparar los carriles de los individuos
12,13,62 y 63), y por lo tanto pudo ubicarse el sitio extra en la porcion 5°del
espaciador intergénico préximo al segmento 25S. (Fig. 18, fragmento 1 (5,1 kb)

que incluye a la secuencia del 258S.)

Heterogeneidad de las unidades de repeticion localizadas mediante la enzima de
restriccion EcoRV y las sondas ITS y 28S:

En muchos de los genotipos evaluados, se observaron bandas muy anchas
e intensas del tamaino de la subunidad completa, sugieriendo la presencia de mas
de una banda de tamarnos muy cercanos, indicando por lo tanto la existencia de
mas de un tipo de subunidad (hetetogeneidad de las unidades de repeticion). En
otros individuos las diferencias de movilidades entre las subunidades fueron lo
suficientemente grandes como para poder detectar dos bandas separadas. En
algunos casos ya mencionados, se evidenciaron polimorfismos de sitios de
restriccion EcoRV (Fig. 19). Un fenémeno similar fue descripto también por Powell
et al (1991); para algunos cultivares de S. tuberosum (3 de 27)). Si bien los
fragmentos extras no fueron del mismo tamano, no puede aségurarse que se trate
de distintos sitios ya que lo mas probable es que las diferencias se deban al
cambio en los numeros de las subrepeticiones del espaciador externo.

El fragmento de 5,1 kpb esta conservado en estas cuatro OTUs (12,13,62 y
63) que mostraron este fenomeno, correspondiéndose con el fragmento que
incluye al 28S (dado que hibrida con la sonda respectiva). El clon de S. tuberosum
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ssp andigena (ind 70) present6 un fragmento extra de 5,9 kpb y que en este caso
no hibridé con la sonda del 28S (indicando que no se corresponde al mismo
segmento que las demas entradas y que abarcaria el espaciador externo (porcion
3’), la subunidad 18S y el ITS1 (ver Fig.19). La falta del otro segmento que
completaria la subunidad total, sugiere la existencia de un sitio EcoRV rio abajo
del extremo 3°del ITS2 que impidi6 que la sonda lo detectara. No obstante hay que

mencionar que se trata de subunidades minoritarias.

La sumatoria de los fragmentos extras (en el caso de las dos entradas de
S.chacoense), hace suponer que existen subunidades de distinta longitud, que
ademas poseen heterogeneidad en la secuencia nucleotidica blanco de la
endonucleasa de restriccion en las distintas unidades de repeticidn en tandem del
cistron. (comparar los tamafnos de las subunidades y la suma de los fragmentos
extras en los ind. 12,13,62 y 63). Asi, en el ind 13, existirian 3 tamafios de
subunidades y 2 en el 12). En cambio, en las entradas de S. acaule, la suma de
los valores de los fragmentos extras, concordaron (0,1 kpb de diferencia) con los
valores de las subunidades (tabla 18, ind. 62 y 63, col 3 y 4 y ver Fig 19)
evidenciando que estas dos entradas no poseen distintas variantes de tamarios
pero si de sitios.

Conclusiones de EcoRV:

A pesar de que la corrida electroforética no fue demasiado resolutiva y pudo
introducir errores o diferencias en los tamafos estimados, puede observarse que
en algunos casos se detecto la presencia de dos tipos de subunidades que no se
resolvieron con ECORV.

Con la excepcion de algunas entradas de S. chacoense, S. kurtzianum, S.
spegazzini, S.tuberosum ssp tuberosum , S. tuberosum ssp andigena, el resto
mostrd un solo tamario de subunidad.

Se detectaron algunos polimorfismos de sitio, pero en subunidades
minoritarias (sitios extras tabla 18, fig.18)
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3.1.3. Polimorfismos de longitud evidenciados con la endonucleasa de

restriccion Bghil

Una de las enzimas que evidencid la existencia de un unico sitio de corte
dentro de la subunidad 25S en muchas especies de los géneros Solanum y
Lycopersicon fue Bgll. En la fig. 20 se muestra un esquema con los sitios de
restriccion de la enzima Bg/ll en la unidad de repeticion de Solanum tuberosum

ssp tuberosum.

Fig. 20: Esquema de los sitios de restriccion de Bglil de 1a subunidad repetitiva

Esquema de la subunidad repetitiva de los genes ribosomales de Solanum

A

C

688
ITS

6,3kb

Sondas <> Bglll

A=Subunidad completa de trigo (pTA71)
B=28S (pTATY)

C=IGS (Oxalls) * Xbal

D=ITS (S. chacoense)
...... Tamafo varlable

5 Kb

Al digerir los ADNs con esta enzima y someterlos a electroforesis, Southern
blot e hibridacion con la sonda pTA71 se obtuvieron los siguientes patrones de
bandas:

Todas las entradas mostraron la presencia de 3 bandas que hibridan con esta
sonda con los siguientes tamarios estimados: 9 kpb, 5,3 kpb y un fragmento
variable entre los genotipos de 4 kpb. (ver, Fig. 20, 21 y tabla 19 col 3,4y 5). Al
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hibridar con sondas mas acotadas en cuanto a secuencia se pudo deducir que las
bandas de 9 kpb y 4 kpb contienen secuencias de la region codificante para el
ARN ribosomal de 25S y que las bandas de 9 kpb y 5,3 kpb contienen secuencias
que codifican al segmento ITS. (comparar fig. 21 A con B y con C y ver tabla 19
col 4y 5). La presencia del fragmento variable de 4 kpb (Tabla 19, quinta columna)
evidencia las diferencias en las secuencias adyacentes al extremo §' del gen para
el ARN de 25S. Las diferencias entre las sumas de los fragmentos (Tabla 19, col.
7) y las subunidades totales (col.3) indican la existencia de heterogeneidad de

tamano y de sitios Bgill.

Tabla 19: Fragmentos de restriccion de genotipos representativos del grupo, generados por la
enzima Bglll y distintas sondas.

Nro de ind. Genotipo Bghi Bghi Bght Estimacién: Diferencias
13 Chc7546 94y89 53 44y37 9,7y9,0 0,3y0,1
14 Chc7309 9,4 54 4, 9,4 -

20 Cmm7373 no evaluado

43 Mcd7634 9.4 53 4.1 9,4 -
49 Vrn7617 9.6 53 41 9,4 0.2
51 Ifd7652k 9,4 54 3.9 9,3 0,1
55 Gri7680 9,3 54 3.9 9.3 -
60 Opl5478 9.4 53 3.7 9,0 0,4
64 Acl7648 9.4 55 37 9,2 0,2
72 Adg7507 9,9 5.4 4 9,4 0,5
240 Ktz6138 no evaluado
290 Tar7494 9,2 5.4 3,7 9,1 0,1
440 vnt 7657 no evaluado
520 Gri7626 9,7 5.4 4 9,4 0,3
570 Opl7592 10,1 53 44 9,7 0.4
730 Tbr (Baraka) 9.8 54 40 9,4 0,4
731 Tbr no evaluado

732 Tbr EC no evaluado

La primera y segunda columna indican los genotipos seleccionados. En la tercera se detallan los
tamaiios en kpb de los fragmentos que codifican para la subunidad completa (cuyo sitio del
espaciador externo esta ausente o metilado). La cuarta columna indica los tamafos de los
fragmentos que codifican para los ITS (monomérficos), la quinta, los tamanos de restriccion que
contienen al gen que codifica para el ARN 25S y el extremo 5°del espaciador extemo. La sexta
columna muestra la suma de las dos columnas anteriores y la séptima la diferencia entre el tamaiio
de subunidad que poseen el sitio del espaciador externo y el tamano de la subunidad que no
poseen ese sitio. Estos valores indican la existencia de subunidades de longitudes variables.

103



t0I

| ——— . —

-

e | .

rnl

*

1A
‘ AR | §) * n

"(seunby se| ap ¢} S8|uIeD) OuldIXa Jopeloedsa |ap ONIS [ap Uadaled
anb sapepiungns ap souewe} z ‘¢l odiousb |9 us uolea}ep 9S ‘ouUIIXS Jopelordsa |ap onis |8 uaasod enb sapepiungns se|ap ‘qdy 'y & qdy
L'€ 9p ue|oso anb sooylowljod so| A qdy G ap sodlowouow sojuswbey so| ugiquie} Ise owod ‘(‘'qdy L'0L B qdy Z'6 apsep) oussixe Joperoedse
|op |1/6g onis |@ usaesod ou anb seja|dwos sapepiungns Se| B uapuodsalod anb sojuswbel; so| uealasqo 8g (||| pulH uod opusbip epque
obej ap ¥NQ) 0p1oouod ouewe) ap sojuswbel) ap JEpuBSS UN BAJBSQO oS | |UIBD @ ug ‘sepeuelbojo) A sepeyelbolipeioine uojen) Seuelquiaw
se (D) S8z |e awsipuodsanod ( Nmﬁ_v BAlJoBIpE) BpuOS B| U0d A (g) S1| d1N-6ip uod ‘(v) L2v.1d BAOBIPES EPUOS B| UOD SEpepuqly uoJan)
sejse A uojAu ap seueiquiaw e SoplLdjsuel} uolan) sendsaq x| Iy U SY Z| SJUBIND WO/A GZ'| B UOJSI}OWOS 3S 9g'0 |e esosebe ap sajab so07

t
2
:
¢

6

174

L

s i B ,. < - . & &
SIPLETTITION6 W8 L 9SSt €T T I1T SIPICITITION 6 W8 L 9 €+ € T 1 1 SIFICITITIOI6IN 8L 9 S+ €T 1 11 W

"(€0) 862 A (z@) s1I (V) L2v.1d uoo sepepuqgiy @ ||/6g uod Sepeuod Wnuejos op SeAljejuasaldal sa10adss ap seyjesboipensoiny : 1z "bi4




Discusion de polimorfismos detectados mediante Bgill

Con esta enzima y usando como sonda a pTA71, se obtuvieron fragmentos
de 3 tamarios (Tabla 19 (col 3, 4 y 5 y Fig.21 A). el mayor de aproximadamente 9
kpb que correspondié a la subunidad completa (Tabla 19, col 3) lo cual indica que
hay subunidades que carecen del sitio en el espaciador externo). Un fragmento de
tamano intermedio, de alrededor de 5 kpb (no variable entre las especies) y el
menor, polimorfico que oscild en el rango de 3,6 a 4,4 kpb. (Tabla 19, col 5).

Sin embargo y a pesar de estos resultados, la presencia de sitios de
restriccion de Bgll en el espaciador intergénico fue también demostrada
anteriormente para 2 cultivares de S. tuberosum (Gruber, 1991). Para comprobar
su presencia en las especies analizadas en este trabajo (en tomate todas las
variantes de las subunidades poseen un unico sitio de corte dentro de estas), se
analizaron algunos individuos representativos del grupo en cuestion y se
comprobd que existia un sitio extra respecto a Lycopersicon (al menos para
algunas subunidades repetitivas).

Para determinar la ubicacion del ITS entre los distintos fragmentos, se
rehibridd la misma membrana con una sonda especifica para esta region
pudiendo comprobarse que se ubica en el segmento monomérfico de 5 kb (Tabla
19 y Fig. 21 B). Se dedujo ademas que el sitio Bg/ll que aparece en las papas
(respecto del tomate) es el que se detectd mediante secuencia del espaciador
intergénico de S. tuberosum, en la posicién 1900 del mismo (Borisjuk et al., 1993)
y se verificd que la zona variable fue la correspondiente a la a la porcién §' de
dicho espaciador donde se describio la presencia de repeticiones de 53 pb en esta
region (Borisjuk et al.,, 1993). La existencia de polimorfismos en esta porcion del
espaciador fue confirmada cuando se hibridé dicha membrana con la sonda que
corresponde al extremo 3’ de la secuencia que codifica para el 25S (ver Fig.21 C)
y ademas cuando se utiliz6 la enzima Dral (ver mas adelante). Se pudieron
distinguir de esta manera dos tipos de espaciadores para la entrada S. chacoense
(Oka 7546), concordante con los datos de Xbal y EcoRV anteriores (Tabla 17, 18),
evidenciando, una vez mas, que los polimorfismos de longitud de la subunidad
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completa gnicamente se originaron por variacion de la longitud del espaciador
externo. |

Esto sugiere que dicha variacion de tamario podria deberse a cambios en el
numero de subrepeticiones internas que se encuentran en esta zona (Borisjuk et
al., 1993, 1994).

3.2.Polimorfismos de restriccion

3.2.1.Polimorfismos de restriccion evidenciados con la endonucleasa EcoRI

Se analizaron los polimorfismos generados con esta enzima de restriccion
que posee mayor numero de sitios dentro de cada subunidad (Fig. 22). Los ADNs
digeridos con la misma se hibridaron con pTA71 (subunidad completa), ITS, 258 e
IGS .(Fig.23y 24).

Fig. 22: Esquema de los sitios EcoRI de la subunidad repetitiva de los genes ribosomales de
Solanum

Esquema de la subunidad repetitiva de los genes ribosomales de Solanum
A
C
-0
* * -8
4 l i 3 | 2 I 1 | |
1Gs 58S
TS \
2.7kh 1
-_— 38k . - . 4
Ausente en vt e A Skb 3
~A2kb_ 2
Preserte en vnt (lodas kas subunidades), .82kb. ... .._......
ktz, 38,40,67(algunas subunidades) 3+4 A8kh Ausente en:
142 20,37,74

Sondas
AaSubunidad completa de trigo (pTA71) A EcoRl
B=28S (pTAT71)
C=IGS (Oxalis) i? Xbal
D=ITS (S. chacoense)
...... Tamafo varlable
* sm:s varlables EKb
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Fig. 23: Autorradiografia de las especies de Solanum digeridas con EcoRl.

A,B,CyD: Electroforesis durante 12 hs a A4 V/cm("corrida corta") de todos las muestras
hibridadas con pTA71, ITS, 25S e IGS respectivamente; E, F y G: Electroforesis durante 17 hs A
V/cm ("corrida larga”) de algunas especies hibridadas con pTA71, ITS y 25S respectivamente. Se
observan los fragmentos monomorficos de 1,2 kb(ITS), 1,87kb (17S segun bibliografia) ausente en
todas las entradas de S. venturii (calle2); 2,7 y 2,6 kb (25S) y los polimérficos mayores de 3,8 kb
(que abarcan al 3' del 25S +espaciador externo) y al monomoérfico de 3,8 kb, ausente en S
commersonii (Oka 7313) (calle 4) y S. megistacrolobum (Oka 4430) (calle 3). También se nota la
aparicion de nuevos fragmentos de x kb en todas las entradas de S. venturii (calle 2) y en S.
microdontum ssp gigantophylum (Oka 7530) (calle 1)
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Fig. 23: Autorradiografia de las especies de Solanum digeridas con EcoRl.

E, F y G: Electroforesis durante 17 hs * 4  V/cm ("corrida larga") de algunas especies hibridadas
con pTA71, ITS y 25S respectivamente. Se observan los fragmentos monomorficos de 1,2 kb(ITS),
1,87kb (17S) ausente en todas las entradas de S. venturii (calle2); 2,7 y 2,6 kb (25S) y los
polimoérficos mayores de 3,8 kb (que abarcan al 3' del 25S +espaciador externo) y al monomérfico
de 3,8 kb.

kpb M1 2 3 4 5 6 M1 2 3 45 6 1 23 4 5 6 Su

1 142:4-1GS

€ 1=255

T ok ' a

Con EcoRl y pTA71 se generaron 6-7 fragmentos principales (Fig. 22 y 23
A, E). De ellos, 5 fueron monomérficos (1,2 kb (ITS); 1,87 kb (17S); 2,56 y 2,73 kb
(25S) y 3,8 kb (ITS +25S)) con la excepcion del fragmento de 1,87 que estuvo
ausente en todas las entradas de S. venturii. (carriles 2 ). Con el objeto de conocer
el sitio de restriccion ausente en esta especie, se hibridd esta membrana con
sondas mas acotadas. Con la sonda correspondiente al IGS se dedujo que se
perdié el sitio EcoRl del extremo 3' del espaciador externo (Fig. 22). Este
fendmeno también ocurrié en la entrada de S. microdontum Oka 7530 (carril 1),
pero a diferencia de S. venturii, sélo algunas subunidades perdieron dicho sitio
(Fig. 23 A, calles indicadas con 1 y 2). Por otro lado se vio con esta misma sonda
que ademas de la banda de 3,8 kb, en varios de los individuos habia otra de
tamario mayor y polimoérfica (Fig. 23 D)

Cuando se hibrid6é con la sonda que corresponde al 25S pudo observarse
los fragmentos de 2,56 y 2,73, como asi también el de 3,8 kb (suma de 1,2kb
(ITS)+ 2,6 kb (25S) explicable sélamente por falta o metilaciéon del sitio ubicado en
el 5' del 25S (ver Fig. 22). Sin embargo hubo 2 entradas que carecieron de este

fragmento de adicion (S commersonii (Oka 7313) y S. megistacrolobum (Oka
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4430) (carriles 3 y 4 de la fig. 23 C). Esta desaparicion de la banda podria
explicarse por la existencia, del sitio que esta en la regiéon §' del 25S en todas las
subunidades repetitivas. En el resto de las especies que poseyeron este
fragmento de adicion (3,8kb), la diferencia de intensidad sugeriria que entre el
33% y 50% de las unidades repetitivas serian las responsables (perdieron ese
sitio); ya que el fragmento de 1,2 kb correspondiente al ITS que esta incluido en el
de 3,8 kb, tambien estaba presente. Se observd ademas que estas bandas de
adicion fueron de intensidad variable, pero en general de menor fuerza que las de
2,5 0 1,9 kb, pero de mayor intensidad que la de 1,2 kb correspondientes al ITS
Fig. 23 A. En cambio la sefal fue mas tenue en el caso de las tetraploides y
hexaploides (que incluyen al cultivar de papa Huinkul MAG, a todos los clones de
S. tuberosum ssp. andigena y al tomate estudiado). Esta disminucion general de la
intensidad sugiere que esos fragmentos podrian estar menos representados por
tratarse de especies con ploidias mayores que se estuviesen perdiendo en su
evolucion.

Otra posibilidad es que el sitio estuviera afectado por metilaciéon (en tomate
datos de secuencia (Kiss et a/, 1989) mostraron que este sitioc GAATTC esta
seguido por CG que propiciaria la metilacibn como se mencioné anteriormente).
No se observaron polimorfismos para esta banda (3,8kb), salvo su ausencia
anteriormente mencionada, y se verificO que abarca al 25S y al espaciador
intragénico (Fig 23 C).

Cuando se traté de cormridas mas resolutivas y evaluadas con la sonda
completa, pudo observarse la presencia de bandas dobles de este tamaro
aproximado (0,1 a 0,3 kb de diferencia Fig 23 E), como asi también diferencias de
intensidad entre ellas.

Explicacién de ausencia de sitios:

Cabe la posibilidad de que se sean producto de sitios de restriccion metilados en
algunas unidades. Este fenomeno fue descripto en Borisjuk et a/, 1994 para EcoRI
y cita de Gruenbaun ef a/, (1981),

El tamafo de la subunidad completa estimada (9 kb promedio), deberia

obtenerse como suma de todos los fragmentos generados por enzimas que tienen
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sitios de corte multiples en la unidad de repeticion. Sin embargo, la suma de
tamaros de los fragmentos suele sobrepasar largamente el tamario total de la
subunidad. En Borisjuk et a/l 1994, se demostré que las bandas de 26 y 2,7 kb
presentes en todas las especies que ellos analizaron (algunas de las cuales
compartimos en este trabajo), pertenecian al fragmento 25S. Esto fue comprobado
para todas las especies aqui evaluadas. De esta manera ¢! segmente mayor (27
kb) estaria generado por el sitio mas proximo al extremo 3' de la secuencia que
corresponde al 25 S (conservado en plantas dicotiledéneas y en y el de menor
tamano (2,6 kb) por el sitio que estda muy conservado en Solanaceae. Entonces la
suma de todos los fragmentos (considerando una sola de estas variantes de 2,6 y
la de 3,8) coincide con el tamarfo aproximado de la subunidad completa. La banda
que hibrida con el 25S (3,8 kb) es la suma de ITS y 25S y es monomérfica, (sin
considerar su ausencia en las dos entradas anteriormente mencionadas) y la otra

corresponde al IGS

Tabla 20: Tamaiios de los fragmentos generados por EcoRl y la sonda que corresponde al 1GS.
Se indica ademas la longitud del espaciador externo para cada individuo, calculada a partir de la
diferencia entre el tamaiio total estimado a partir de 1a digestion con EcoRV e hibridacion con ITS y
la suma de los fragmentos que corresponden a los genes propiamente dichos (no variables entre
todos los individuos).

A indica banda presumiblemente doble

B indica que el fragmento abarca al espaciador externo y al fragmento EcoRl del gen 18S.

Numero de Genotipo Fragmentos Espaciador ‘Subunidad

1 chc 6116 3,57 29 9

2 chc 4957 1 3,26 29 9

3 chc 4957 2 3,26 2,6 8,7

4 chc 4957 3 3,26 2,3 8,4

6 chc 4956 cultivo 3,26 2,8 8,9

8 chc 2955 cultivo 3,57 29 9

9 chc 2955 2 3.41 28 8,9

1 chc 5341 3,41 28 8,9
12 chc 7546 no evaluado 2,8 8,9
13 chc 7546 3 no evaluado 37y28 98y89
14 chc 7309 3,41 2,8 8,9
16 chc 4810 80 3,41 3,1 9,2
17 chc 4810 3,41 29 9

19 cmm 7310 4,04 39 10A
20 cmm 7313 4,04 39 10
21 cmm 7254 4,04 3.9 10
22 cmm 7270 4,04 3,9 10A
23 cmm 7292 4,04 3,9 10
24 ktz 4937 3,75 3,7 9.8A

25 ktz 4946 3,75 37 9.8
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0,87
0.36
0.66
0.96
0.46
0.67
0.61
0.61

0.61
0.31
0.51
0.14
0.14
0.14
0.14
0.14
0.05
0.05



Nimero de
26
27
28

30
31
32
33

35
36
37
38
39
40
41
42
43

45
46
47

49
50
51
52
53
54
85

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

72
73
74
75
76

Genotipo
kiz 4964
ktz 4971
kiz 4986
tar 5889
tar 5882
tar 5891
tar 5633

spg 6108
spg 6147
spg 4201

mga 3787

mga 4430

mga 7504

mcd 6881

med 7530

mcd 7493

mcd 4398

mcd 7634
vnt 7609

vnt 76188

vnt 7619A
vnt 7585

vrn 7614
vrn 7617
vrn 7586

ifd
grl 4837
grl 4841
grl 5421
grl 7680
grl 3804

opl 5503
opl 5476
opl 3964
opl 5478
acl 4377
acl 5756
acl 4005
acl 7648
adg 799
adg 668
adg 557
adg 493
adg 662
adg 483
adg 796
adg 7507

Hulnkul MAG
tomate
goniocalyx
verrucossum
phureja

Fragmentos
3,75
3,75
3,84
3,41
341
3.41
3.41
4,14
3,75

3,94y 3,25
3,94
3,94

484y375
3,75

5128 v 3.49
3,41
3,57
3,57

5.128
5.128
5.128
5.128

5.128
no evaluado

3,57
3,57
3,75
no evaluado
3,41
3,41
3,25
3,41
3.25
3.25
3,25
3,25
3,11
3,11
3,11
3,41
3,57
485y 3,41
3.41
3,57
3,57
3,41
3.41
3,75
3,75
3,41
3,41
3.41

Espaciador
44y37
37
37
35
35
35
2
29y24
2,9
'33y26
2,9

2,6
2,6
2,9
2,6
28
2,3
2,3
2,3
2,8
2,8
2,5
2,5
2,5
2,8
2,6

2,8
2,8
2,9

2,8
26

3,7
2,8
2,6

Subunidad
10,56y9,8

98

9,8
9,6

9,6

9,6

8,1

T 9y8Ss

9 A
9,4y87
9
9,2

~_10,1y9,2

8,7

8.7 A
8,7

8.7 A
87
9
9 A
8,7

87
8,7
9
8,9
8,7
8,7
9
8,7
8,9
8,4
8,4
8,4
8.9
8,9
8,6
8,6
8,6
8.9
8.7A
9,1
8,9
8.9
9
9,1
8,9
8.7
o1
9,8
8,9
8,7
9,1

0

0

0.05
0.14
0.09
-0.09
-0.09
1.41
0.85
.64y0.
1.04
084
.84y0.
115
0.89
0.81
0.97
0.97

0.95
0.97
115

0.81

7 0.61
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0.95
1.1
0.95
0.45
0.45
0.75
0.61
061
0.59
0.81
0.57

0.61
067
0.57
0.61
0.81
0.75
0.05
0.61
0.81
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Por lo tanto:

a) Con la excepcion del sitio del espaciador, los demas, estan conservados en
todas las especies estudiadas (siempre que el que esta ubicado en el 5' del 25S
esté sujeto a metilacion y no que se haya perdido en algunas subunidades),
concordando con Borisjuk et al 1993.

b) En S. venturnii se perdi6 el sitio EcoRl del espaciador cercano a la unidad 17S
en todos las subunidades que pudieran integrarla

c) El sitio EcoR| ubicado en el extremo 5 del gen 25S de las entradas S
commersonii (Oka 7313) y S. megistacrolobum (Oka 4430), esta en todas las
subunidades o bien hay mutaciones en las bases que siguen al sitio impidiendo su
metilacién, favoreciendo el corte por la enzima.

3.2.2. Polimorfismos de restriccion evidenciados con la endonucleasa Dral

Esta enzima posee al menos un sitio de corte conservado en la region que
codifica para el 25S, uno en el espaciador externo y otro en el interno de tomate
(Kiss et al 1989, Schmidt-Puchta et al, 1989) y en papa (Borisjuk et al 1993). En
las especies analizadas pudo observarse nuevamente la presencia de fragmentos
conservados en casi todas ellas (de 1,22 kb (ITS) y 2,68 (17S) kb) y variables de
aproximadamente 3-4kb cuando se utilizé la sonda de la subunidad completa de
trigo. Segun el mapa de restriccion citado en Borisjuk ef a/ 1993 Fig. 25, con esta
enzima se generarian 3 fragmentos, 2 de los cuales incluirian al espaciador
externo y uno al espaciador interno y el extremo 5' del 25S. Hibridando con la
sonda del 25S se comprobéd que el fragmento polimérfico corresponde a la porcién
§' del espaciador externo, que concuerda con los datos obtenidos con Bg/ll antes
mencionado, y ademas evidenciando la presencia de un sitio no descripto aun en
el género. Este nuevo sitio, se ubica a aproximadamente a 1,2 kb hacia el extremo
5°del sitio ya descripto en todas las entradas estudiadas por Borisjuk ef a/ 1994
que se encuentra hacia el 3' del IGS (las subrepeticiones internas estan hacia el
5', ver Bglll, antes). Pudo observarse también la presencia de fragmentos de
mayor tamanio (5,86 kb) en algunas de las especies estudiadas: todas las
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entradas de S. tarjense a excepcion de (Oka 5633); S. gourlayi (Oka 5421 y Oka
7680), todos los clones de S. tuberosum ssp andigena (a excepcion del clon 483),
S. goniocalyx, S. verrucosum y S. phureja (Tabla 21 y Fig. 25), sugiriendo la
perdida de algun sitio interno. La tnica explicacion vélida parece ser la pérdida del
sitio Dral presente en el espaciador externo frente al 25S, generando de esta
manera un segmento de aproximadamente 6,7 kb, que no contiene al ITS (Fig.
24).

Mediante hibridacién con la sonda ITS, se descartd que se trate del sitio
que se encuentra en el extremo §' de la zona que codifica para la subunidad 17S
(que generaria un fragmento de aproximadamente 5,2 kb que seria revelado por la
sonda ITS). Al utilizar esta sonda, también se observé que el fragmento de 1,2 kb
(constante para todas las entradas) que abarca parte del ITS1 e ITS2, en tomate
present6 un tamario de 1,3kb, probablemente debido al ITS1.

Dado que los fragmentos extras no concuerdan con los datos obtenidos de
las sumas de los fragmentos generados, fue necesario hibridar dicha membrana
con la sonda ITS, que revela Unicamente los fragmentos de 2,7 kb y 1,2 kb. Este
ultimo evidenci6 menor tamafio en tomate, sugiriendo que el ITS1 es de menor
longitud que el comrespondiente a dicho fragmento altamente conservado en el
género Solanum, que ademas se comprobé al amplificar por PCR la zona que
abarca alos ITS1 y 2 y al 5,8S (ver mas adelante).
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Fig. 24: Esquema de los sitios Dral de la subunidad repetitiva de los genes ribosomales de
Solanum
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Tabla 21: Tamaiios de los fragmentos de restriccién generados por Dral e hibridados con la sonda
completa de la subunidad de trigo (pTA71) y con el fragmento que abarca una porcion del 3' del

258 de trigo.

Numero

1
2
3
4
6
8

9
11
12
13
14
16
17
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
a1
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
63
54

Genotipo
chc 6116
chc 4957 1
chc 4957 2
chc 4957 3

chc 4956 cultivo
chc 2955 cultivo

chc 2955 2
chc 5341
chec 7546

chc 7546 3
chc 7309

chc 4810 80
che 4810

cmm 7310

cmm 7313

cmm 7254

cmm 7270

cmm 7292
ktz 4937
ktz 4946
ktz 4964
ktz 4971
ktz 4986
tar 5889
tar 5882
tar 5891
tar 5633
spg 6108
spg 6147
spg 4201

mga 3787

mga 4430

mga 7504

mcd 6881

med 7530

mced 7493

med 4398

mcd 7634
vnt 7609

vnt 76188

vnt 7619A
vnt 7585
v 7614
vrn 7617
vrn 7586

ifd
grl 4837
grl 4841
gri 5421

Fragmentos
3,94
3,57

3,84y3,57
3,66
3,57
3,84y3,66
3,57
3,75
3,57y3,40
3,75y 3,48
3,57
3,66
3,57
4,14
3,94
3,94
4,14
3,94
3,75y 3,48
3,75y3,57
3,75y 3,40
3,75y3,40
3,57
5,80
6,20y 3,13
6,60y 3,47
3,48
4,30y 3,65
4,14
4,14y 3,48
4,14
4,14
484y375
3,75
3,65
3,65
3,75
3,48
3,75
3,75
3,48
3,24
3,48
3,48
3,48
(7,12 y 6,20) 3,24
3,13
3,13
6,20y 3,13

Fragmentos

2,68y1,22

sin 2,68
268y 1,22

Suma
7,84
7.47

7,74y7,47
7,56
7.47

7,74y7,56
7.57
7,65

7,56y7,30

| Subunidad

765y 738

7,47
7,56
7,47
8,04
7,84
7,84
8,04
7.84
7,65y 7,38
7,65y 7,47
7,65y7,30
7,65y 7,30
7,47
7,02

7,38
8,22y 7,55
8,04
8,04 y 7,38
8,04
8,04
8,74y 7,65
7,65
7,55
7,55
7,65
7,38
7,65
7,65
7,38
7.14
7,38
7,38

738 .

7,03
7,03

87
8,4
8,9
9
8,9
8,9
8,9
9,8y 8,9
8,9
9,2
9

10

10
10
10*
10
98"
9,8
10,5y9,8
9,8
9,8
9,6
9,6
9,6
8,1
9y8,;5
gt
94y87
9
9,2
10,1y9,2
8,7
87*
8,7
87"
8,7
9
9'
8,7
8,7
8,7
9
8,9
8,7
8,7
9
8,7
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Nuamero Genotipo Fragmentos Fragmentos Suma Subunidad

55 grl 7680 (6,64 y 4,56) 3,24 8,9
56 grl 3804 321 7,11 8,4
57 opl 5503 8.4
58 opl 5476 3,21 7,11 84
59 opl 3964 3,12 7,02 8,9
60 opl 5478 321y2,51 7,11y6,41 8,9
61 acl 4377 2,90y2,63 6,80y6,53 8,6
62 acl 5756 2,90y 2,51 6,80y 6,41 8,6
63 acl 4005 3,05y2,63 6,95y6,53 8,6
64 acl 7648 321y2,63 7,11y6,53 8,9
65 adg 799 567y312 8,7*
66 adg 668 567y337 9,1
67 adg 557 567y3,37 8,9
68 adg 493 567y337 8,9
69 adg 662 5,67y3,55 9
70 adg 483 3,65 7,45 9,1
71 adg 796 5,67 8,9
72 adg 7507 567y3,21 8,7
73 Huinkul MAG 6,24y 3,55 9,1
74 tomate 3,37 8in2,68y1,3 9,8
75 gonio 6,24y 3,57 8,9
76 verrucossum (7,63 6,24 4,39) 3,37 8,7
7 phureja 531y3,21 9,1

De la tabla se desprende que hay un fragmento de aprox 1-2 kb que no se
detecta y que posiblemente corresponda al IGS, y que por falta de homologia con

trigo no se manifieste.

3.3 Polimorfismos en el espaciador intragénico

La determinacion del polimorfismo de estos fragmentos fue estudiada en
profundidad en el caso de hongos (White et al, 1990). Basandose en estos
estudios, se disefaron oligonucledtidos adecuados para amplificar a los
espaciadores ITS1 e ITS2 y el gen de 5,8S. Para ello se compararon las
secuencias de oligonucleétidos disefados para hongos con las secuencias de los
genes ribosomales descriptos en el banco de genes para varias especies
vegetales (trigo, cebolla, tomate, poroto) para asi estudiar su grado de
conservacion y la factibilidad de uso para estudios similares en plantas.

La movilidad electroforética de los productos de amplificacion se analiz6 en
geles de agarosa teftidos con bromuro de etidio (ver MyM) y los resultados
obtenidos se muestran en la Fig. 26 A. En algunas de las muestras se observo la
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presencia de 2 bandas con aproximadamente 120 bases de diferencia pero en
todos los casos, esta segunda banda (de menor tamarno) no hibridé con la sonda
correspondiente (pTA71) por lo que no se considerd entonces para su estudio
(Fig 26 B). En ninguno de los casos se observo diferencias en el tamafno de
dichas bandas (641 pb) , evidenciando un alto grado de conservacion de dicho

fragmento en todos los individuos y especies estudiados.

Fig. 26 A: Amplificacion de los ITS de especies de Solanum mediante PCR en geles de agarosa
teflidos con bromuro de etidio. Los marcadores de peso molecular se indican con M.1:tar, 2: kiz;
3:Marys Beard; 4: King Edward; 5: Man s Pip' er; 6:Spunta; 7: Huinkul MAG; 8:Serrana; 9:Baraka;
10,11:Adg; 12: acl; 13: grldx; 14: opl6x; 15: opl2x; 16,17:chc; 18: vrn; 19: spg; 20: mga; 21:mcd; 22:
cmm. P: Prosopis

M 34567891011121314131617181920 21 22 M

S AN T B RS TR P e e e e

Fig. 26B: Autorradiografia de los ITS hibridada con pTA71. Las flechas indican el fragmento de 641
pb.
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4. Andlisis y cuantificacion de la variabilidad genetica en Solanum

basandose en marcadores moleculares selectivamente neutros

Para la evaluacién y caracterizacion de la variabilidad genética existente
en el germoplasma, y para la cuantificacion del grado de similitud existente entre
las distintas entradas del banco de germoplasma, y obtencion de una
identificacion genotipica especifica (documento de identidad genética para su
inclusidon en la base de datos del banco de germoplasma) para cada entrada se
utilizaron diferentes tipos de marcadores moleculares capaces de detectar
distintos mecanismos de mutacion. Como se explica en la introduccién, los RFLP
fueron, tradicionalmente, los marcadores mas utilizados para estudiar la
evolucion y mapas comparativos (sintenia evolutiva) en Solanaceae y se cuenta
con una gran cantidad de sondas publicas ubicadas en los cromosomas
respectivos y caracterizadas tanto en la especie de referencia (tomate, L.
esculentum) como en papa (S. tuberosum). Detectan, fundamentalmente,
cambios estructurales como son deleciones, inserciones, inversiones, etc. Las
sondas utilizadas en este trabajo fueron casi todas "andnimas" por lo que no se
sabe si corresponden a genes, aunque aun en este caso, lo mas probable es que
las variaciones alélicas detectadas correspondan a cambios en secuencias no
codificantes (neutras desde el punto de vista selectivo). No se puede descartar
que algun locus en particular tenga una dinamica evolutiva propia. Los AFLP
detectan, fundamentalmente, mutaciones de punto, ya sea en el sitio de
reconocimiento de las enzimas EcoRl o Msel como en cada uno de los 3
nucledtidos diferenciales ubicados en el extremo 3' del primer de amplificacion.
Los microsatélites detectan mutaciones fundamentalmente causadas por el
fendbmeno de deslizamiento de la ADN polimerasa en secuencias altamente
repetitivas o debidas a entrecruzamiento desigual.

4.1. RFLP
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Se eligieron RFLP representativos de una muestra de /oci dispersa en el
genoma. Para ello se usaron 15 sondas caracterizadas y utilizadas previamente
para la construccién del mapa comparativo de papa y tomate (ver Materiales y
Métodos) y que hibridan con secuencias genémicas de bajo numero de copias
localizadas en 12 grupos de ligamiento basicos. Se observaron en promedio 20
bandas por genotipo diploide, y 24,1 bandas por genotipo poliploide. Si bien el
ANOVA no detectd diferencias significativas entre ambos grupos de citotipos,
debido a la gran varianza de los datos (se agruparon numeros de alelos de
distintas especies y ademas con sistemas reproductivos diferentes y posiblemente
evolucioén diferencial de los genomios que integran a los poliploides), se detectaron
en algunos casos mayor numero de bandas en las especies poliploides que en las
diploides. Esto sugiere que se detectan los homeoalelos, fundamentalmente en S.
tuberosum ssp andigena. Tabla 22.

Los ADNs de las distintas entradas se digirieron separadamente con las
endonucleasas de restriccion EcoRl, EcoRV y Dral, se transfirieron a membranas
que fueron hibridadas con cada una de las sondas para luego ser lavadas y
rehibridadas con la sonda siguiente.

Los ensayos previos con 3 genotipos de papas diploides digeridos con 3
enzimas de restriccion de forma independiente (EcoRl, EcoRV y BamHl) e
hibridadas con 51 sondas de bajo numero de copias de la genoteca de tomate
revelaron la siguiente informacion:

El grado de polimorfismo encontrado por sonda resulté ser alto. Sobre un
total de 51 sondas analizadas, los porcentajes encontrados fueron los siguientes:

e 10% correspondié a sondas que revelaron bandas monomérficas con las tres

enzimas analizadas.

e 24% correspondid a sondas que revelaron polimorfismos con una unica

enzima. |

e 27% correspondié a sondas que revelaron polimorfismos con 2 enzimas.

e 39% correspondié a sondas que revelaron polimorfismos con las 3 enzimas.
La mayoria de las sondas se selecciond segun su distribucidon en el

genoma, segun las observaciones recientemente mencionadas y segun la
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facilidad de su lectura. Todas ellas fueron polimérficas y mostraron un promedio
de 4-5 bandas-marcadores polimoérficos por sonda. Se detectaron solamente 5
bandas monomorficas en todo el analisis. |

Dado que un gran porcentaje (76%) de las sondas evidencid polimorfismos
con mas de una enzima, esto indica que los RFLP estan detectando
principalmente rearreglos del tipo estructural como deleciones, inserciones,
translocaciones o inversiones, mas que mutaciones de punto que eliminen o
generen sitios de restriccion. Este fendbmeno también esta descripto en otros
géneros, como en Sorghum, Zea, (Lijavetzky, 1997 y Lijavetzky, comunicaciéon
personal), Triticum (Feingold, 1998). A continuacion se muestra una
autoradiografia que revela los polimorfismos hallados con tres genotipos (S.
goniocalyx, S. phureja'y S. verrucossum), con tres enzimas de restriccion (EcoRl,
EcoRV y Hiindlil).

con tres sondas distintas.

El  EV HII El EV  HIll El  EV  HIl
GPVGPV GPV GPV GPV GPV GPV GPV GPV

Las 15 sondas, generaron entre 60 y 93 marcadores polimérficos (4-5
marcadores/sonda). En la Fig. 27, se muestra a modo de ejemplo, los patrones
de todos los genotipos después de la hibridacidon del DNA gendmico de cada
entrada (digerido con Dral), con la sonda TG510, que fue una de las que reveld

mayor grado de polimorfismo.

4.1.1. Construccion de la Matriz Basica de Datos
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Las bandas RFLP observadas fueron codificadas como presentes o
ausentes en una matriz basica de datos (MBD) (Fig. 28) en donde se registran las
Unidades Taxondmicas Operativas (OTUs) en un eje y las variables en el otro.
(ver esquema de generacion de datos en Materiales y Métodos, Fig. 9). Se utilizé
una unica combinacién de sonda-enzima, para evitar la redundancia de los datos
generados.

Fig.27: Autorradiografia de las especies de Solanum.

Los ADNSs de todos los genotipos fueron digeridos con Dral, transferidos a una membrana de nylon
e hibridizados con la sonda TG510 marcada con dig-UTP. Se pueden observar las bandas
polimoérficas M: patron de ADN del fago Lambda digerido con Hindlll. A: chc, B: cmm; C: ktz; D:tar;

E: spg; F: mga; G: mcd; H vnt; I: vin; J: ifd; K: gon; L: verr; M: phu; N: grl; O: opl; P: acl; Q: adg; R:
Huinkul; S: tomate. *ADN control. Con flechas se indican los distintos marcadores polimoérficos
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4.1.2. Namero de alelos presentes en las entradas

Como puede observarse en la tabla 22, un gran nimero entradas (45% de
los datos de todo el grupo) resultaron con una unica banda (resaltadas en negrita).
Se calculdé el grado de homocigosis minimo a partir de estos datos, para las
especies diploides estimandose que el mismo fue de 47,9%, 33,7% y de 31% para
los citotipos diploides, tetraploides y hexaploides respectivamente. Este resultado
(que los poliploides en su conjunto posean menor porcentaje relativo de
homocigosis) no es el esperado, considerando el tipo de reproduccion que poseen
estas especies, que son fundamentalmente autégamas. Sin embargo este calculo
adolece de algunos errores debido a que se estan evaluando bandas (ya que no
se cuenta con ensayos de progenies para determinar el estado de los /oci) y en
caso de detectarse homeoalelos, que pueden estar en homociogosis, no se
computan, por lo tanto se subestiman enormemente estos datos en las ploidias
superiores a 2. Debido a que fueron analizados 15 loci, éstos pueden no ser
suficientemente representativos del comportamiento del total del genoma.
Ademas, la precisién de la estimacién es distinta segun el grupo siendo mayor en
el caso de los diploides, ya que en los poliploides, la contabilizacion de los
homeoalelos disminuye el valor calculado dado que se considera heterocigosis a
variaciones debidas al mismo /ocus cuando son debidas a /oci ubicados en los

cromosomas homeélogos.
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%hom2 Band tot

Nroloci % homt

no nulo

Alel

479(3) 482(10) 408(10) 444(6) 441(5) S10(8) 574(4) 480(2) 245(1) 473(12) 482(6) I3(11) 18X(7) 419(5) 404(9)

hom
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3
3
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4.1.3. Indices de contenido polimérfico de cada sonda de RFLP.

El grado de polimorfismo capaz de detectar un marcador molecular
determinado, esta dado por la férmula que se describe en Materiales y Métodos:

PIC=1-Zpi?
Se calcula para cada locus la frecuencia (pi) de cada alelo en todos los

genotipos.

Se considera que los marcadores mas informativos son aquellos que, entre
otras propiedades, poseen un alto valor de PIC, lo que se asume como una
medida de la capacidad de detectar la variabilidad en la muestra. Sin embargo,
esta afirmacion debe analizarse con cuidado dado que existen una serie de
elementos condicionantes. Uno de los condicionantes es que los valores absolutos
no son directamente comparables entre diferentes especies porque se corre el
riesgo de ignorar la influencia de las diferentes modalidades reproductivas
(autogamia, reproduccion clonal, etc.), por ejemplo. En este contexto, los valores
tomados globalmente pueden adolecer de errores dado que se trata de un grupo
de especies heterogéneas. Por otro lado, se pueden cometer errores de falta de
independencia al asumir que cada banda pertenece a un /ocus diferente, y eso no
siempre es cierto, particularmente cuando hay més.de dos bandas que hibridan
con la misma sonda ya que las bandas generadas por una sonda suelen estar
adyacentes en el ADN de un mismo cromosoma (ver fig. 4). Asumiendo estos
errores, se calcularon los PIC para cada sonda en particular agrupando las
especies segun los niveles de ploidia. En la tabla 23, se puede apreciar, que los
valores oscilaron desde 0,04 (TG 574) hasta 0,98 (TG 510) para los citotipos
diploides, y de 0,03 (TG 245) a 0,93 (TG 473) en los poliploides, evidenciando /oci

muy polimérficos y otros con menor grado de polimorfismo.
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Tabla 23: Estimacion del indice de Contenido Polimérfico de cada sonda de RFLP. En la
primera columna se indican las sondas evaluadas, en la segunda, el valor de PIC de los citotipos
diploides y en la tercera, el valor de PIC de los citotipos poliploides. En al pendltima fila se indica el
promedio y las desviaciones estandar de los valores de PIC de las sondas evaluadas y en la Gltima
el valor de PIC promedio y desviaciones standard de todas las bandas, calculado suponiendo que
cada una de ellas fuese un locus.

sonda PIC 2x PIC Poliploides
tg479 0,320 0,062
tg482 0,29 0,87
tg510 0,98 0,88
tg574 0,04 0,87
tg441 0,46 0,84
tg444 0,29 0,81
tg408 0,69 0,74
tgd79 0,32 0,06
its 0,94 0,67
tg245 0,39 0,03
tg473 0,39 093
tg393 0,43 0,04
tg183 0,13 0,004
tg404 0,44 0,46
Promedio y desv. std 0,44 10,268 0,52+0,388
Total 0,2410,149 0,27+0,136

4.2. AFLP

Con las 4 combinaciones de primers EcoRI/Msel con tres nucledtidos
selectivos (+3) utilizadas (ver Materiales y Métodos) se obtuvieron 251 bandas
(62 bandas en promedio por combinacién de "primer") considerando a todos los
individuos independientemente del nivel de ploidia. Las mismas fueron evaluadas
como 251/oci sin considerar posibles alelismos, a pesar de que estos no pueden
ser descartados. Todas las combinaciones produjeron marcadores polimorficos
(entre todos los individuos). Como testigos de las corridas electroforéticas y para
una buena evaluacion de las bandas, se repitieron 3 individuos cada 10 o 15
calles. Se incluyeron en el andlisis todas las bandas existentes, monomérficas y
polimorficas, reflejando mas realmente la variabilidad relativa existente entre los
genomas (Fig. 29).
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Fig. 29: Gel de AFLP de las especies analizadas teiido con nitrato de plata, se muestra el patron
de bandas generado mediante la combinacion de primers E32M32. Se indican bandas
caracteristicas de la especie S. commersonii. A: chc, B: cmm, C: ktz; D: tar; E: spg; F: mga; G:
mcd; H: vnt; I: vrn; J: ifd; K: gon; L:iverr; M: phu; N: gr; O: opl; P: acl; Q: adg; R: Huinkul y S:
tomate.

A B C D EF 'G H IJ N KM O P Q RS
: m

4.2.1. Construccién de la Matriz Basica de Datos

Las bandas AFLP observadas fueron codificadas como presentes o
ausentes en una matriz basica de datos (MBD) (Fig. 30) en donde se registran las

Unidades Taxonémicas Operativas (OTUs) en un eje y las variables en el otro.
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4.2.2. Numero de /oci polimérficos por entrada

En la Tabla 24 se indica el numero de bandas presentes (computadas
como alelos dominantes) para cada uro de los 251 Joci evaluados con cada
combinacioén de oligonucledtidos selectivos +3. Si bien el numero total de loci
evaluados fue de 251, el numero de bandas visibles para cada entrada fue de 75
por genotipo (en promedio). No se observaron diferencias significativas entre el
namero de bandas presentes en los genotipos diploides y los poliploides,
fendmeno inesperado ya que se supone que este parametro esta intimamente
asociado al tamario del genoma. Por el contrario, el promedio de bandas de los
genotipos diploides fue de 81,8 + 16,48 y el de los poliploides fue de 58,2 + 25,72
bandas por genotipo (para evitar errores en estos calculos se eliminaron los datos
de las combinaciones de oligonucledtidos que tuvieran mas de un 10% de datos
perdidos). Estos resultados podrian estar indicando:

a) que los genomas de los cromosomas homedlogos no serian lo suficientemente
distintos entre si como para generar bandeos diferenciales, evidenciando una
reciente historia evolutiva;

b) que en los genotipos diploides tienen una extensa historia evolutiva con
aparicion de variantes especificas reflejadas por numerosas bandas unicas (en
la tabla 44-45 anal de variables AFLP) se observan al menos 21 bandas unicas

para los genotipos diploides mientras que s6lo hay 5 para los poliploides).
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Tabla 24. Namero de bandas de cada genotipo por combinacion de oligonucleétidos selectivos +3
de AFLP. En la primera fila se indica el nimero de Joci de cada combinacion, en la segunda el
nombre de los oligonucledtidos +3 utilizados. En la primera columna se detallan las entradas
analizadas y en la ultima el total de bandas por genotipo. En negrita se resaltan los genotipos que
tuvieron mas de un 10% de datos perdidos.en algunas de las combinaciones de oligonucledtidos
ensayados.

Nrodeloci 60 79 54 100 251
Comb e32m31 e32m32 e38m42 e43m37  total
Chc6116 17 33 14 24 88
Chc49571 17 40 17 26 100
Chc49572 17 41 16 26 100
Chc49573 18 41 16 25 100
Chc4957c 18 43 16 25 102
Chc5611m 20 26 13 25 84
Chc2955¢ 18 30 1 23 82
Chc29552 14 20 8 15 57
Chc5341m 18 24 6 7 55
Chc7546 15 26 1 27 79
Chc75463 16 30 10 10 66
Chc73091 19 24 16 21 80
Chc48108 6 1 1 3 11
Chc4810 13 33 12 25 83
cCmm7310 17 31 16 31 95
cmm7313 17 33 19 30 99
cmm7254 16 38 19 30 103
Cmm7270 16 3 19 30 96
cmm7292 16 34 8 6 64
Ktz4937 16 35 7 4 62
Ktz4946 17 34 14 27 92
Ktz4964 17 37 16 26 96
Ktz4971 17 40 19 27 103
Ktz4986 19 34 14 24 91
Tar5889 16 29 15 26 86
Tar5882 12 27 17 22 78
Tar5891 13 40 16 25 94
Tar5633 14 33 14 24 85
Spg6108 14 28 16 27 85
Spg6147 17 27 15 27 86
Spg4201 15 30 15 25 85
Mga3787 8 31 15 22 76
Mga7504 8 25 17 20 70
Mcd6881 14 32 15 24 85
Mcd7530 14 29 15 27 85
Mcd7493 13 25 9 5 52
Mcd4398 13 29 18 27 87
Mcd7634 13 26 19 23 81
Vnt7609 15 22 16 24 77
Vnt7618b 18 21 17 24 80
Vnt7619a 18 19 15 25 77
Vnt7585 19 27 16 27 89
vm7617 16 25 17 26 84
Ifd 13 28 9 18 68
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Nro de /oci
Comb
Gonio
Verru
Phur
Gri4837
Gri5421
Gri3804
Opl5476
Opl3964
Opli5478
Acl4377
Acl5756
Acl4005
Acl7648
Adg799
Adg668
Adg557
Adg493
Adg662
Adg483
Adg796
Adg7507
Huinkul
Tomate

4.2.3. indice de contenido polimérfico promedio por combinacién de

60 79 54 100
e32m31 e32m32 e38m42 e43m37
22 25 16 26
13 30 1 22
23 25 21 27
11 27 8 25
13 20 9 18
11 10 3 7
8 16 3 4
7 17 8 5
7 1 2 3
10 23 17 13
14 29 17 19
11 23 17 17
12 24 17 18
12 23 21 17
13 12 14 11
12 9 12 12
12 10 6 4
12 16 12 16
23 27 18 20
20 a3 19 21
23 33 20 22
23 39 16 25
10 27 12 20

oligonucleétidos selectivos

251
total
89
76
96
71
60
31
31
37
23
63
79
68
71
73
50
45
32
56
88
93
98
103
69

Se calculé el indice de contenido polimérfico promedio por combinaciéon de

oligonucledtido selectivo +3 para los citotipos diploides y poliploides. Se

consideraron en este caso unicamente las bandas polimoérficas. En la tabla 25 se

describen los valores calculados y sus desviaciones estandar. No se observaron

diferencias significativas entre los distintos citotipos. Los valores descriptos de 0,3

para estos analisis resultaron comparables a los obtenidos en cultivares de papa y

especies de soja (Milbourne et al, 1997, Powell et al 1996) pero superiores a los

obtenidos en variedades de soja cultivada (Giancola, 1998).

139



Tabla 25: Indices de contenido polimédrfico promedio de las distintas combinaciones de

oligonucledtidos selectivos +3 de AFLP. En la dltima fila se indica el valor promedio de las cuatro
combinaciones utilizadas y su desvio estandar.

Comb. de primer
e31m32
e32m32
e38m42
e43m37

Promedio

4.3. MICROSATELITES

2x
0,304 +0,130
0,342 £0,144
0,276 10,143
0,279 +0,143
0,300+0,03

4x
0,296 10,143
0,306 +0,140
0,356 +0,128
0,303 +0,147
0,33410,02

Se analizaron 7 microsatélites que fueron desarrollados por el SCRI

(Scottish Crop Research Institute) y su secuencia aun no esta publicada. Si bien

el nUmero de combinaciones de oligonuclebtidos fue, como se menciona, de 7, el

numero total de /oci analizados fue mayor porque, en algunos de los casos hubo

combinaciones que fueron capaces de amplificar mas de un locus gendémico

(multilocus).

En la Fig. 31, se muestra a modo de ejemplo, los patrones de todas las

entradas de papa obtenidos del estudio del locus SO24, donde se observa la

presencia de 17 alelos, diferentes.

Fig.31 Patron de bandas del microsatélites SO24 en el germoplasma de Solanum. Las
amplificaciones y electroforesis se efectuaron como se indica en Materiales y Métodos. El gel
resultante se revel6 con Nitrato de plata. A: chc, B: cmm, C: ktz; D: tar; E: spg; F: mga; G: mcd; H:

vnt; I: vn; J: ifd; K: gon; L:verr; M: phu; N: gr; O: opl; P: acl; Q: adg; R: Huinkul y S: tomate.

G H

I JKLM N (o]
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4.3.1. Construccién de la Matriz Basica de Datos

perdidos (5) en una matriz basica de datos donde cada alelo fue considerado
como una variable (Fig. 32). Del mismo modo que con las técnicas anteriores, se

ingresaron los datos al programa NTSys para construir las matrices de similitud y

Los datos se codificaron como bandas presentes (1) o ausentes (0) y

los dendrogramas (ver Materiales y Métodos).

El grado de polimorfismo encontrado por locus (combinacion de

oligonucledtidos) resulté ser relativamente alto. EI nimero de alelos por cada

combinacién de oligonucledtidos fue entre 4 a 34 (sin considerar la existencia de

multiloci) y considerando a todos los genotipos. (ver mas adelante Tabla 30).

Fig. 32: MBD de Microsatélites de todos los genotipos. Se especifica, en la primera fila los
nombres de los Joci,. En la segunda, el niumero de vanable (banda) segin su tamaiio. En la
primera columna se detallan las OTUs. Los cédigos, (1) comesponden a presencia de la banda,

(0) ausencia de la banda, (5) dato perdido.
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Spg6108 0000000000 101000000000000000000000 000000001 100000 00010000000001 0001000000000001 1
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Spg4201 0000 100000000000000000000000000000 000000001 100000 0000000000 10000000000000000001 1
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Mcd7634 00000000000000000 1000000000001 0000 100000000000000 00000000000000000001001 00000001
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4.3.2. Variabilidad de los microsatélites

En la tabla 26 se detallan las (alelos) generados por cada microsatélite en
todos los genotipos evaluados. Puede verse que en algunos casos, el numero de
alelos super6 al maximo esperado para el caso extremo de heterocigosis,
sugiriendo la existencia de microsatélites multiloci. A continuacién se describen
observaciones particulares de cada microsatélite en las respectivas entradas.

El porcentaje de homocigosis de todos los individuos respecto de los 7 loci
evaluados, fue de 45,4%. Para los citotipos diploides fue de 47,9%; 40 para los
tetraploides y 47,6 para los hexaploides. Dicho porcentaje se evalu6 considerando
que la existencia de una banda unica, se debe al estado de homocigosis de dicho
focus, si bien se sabe que podrian existir alelos nulos. Sin embargo, esta posible
fuente de error es minima ya que los alelos nulos pa}a microsatélites se toman en
cuenta unicamente en determinadas situaciones, dado que no necesariamente
reflejan la ausencia del lucus (las SSR o repeticiones en tdndem) sino a que las
secuencias adyacentes que se aparean al oligonucleétido pierden su
complementaridad por mutaciones puntuales (cuyo mecanismo de aparicion es
distinto al de los alelos SSR). Otra fuente de error, especifica para los poliploides,
es la subestimacion de la homocigosis debido a la presencia de los homeoalelos.
Como se mencion6 anteriormente para el calculo de homocigosis con datos de
RFLP, no se cuenta con ensayos de progenies para verificar dichos estados.

e Microsatélite SO24:

La mayoria de las entradas de S. chacoense resultaron heterocigotas para
este locus, igual que S. spegazzinii y S. microdontum dentro de las diploides, y
dentro de las poliploides, se detectaron 2 alelos u homeoalelos en algunas
entradas de S. gourlayi y S. tuberosum ssp. andigena y S. oplocense y un unico
alelo en todas las entradas de S.acaule .

e Microsatélite SO06:

En la mayoria de los casos de detectd un alelo por entrada.

Excepcionalmente se detectaron 2, como por ejemplo algunas entradas de S.
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commersonii, S. spegazzinii y S. tuberosum ssp andigena. En cambio se
detectaron alelos nulos en todas las entradas de S. microdontum.
e Microsatelite SO09:

La mayoria de las entradas diploides resultaron heterocigotas, aunque no
puede descartarse que sea un multiloci (dos) ya que varias veces se observaron 3
alelos en las diploides y hasta 5 o 6 en las poliploides. También se detecté la
presencia de alelos nulos en todas las entradas de S. chacoense y en casi todas
las de S. commersonii.

e Microsatélite SO10:

Dado el elevado numero de bandas por cada entrada, se estima que
posiblemente se amplifiquen al menos 3 /oci diferentes. Por ejemplo, S. chacoense
6116 (Tabla 26, fila 1,col SO10), presentd 5 bandas, al igual que S. kurtzianum
4964, S. spegazzinii 6108, S. microdontum 4398, S. ventuni 7585 (tabla 26, fila
26, 33, 42 y 47, col SO10, respectivamente) y con 6 bandas S. spegazzinii 6147,
4201 y S. vemei 7617 (Tabla 26, fila 34, 35 y 49,col SO10, respectivamente);
entre las especies diploides. Entre las poliploides, hubo hasta 7 bandas en S.
gouriayi 3804 (Tabla 26, fila 56,col SO10) y en el resto distintos valores, hasta 1
banda por entrada como en S.acaule 7648 (Tabla 26, fila 64,col SO10) y S.
oplocense 3964 (Tabla 26, fila 59,col SO10).

e Microsatélite SO11:
Se encontré en estado de homocigosis en casi todas las entradas diploides,

con algunas excepciones en S. chacoense, S. kurtzianum, S. spegazzini y todas
las entradas de S. microdontum. En casos aislados se detectaron 3 bandas entre
los diploides. En cambio, se detectaron homeoalelos en varios de los genotipos
tetraploides.

e Microsatélite SO15:

Esta combinacion de primers no produjo buenas amplificaciones en muchos
de los genotipos diploides, (posiblemente debido a cambios en la secuencias
nucleotidicas adyacentes a los microsatélites haciendo que no sean
completamente complementarias a los oligonucleétidos usados en la deteccion),
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pero si en los tetraploides, detectandose en muchos de los casos 4 y 5 bandas,
indicando alto grado de heterocisgosis de los homeoalelos y entre si.

e Microsatélite SO16:

Se evidencié como homocigota en casi todos los genotipos diploides, y en algunos
genotipos tetraploides. En algunos casos se detectaron 2 bandas, que

seguramente son homeoalelos.

4.3.3. indice de contenido polimérfico por combinacion de oligonucleétidos.

Recordando que el grado de polimorfismo que es capaz de detectar un
marcader molecular determinado. esta dado por la formula que se describe en
Materiales y Métodos para cada locus.

PIC=1-2pi?,
donde pi es la frecuencia de cada alelo en todos los genotipos.

Se calcularon dichos indices para cada microsatélite y sus valores se
detallan a continuacion en la tabla 27. Esos valores se computaron suponiendo un
locus por combinacidn de oligonucledtidos, por lo tanto, hay valores que
sobreestiman el célculo. Los indices variaron de 0,0495 (S026) a 0,90 (S0O15)
dentro de los genotipos diploides; y de 0,0495 (S0O26) a 0,795 (SO15), para los
poliploides.

Tabla 26. Detalle del nimero de alelos de cada OTU con los distintos microsatélites. Se resaltan
en negrita los que revelan a mas de un locus. *multilocus. En la primera fila se describe el numero
de Joci estimado, en la segunda, los nombres de los microsatélites. En cada columna se indica el
namero de bandas observadas, con p se indica el dato perdido, y nulo indica la ausencia de
banda. En la pentltima columna se indica el nimero putativo de alelos homocigotas de cada locus
y en la ultima se registran los porcentajes estimativos de homocigosis de cada entrada calculados

relativas al nimero de /oci que resultaron con ampilificacion. Se consideré que cuando hubo una
unica banda presente (1 en la tabla) se trata de un locus homocigota.

Diploides

Nro locl estim 1 1 2 3 22 3 1

Microsatélite 24 6 9 10* 1" 15 26 hom %hom
1 chc6116 1 1 nulo 5 1 p 1 4 80
2 chc49571 2 1 nulo 4 1 p 1 3 60
3 chc49572 2 1 nuio 3 1 2 1 3 50
4 chc49573 2 1 nulo 3 p 2 1 2 40
6 chc4957¢ 2 1 nulo 4 1 2 1 3 50
7 chc5611m 2 1 nulo P p p 1 2 33
8 chc2955¢ 2 1 nulo 3 1 P 1 3 60
9 chc29552 2 1 nulo 4 1 p 1 3 60
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Tabla 27: Indices de polimorfismos detectados en los genotipos de Solanum.
En Ia primera columna se indica el nombre del microsatélite. En la segunda y tercera, se indican los
indices en cada grupo de ploidia.

Denominacién Diploides Poliploides

§015 0.90 0.795
SO08 0.736 0.2075
§024 0.679 0.468
§026 0.0495 0.04069
SO11 0.898 0.454
SO06 0.891 0.675
SO10 0.885 0.408

De estos resultados puede observarse que los microsatélites mas
apropiados para la discriminacion de estos taxones son: SO15, SO06 y SO10, que
son los que muestran un mayor indice en ambos grupos de citotipos. En cambio el
S026 no tiene utilidad mas que para diferenciacién por los bajisimos valores que

se observan.

4.4.Comparacion de la eficiencia relativa de los distintos marcadores

moleculares empleados para detectar variabilidad genética en papa

Para evaluar la capacidad relativa que tienen los distintos marcadores
moleculares en el estudio de la variabilidad genética se necesita, al menos, que se
cumplan estos dos aspectos: capacidad para detectar la variabilidad genética
(indices de contenido polimérfico) y capacidad de los diferentes ensayos para
determinar la relacién genética entre los genotipos.

Para el caso de RFLP y AFLP cada banda fue considerada como
perteneciente a un Jocus simple e independiente, mientras que para SSR
(marcadores de visualizacion co-dominante) cada combinacion de “primers’ fue
considerada como un Jocus simple (e independiente). Con el fin de evitar
alteraciones de los indices de polimorfismo por la inclusiéon del grupo de control
externo tomate (en diploides y poliploides) y del cultivar Huinkul MAG (entre los
genotipos diploides), los mismos fueron excluidos del calculo antes mencionado.
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Considerando el resultado de la utilizacion de 15 sondas seleccionadas de
RFLP, se produjo un total de 93 y 60 productos de digestion claramente visibles
para los citotipos diploides y tetraploides respectivamente, con un promedio de 6 y
4 bandas por ensayo para cada grupo de ploidia. Del total de bandas generadas,
s6lo 6 fueron monomdficas (aproximadamente el 93% y 90% evidenciaron
polimorfismos para sendos grupos respectivamente).

Utilizando 4 combinaciones de “primers” con la técnica de AFLP, se
obtuvieron 244 y 144 productos totales diferentes para citotipos diploides y
poliploides respectivamente, con un promedio de 61 y 36 bandas por combinacion
de “primers” para cada grupo de ploidia, de las cuales el 97% y 89% evidenciaron
polimorfismos.

Los 7 SSR analizados, mostraron 132 y 83 productos diferentes para
citotipos diploides y poliploides respectivamente, con un promedio de 188 y 11,8
bandas por ensayo para cada grupo, de las cuales el 99% evidenciaron
polimorfismos en ambos grupos.

El hecho que el nimero de bandas generadas mediante las tres
herramientas haya sido inferior en los genotipos poliploides respecto al de los
diploides, fue debido a que la entre los genotipos diploides, existieron muchas
bandas raras y unicas, que al momento del cdmputo de bandas totales, fueron
consideradas incrementando dicho valor. Por este motivo, cuando se computaron
el total de bandas por genotipo, (no en grupos) este fenémeno no fue observado.
En la tabla 28 se resumen los resultados obtenidos con las distintas herramientas

moleculares empleadas.
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Tabla 28: Caracteristicas de los ensayos realizados A: Especies diploides B: Especies poliploides.
En la primera columna se indica la técnica utilizada. En la segunda, el numero de ensayos
realizados con cada herramienta; (en el caso de RFLP y SSR, estos valores se aproximan al
numero de /oci evaluados). En la tercera, el nimero de marcadores totales generados (nimero de
alelos (o loci) detectados en todo el grupo), en la cuarta, el numero de marcadores que resultaron
polimérficos, en la quinta, la efectividad de cada técnica representada por el nimero de bandas por
ensayo y en la sexta, el porcentaje de marcadores polimorficos.

A: diploides
# # BANDAS # BANDAS BANDAS POR %POLIM
ENSAYOS TOTALES POLIMORFICAS ENSAYO
RFLP 15 93 87 6,2 - 93
AFLP 4 244 236 61 97
SSR 7 132 131 18.8 99
B: poliploides
# # BANDAS # BANDAS BANDAS POR %POLIM
ENSAYOS TOTALES POLIMORFICAS ENSAYO
RFLP 15 61 55 41 90
AFLP 4 144 129 36 89
SSR 7 83 82 11.8 99

El porcentaje de polimorfismo fue elevado en todos los casos y la técnica
mas efectiva en cuanto a generacién de datos fue la de AFLP (mayor numero de
bandas por ensayo).

4.5.Estimacion de la distancia genética entre la papa cultivada y su

germoplasma relacionado basado en las bandas compartidas

Se observo que 2/3 del total de bandas (AFLP y RFLP) eran comunes entre
diploides y tetraploides, mientras que sélo 1/3 de las bandas de microsatélites lo
eran. Esto era previsible considerando la elevada tasa de evoluciéon de estos tipos
de marcadores (SSR) (ver Tabla 29). No obstante la disimilitud de tamario de los
fragmentos amplificados, fue posible la amplificacion de practicamente todos los
microsatélites en todas las especies analizadas. Esto indica la alta conservacion
de las zonas flanqueantes donde hibridizan los primers, con algunas excepciones.
El microsatélite SO06, evidencidé la existencia de alelos nulos en todas las
entradas de las especies de S. microdontum, S. chacoense y el SO09 en S.
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commersonii (aunque estas no poseen los menores indices de similitud con S.
tuberosum ssp. tuberosum (Huinkul en este caso) (Milbourne et al., 1997).

La variedad de tomate utilizada casi no produjo amplificaciones con ningun
grupo de primers utilizados a las temperaturas ensayadas, lo que probablemente
sea debido a que la distancia intergenérica ya es demasiado grande como para
mantener conservadas las secuencias flanqueantes al microsatélite.

En la tabla 29 se detallan los marcadores comunes y distintos entre los
citotipos del germoplasma evaluado. Se compararon los citotipos diploides versus
los poliploides y, los citotipos diploides y poliploides vs el cultivar de papa
estudiado como referencia. En la tabla 30 se indican en particular los /oci de RFLP
y SSR.

Como puede observarse en estos datos, (tabla 29b), el analisis del conjunto
(2x vs poliploides), indica que el numero de bandas compartidas supera al de las
no compartidas entre los distintos taxones, salvo para los microsatélites. Esto
indica un relacionamiento genético (parentesco) importante entre las distintas
especies del género. El numero de bandas RFLP y AFLP compartidas entre los
citotipos diploides y poliploides fue casi del doble resbecto de las diferenciales. En
cambio, en nimero de bandas compartidas de SSR respecto de las diferenciales,
constituyeron sélo la mitad. (tabla 29a, col 1). Es decir, el germoplasma diploide y
el poliploide comparten, proporcionaimente, mas bandas de AFLP y RFLP que
bandas SSR (que son las de evoluciébn mas rapida). El caso de los microsatélites
es distinto porque es conocido que la conservacion del numero de repeticiones de
estas secuencias hipervariables no es usual entre especies distintas, aun en casos
de que estén relacionadas. A pesar de esto, existe un numero de bandas
compartidas importante que reafirma el concepto anterior. Cuando se compara
con la referencia de papa cultivada exclusivamente, la proporcion se invierte y el
numero de bandas diferenciales supera a las compartidas dando una idea de toda
la variabilidad no presente en la especie cultivada potencialmente aprovechable
para el mejoramiento. En cambio, practicamente no existen diferencias en el
numero de bandas compartidas entre papa y las especies diploides o poliploides,
es decir el nimero de bandas que papa comparte con su germoplasma
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relacionado es el mismo independientemente de la ploidia del grupo y
confirma la estrecha relacién evolutiva entre especies de distinta ploidia y en

particular, con la papa cultivada.

Tabla 29: Bandas electroforéticas compartidas y diferenciales en el germoplasma de Solanum sp.

a) Comparacion de los numeros absolutos de bandas compartidas y diferenciales

2x vs poliploides 2x vs Papa Poliploides vs Papa

+/+ +/-0 -/+ +/+ +/- 0 -/+ +/+ +/- 0 -/+
RFLP 57 35 18 59 14 35
AFLP 169 81 134 116 132 51
SSR 58 101 14 98 18 46

Se indican como +/+, a las bandas presentes en los dos grupos de genotipos; y +/- 6 -/+, a las
bandas presentes en sélo uno de los dos conjuntos de individuos Se compararon los citotipos
diploides versus los poliploides (Columna 2), los citotipos diploides versus el cuitivar de papa
(Columna 3) y los citotipos poliploides vs el cultivar de papa estudiado (Columna 4).

b) Relacion entre bandas rno compartidas y compartidas.

2x vs poliploides 2x vs Papa Poliploides vs Papa
RFLP - 0,61 3,2 2,5
AFLP 0,47 0,9 04
SSR 1,75 714 2,56

La tabla (b) se relativiz6, calculando el cociente entre bandas diferenciales y bandas compartidas.
En negrita se senalan los casos en que las bandas diferenciales superaron a las compartidas.

c) Proporcion de bandas diferenciales entre los distintos genotipos

2x vs poliploides 2x vs Papa Poliploides vs Papa
RFLP 0,38 0,63 0,40
AFLP 0,32 0,46 0,28
SSR 0,63 0,88 0,72

En este caso los datos fueron relativizados al nimero de bandas totales, es decir se calcularon las
relaciones entre las bandas no compartidas y las bandas totales.

4.6. Distribucion de alelos en los loci sinténicos de RFLP y SSR.

Con el objeto de conocer la distribucidn particular de los alelos en los /oci
sinténicos dentro del germoplasma, se evaluaron el numero de ellos presentes en
cada grupo de ploidia y para cada sonda de RFLP y microsatélite individualmente
(dado que el numero de cromosomas por grupo fue comparable entre grupos, y se
detalla en la primera fila de la Tabla 30).

El porcentaje de alelos compartidos entre el germoplasma diploide vy
tetraploide, oscilé desde 33% hasta 100%, para RFLP y de 5,8% hasta 46%, para
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los microsatélites, (Tabla 30 A y B) reflejando estos valores la elevada similitud
genética entre los dos grupos de citotipos, como se indicé anteriormente (Tabla
29).

Las sondas TG441 (5) y TG482(6) mostraron menor porcentaje de alelos
(bandas) compartidos entre los diploides y poliploides y la sonda TG183 (7) y
Tg408 (10), no generaron alelos diferenciales entre ambos grupos de ploidias.

El microsatélite SO24, mostré un unico alelo comun entre diploides y po-
liploides (5,8%) y el microsatélite SO10, mostré 14 alelos comunes (46%); y
los demas mostraron valores intermedios (Tabla 30).

Para los microsatélites SO10, SO06 y SO26 la mayoria de los alelos
provinieron de las OTUs diploides indicando su alta variabilidad en estos citoti-
pos.

El hecho que exista un porcentaje importante de alelos comunes en am-
bos grupos de ploidias, podria indicar la existencia de fragmentos gendémicos
provenientes de las diploides, presentes en las especies poliploides, y dada la
elevada tasa de mutacion de estos segmentos, indicarian, como ya se indico,
una reciente historia evolutiva;, aunque no puede descartarse que algunos sur-

gieran por convergencia evolutiva.

Tabla 30. Nimero de total de variantes alélicas por locus. En la primera fila se indica el numero
de cromosomas evaluados en todos los genotipos analizados. En la primera columna se indica
el locus genético, (A: sonda genémica y numero de cromosoma entre paréntesis y B: microsa-
télite) en la segunda, el nimero de alelos en el conjunto de las especies diploides; en la terce-
ra, el numero de alelos en el conjunto de las especies poliploides, en la cuarta, el nimero de
alelos comunes y su porcentaje respecto del total de alelos por locus entre paréntesis y en la
quinta, el nimero total de alelos por locus en todo el germoplasma.

A
# de cromosomas 1152 1008
Sonda # # de alelos por Jocus
Diploides Poliploides Comunes Totales

TG479(3) 8 6 6 (75%) 8
TG408(10) 3 3 3 (100%) 3
TG444(6) 4 5 4 (80%) 5
TG441(5) 4 4 2 (33%) 6
TG510(8) 4 3 4 (57%) 7
TG574(4) 5 3 3 (43%) 7
TG 480(2) 7 5 3 (33%) 9
TG245(1) 9 6 6 (67%) 9
TG473(12) 7 3 3 (43%) 7
TG482(6) 4 3 4 (80%) 5
TG393(11) 9 6 6 (67%) 9
TG183(7) 4 4 4 (100%) 4
TG419 (5) 5 3 3 (60%) 5
TG404(9) 8 6 6 (75%) 8

totales 81 60 57 (62%) 92



B
__# de cromosomas
Microsatélite #

~ so24

. SO006

S009

SO10

SOo1

§026

S§015

totales

4.7. Potencial genético de las especies silvestres:

1152

Diploides
12
14
23
30
27
3
18
127

1008 . SO

# de alelos por locus
Poliploides = Comunes _

6 1 (5.8%) :

6 5(@33%)

18 10 (32%) ;

14 14 (46%)

20 13 (38%)

2 1(25%)

22 9 (29%)

88

53(35%)

_Totales

17
15
31
30
34
4

3
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Como uno de los objetivos de esta tesis es estimar la variabilidad genéti-

ca potencialmente utilizable para aumentar la base genética de la papa cultiva-

da en programas de mejoramiento y también dirimir criterios para elegir cuales

entradas (0 "accesiones") resultaria necesario conservar en bancos de germo-

plasma para preservar dicha variabilidad, se prestd particular atencién a la

evaluacién de las bandas novedosas respecto de papa en el germoplasma es-

tudiado. Para ello 'se compararon los datos de Huinkul MAG (Tabla 31) con el

resto del germoplasma agrupando los genotipos silvestres de diferente manera:

a) global (todos los genotipos conjuntamente);

b) en forma individual (por entrada) y

C) agrupados por especies, como taxones simulados (cada una involu-

crando a los alelos presentes en todas las entradas de una misma

especie).

a) Se construyé un "taxdn simulado” que agrupé a todos los alelos presentes

en todas las entradas estudiadas y se compard con los alelos presentes

en Huinkul MAG. El total de alelos novedosos presente en todo el conjunto

de genotipos (utilizando las tres metodologias) revelé la existencia de 111
bandas nuevas de AFLP, 65 de RFLP y 142 de SSR. Estas cifras absolutas
pueden estar sujetas a sobreestimaciones por el hecho de que sélo se esta

utilizando como referencia para la especie "papa cultivada" (Solanum tube-

rosum ssp tuberosum) un solo genotipo de referencia (sin incluir, por lo

tanto, aquellos alelos presentes en la misma especie pero ausentes en este

cultivar) También es cierto que la muestra de germoplasma puede no ser

156



b)

del todo representativa de los alelos presentes en ella y puede conducir a
una subestimaciéon del potencial de variabilidad. Por otro lado, otro factor
importante a ser tenido en cuenta es que en el mejoramiento de papa ya se
han utilizado cruzamientos interespecificos y que algunos de los alelos que
Huinkul MAG comparte con otras especies pueden ser consecuencia de in-
trogresiones a partir de estos cruzamientos amplios (esto no es un proble-
ma exclusivo de Huinkul MAG, lo mismo pasaria con cualquier otro cultivar
de papa que pasod por una etapa de mejoramiento genético). Estos hechos
nos debe hacer cautelosos en las conclusiones del origen de las homolo-
gias encontradas dado que algunas de las mismas no serian debidas a un
parentesco cercano sino a transferencias horizontales de segmentos cro-
mosoémicos a través de los cruzamientos amplios, aunque también es cierto
que la facilidad de estos cruzamientos esta directamente relacionada a la
cercania evolutiva entre las especies que se cruzan. Lo que también es
cierto y los hace interesantes para estas comparaciones, es que los marca-
dores moleculares (al ser fenotipicamente y selectivamente "neutros") re-
presentan mucho mejor la evolucion "natural” que los caracteres fenotipicos
"clasicos" que suelen ser objeto de seleccion artificial (y natural). Es decir,
que los marcadores moleculares aportan informacion menos sujeta a los
condicionantes explicados ofreciendo menor sesgo que los caracteres
morfolégicos, particularmente aquellos de interés agronémico.

Se evaluaron los alelos novedosos de cada entrada, respecto del cultivar
de referencia (ver Tabla 31). Las entradas que presentaron mayores valores
relativos de alelos novedosos fueron: S. acaule 4377, tomate, S. kurtzianum
4971, 4937, S. commersonii 7310, 7270,7313, S. chacoense 5341m, S.
kurtizanum 4964, S. commersonii 7254 y S. tarijense 5891, en orden decre-
ciente; y las entradas que mostraron menos alelos novedosos hasta llegar a
Huinkul MAG fueron; S, goniocalyx, S. phureja, S. oplocense5478, S. tube-
rosum ssp andigena 493, 557, 7507, 796, 799,668, 662, 483 y Huinkul
MAG. Estos datos tienen coherencia con la cercania evolutiva con la papa
dado que las ultimas pertenecen a otra subespecie de Solanum tuberosum
y por lo tanto al taxén mas emparentado con el genotipo de referencia. S.
goniocalyx, S. phureja y S. oplocense también son especies cultivadas e
interfértiles con la papa comercial. Por lo tanto, tomando en cuenta los fac-
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tores condicionantes enunciados en el item anterior, se puede afirmar que,
con marcadores moleculares, si bien se demuestra que a mayor cercania,
se corresponde un menor nimero de alelos novedosos, no podemos extra-
polar conclusiones sobre el origen de esa cercania evolutiva, la cual bien
puede tener componentes artificiales ademas de los naturales.
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La correlacién entre el numero de cromosomas evaluados y el numero de
bandas novedosas (a) resulté negativa al igual que la correlacion con las bandas
novedosas relativizadas respecto del total de cromosomas evaluados (b). Esto
esta indicando que en los citotipos poliploides, el numero de alelos novedosos es
menor que en los diploides. La correlacion entre el numero de bandas totales y el
numero de cromosomas evaluados fue también negativa, evidenciando una dismi-
nucion de deteccidn de alelos en los citotipos poliploides (correspondientes a los
homeoloci), debido posiblemente a mayor homocigosis o . Por otro lado, la corre-
lacion entre numero de datos perdidos y el nimero de bandas novedosas, si bien
negativa, no fue muy importante, indicando que a pesar de la existencia de datos
perdidos, éstos no mostraron influenciar de manera importante los resultados ob-
tenidos. En la tabla 32 se detallan los coeficientes de correlacion entre los distin-

tos datos.

Tabla 32: Coeficientes de cormrelacion entre nimero de cromosomas y a) nimero de bandas nove-
dosas, b) bandas novedosas relativizadas; c)niumero de bandas totales; d) bandas novedosas y
datos perdidos, a partir de los distintos datos obtenidos de las evaluaciones de las entradas indivi-
duales.

a) Nro de crom y nov -0,89
b) Nro de crom y nov relativizados -0,44
c) Crom y total -0,48
d) Nov y perdidos -0,36

c) Se construyeron taxones simulados representando a cada una de las especies
y se compararon entre si.

Para relativizar los datos, debido al numero distinto de genotipos utilizados
en cada taxon simulado y al distinto nivel de ploidia, se analizaron los cocientes de
los alelos novedosos respecto de los alelos totales por taxén, y también respecto
de los alelos compartidos con Huinkul MAG, (totales sin incluir a los novedosos,
ver tabla, 34). En realidad relativizar respecto del total de bandas o respecto del
total de bandas compartidas no ocasion6 discrepancias y el coeficiente de correla-
cién entre ambos grupos de relativizados de ambas formas fue de 0,972.

Si bien estas diferencias posiblemente reflejan diferencias en la antige-

dad evolutiva de cada una de las especies (acumulacion relativa diferencial de
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mutaciones en funcion del momento de especiacién), estas interpretaciones deben
tomarse (en este caso) con suma cautela y son sélo especulativas, dado el bajo
numero de individuos analizados por taxdn (en casos extremos representados por
una sola entrada) y el posible error de muestreo en las entradas analizadas que
podrian no ser representativas de la variabilidad genética global del grupo taxo-
nomico. No obstante, el grado de acercamiento genético concuerda con estos da-
tos con la excepcion de tomate, que muestra un valor intermedio de bandas nove-
dosas respecto del cultivar. Este dato inesperado, podria indicar que la distancia
genética respecto del control externo es tan grande que resulta erronea, particu-
larmente por el hecho de utilizar los datos de microsatélites que précticamente no
tuvieron amplificaciones en tomate. El orden decreciente de especies con mayor
numero de alelos novedosos relativos fue: S. chacoense, S. tarijense S. kurtzia-
num, , S. commersonii, S. microdontum, S. acaule, S. oplocense, S. gourlayi, S.
ventuni, S. spegazzinii, tomate, S. verrucosum, S. tuberosum ssp. andigena, S.
infundibulliforme,, S. megistacrolobun, , S. vernei, S. goniocalyx y S. phureja.

Los porcentajes de bandas novedosas respecto del total de bandas de ca-
da taxéon simulado (ver tabla 33) indican que los AFLP generaron desde 12%
hasta 41 % de bandas novedosas, los RFLPs desde 40 a 78% y los microsatélites
desde 50% hasta 92% de bandas novedosas, indicando que el grado de conser-
vaciéon de las secuencias evaluadas mediante cada herramienta disminuye de
AFLP a RFLP a SSR.

Tabla 33: Porcentaje de alelos novedosos (ausentes en el cultivar Huinkul MAG) respecto del total
de alelos presentes por taxon simulado (evaluados mediante las tres herramientas). Los taxones se
ordenaron de manera decreciente segun el porcentaje total de bandas novedosas.

3 s o3z £ _E e E E E e Eege £ g 2
582828 2 3s 58 3 8% 2 ¢ ¢
£ ¢« o £ @2 8 > 85 588 8 g= E & g
%novaflp O 12 17 23 28 28 10 30 29 29 32 22 21 26 31 38 35 37 41
%noviflp O 57 60 40 53 60 62 58 78 56 54 52 58 62 63 58 71 63 68
%novssr O 75 58 80 60 86 76 66 50 80 82 90 83 90 89 88 77 87 92
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Con el objeto de evaluar de qué manera el numero de alelos no presentes en el

cultivar de papa ("novedosos") depende de Ia ploidia o numero de genomas eva-

luados, se realizaron las siguientes correlaciones.

1. Se correlaciond (para el total de especies simuladas) el nimero de cromoso-
mas evaluados con el numero de alelos novedosos obtenidos, dando un va-
lor de r=0,69 y cuando se correlacionaron el nimero de cromosomas evalua-

dos con el numero total de alelos el valor fue de 0,72.

2. Cuando se eliminé del conjunto total de datos (diploides y poliploides) al taxén
S. tuberosum ssp andigena {que por pertenecer a la misma especie que le pa-
pa cultivada es el taxdn genéticamente mas relacionado y podria estar afec-
tando la correlacién), dicho coeficiente no mostré cambios respecto del total
(r=0,70).

3. En cambio, cuando se eliminé del andlisis a S. oplocense y S. gourlayi, este
coeficiente ascendié a 0,78.

4. Correlacionando unicamente los datos de las especies simuladas diploides, el
valor ascendi6 a 0,93. Es decir, que en el caso de las especies diploides, este

valor si estd muy regulado por el nimero de cromosomas evaluados.

Como puede apreciarse, existen algunas excepciones de importancia a la
regla general que muestra que el numero de alelos novedosos esta correlacionado
con el numero de genomas evaluados. Estas excepciones estan representadas,
fundamentalmente, por S. oplocense y S. gourlayi, especies poliploides que tienen
una cantidad sensiblemente menor de alelos novedosos que las otras especies de
igual ploidia. Como se menciondé mas arriba, estas diferencias podrian reflejar una
historia evolutiva diferente en las especies analizadas (por ejemplo diferencias
temporales en los momentos en que se produjeron las poliploidizaciones, incorpo-
racién en tiempos distintos de alguno de los genomas, etc.). Esto es un fenémeno
ya conocido para otras especies poliploides. Por ej. el genoma D del trigo hexa-

ploide muestra un numero sensiblemente menor de alelos que los genomas Ay B.
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En la colza cultivada ocurre, también, algo parecido en el sentido de ser un alopo-
liploide con diferente grado de variabilidad segun el genoma componente.

Del analisis comparativo entre distintos marcadores moleculares pudo ob-
servarse que los cambios de proporcién (aumento relativo de bandas diferenciales
y disminucién de las compartidas) fueron, proporcionalmente, mas acentuados
para RFLP y SSR, que para los AFLP; sugiriendo que los marcadores evalian
distintas modalidades de evolucién de las secuencias que detectan. EI comporta-
miento de los AFLPs respecto a los RFLP no es un resultado esperado, ya que se
considera que los primeros serian marcadores de evolucién mas lenta que los
SSR pero mas rapida que los RFLP. Esto indica que los fragmentos que son de-
tectados mediante AFLP no son tan variables como los generados por las otras
técnicas y los mismos podrian ser consecuencia de que, en este grupo taxonomi-
co, la tasa de mutacién puntual es, en términos relativos, menor que la tasa de
mutaciones por rearreglos estructurales (deleciones, inversiones e inserciones, las
que serian detectadas principalmente mediante RFLP). En este contexto, resulta
de interés analizar las utilidades relativas que pueden tener estas herramientas
moleculares.

Volviendo al andlisis de |la variabilidad presente en el germoplasma de pa-
pa que no forma parte de este cultivo y que serviria para aumentar |la base genéti-
ca para su mejoramiento, resulta de interés resaltar que los microsatélites fueron .
los que detectaron mayores diferencias entre los dos grupos, y tanto AFLP como
RFLP tuvieron una capacidad de discriminacion similar (tabla 29). Considerando a
los microsatélites en forma individual fue posible cuantificar, en cada especie, el
numero de alelos novedosos respecto de papa. Los resultados se muestran en la
Tabla 35.

4.7.1. Alelos novedosos de cada microsatélite en taxones simulados

Para conocer la informacién de los distintos microsatélites en cuanto a su
novedad respecto del cultivar Huinkul MAG, se evaluaron los alelos novedosos
como en el caso anterior, para cada /ocus estudiado (Tabla 35 ). S. goniocalyx, S.
phureja, S. verrucossum, S. vernei 'y S. megistacrolobun mostraron tener la menor
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diferencia con el cultivar de referencia evaluado para el total de los microsatélites.
En contraposicién, en muchos de los casos se observé que existia 100% de alelos
novedosos.

Tabla 35: Cantidad y porcentaje de alelos novedosos (ausentes en el cultivar Huinkul MAG) res-
pecto del total de alelos presentes por taxén simulado (evaluados para cada microsatélite). En
cada casilla se indica el numero absolulto de alelos novedosos y debajo, el porcentaje que repre-
senta en ese taxon dicho numero. En la ultima fila se indica el nimero total de alelos novedosos y
su porcentaje.

# 14 5 5 4 3 2 5 4 1 1 1 1 1 5 4 4 8

soi0 10 7 8 6 5
% 83 70 80 86 71
totalk 35 17 23 20 20
92 77 88 87 80

6 4 1 1 2 1 0 5 2 2 5
75 67 50 50 67 100 O 71 50 67 63
26 14 8 6 7 4 3 28 15 20 41
90 82 80 86 58 67 75 90 83 91 76

L C -
22 E v 5 2832288233 8
s015 ) 1 4 5 5] 1 4 0 i 0 0 1 0 7 4 7 13
% 100 100 100 100 100 100 100 O 100 O 0 100 O 100 100 100 100
so9 nulo Nulo 1 4 2 7 4 2 2 3 1 1 5 3 4 9
% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 50 100 100 100 100 75
s024 8 1 2 2 3 1 3 1 1 1 0 1 0 2 2 1 4
% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 O 100 O 100 100 100 80
s026 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% 50 0 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o# 0 0 0
so11 5 1 5 1 3 1 5 4 1 1 1 0 1 7 3 5 8
% 100 50 100 100 100 100 100 100 100 100 33 0 100 88 100 100 80
sob 5 5 2 2 1 0 nulo 1 1 1 1 0 1 2 1 1 2
% 100 100 100 67 33 0 100 100 100 100 O 100 100 100 100 50
0
0
6

o0
o

4.8. Grado de homocigosis de las entradas

El porcentaje de homocigosis de cada entrada se estimoé a partir de los /oci
de RFLP y SSR que tuvieron una unica banda en cada genoctipo respecto del total
de Joci evaluados. Como puede observarse en la tabla 36, la entrada que mostré
mayor porcentaje de homocigosis fue S. goniocalyx y S. megistacrolobun 3787 y la
mas heterocigota, S. spegazzinii 6108, (menos de 20 % de datos perdidos), dando
cierta imprecisién al calculo. La variedad de tomate analizada (cv. platense), tuvo
un 45% de homocigosis con 30% de datos perdidos (el porcentaje si bien es bajo,
por tratarse de una variedad de un cultivo autégamo, también se sabe que se trata

de un cultivar argentino antiguo y muy heterogéneo, por lo que no se descarta que

166



demuestre poseer varios alelos por gen -ya se ha visto para varios caracteres fe-
notipicos e isoenzimas- y ademas debe considerarse; que la medicion aqui efec-
tuada posee bastante error debido al relativamente alto nimero de datos perdidos.
En la tabla 36 se detallan en orden decreciente de homocigosis las entradas junto
a sus respectivos porcentajes calculados en base a datos de RFLP y SSR. Debido
a la gran subestimacion de este método de evaluacion en los citotipos poliploides,
se describen unicamente los porcentajes estimativos de homocigosis de las espe-

cies diploides

Tabla 38: Porcentaje de homocigosis en las entradas diploides de Solanum. En la primera columna
se indican los genotipos, en la segunda los porcentajes de datos perdidos y en la tercera los por-
centajes estimativos del grado de homocigosis de cada entrada estimado mediante RFLP y SSR (
22 loci). Se resaltan en negrita a porcentajes que se calcularon con menos de un 20% de datos
perdidos.

Geotipo %perd % Hom: Geotipo :% perd :% Hom_
. Goniocalyx 14 64 Chcd4957c: 14 | 45
. _Mga3787 19 64 Cmm7310: 29 | 45
: Tar5882 29 64  Mcd4398: 24 | 45
. cmm7313 33 50 Spg6147 . 19 | 45
. Ktz4986 24 59 | Tar5633 | 29 45
i Cmm7270 24 55  Tar5891 : 24 45
‘- Gri4837 19 55 | tomate i 29 45
| Ktz4937 14 55 Chc48101: 38 : 41
© Ktz4946 24 55 .Chc48102; 33 41
Ktz4964 24 55 Chc49572: 19 | 41
Ktz4971 24 55 :Chc49573: 24 41’
_ Mcd6ss1 24 55 (Chc6116c: 43 : 41
Vnt7585 24 55 Mcd7493 : 19 @ 41
i Vnt7609 24 55 Mcd7634: 14 | 41
. Vnt7618 24 55 < Phureja : 29 | 41

. Vnt7619a 14 55 Spg4201: 19 | 41
. Chc2955¢ 19 50 i Vemuco | 29 | 41

: chc5341m 19 50 Chc29552: 29 | 36

. Cmm7254 38 50 Chc75463: 52 | 36

. Cmm7292 29 50 Mcd7530 14 : 36
' Ifd 33 50 Spg6108F 19 : 36

. Mga7504 48 50 Chc73091 33 32

Opl3964 29 50 Chc7546 - 67 . 32
Tar5889 38 50 .Chc5611Tm: 62 | 27

" Chc4957 24 45 . Vm7617 0 62 : 23
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4.9. Indices de Contenido polimérfico promedio

Con el fin de estimar la capacidad de los diferentes marcadores mole-
culares para detectar variabilidad genética, se calcularon los PICs segun lo ex-
plicado en Materiales y Métodos (seccion andlisis de datos) y de acuerdo a lo
descripto por Powell y Rafalski et al. (1996) y Milbourne et al. (1997).

Los indices mas altos de polimorfismo promedio se evidenciaron con la
técnica de SSR (PIC = 0,720 y 0,435 ) para los citotipos diploides y poliploides,
mientras que la técnica de RFLP arrojé los indices promedios mas bajos (PIC =
0,240 y 0,258). En el caso de los AFLP, los indices fueron relativamente mas
altos (PIC = 0,307 y 0,332) que para los RFLP para ambos grupos de citotipos,
(aunque no se detectaron diferencias significativas). Estos datos se resumen
en la tabla 37.

Tabla 37: Indices de contenido polimdrfico promedio y sus desviaciones estandar para los
distintos marcadores moleculares.

GENOTIPOS DIPLOI- GENOTIPOS POLIPLOIDES

DES
RFLP 0,240 + 0,1493 0,258 10,1345
AFLP 0,307 £ 0,1400 0,332 +£0,1378
SSR 0,720 + 0,3076 0,435 10,2563

Se calcul6 para cada locus (Milbourne et al., 1996) segun la férmula:
1-Xp;2

Siendo pi la frecuencia de la presencia del alelo i en los genotipos analizados,
como se menciond anteriormente.

Tanto para el caso de AFLP como de RFLP cada banda fue considerada
como perteneciente a un /ocus distinto (e independiente). En el caso de RFLP,
esta consideracion implica que los valores calculados seguramente sobreesti-
man al valor del PIC, debido a que cada sonda suele hibridar con varios frag-
mentos de restriccion (bandas) pertenecientes al mismo /ocus o eventuaimente
a loci genéticamente ligados (como sugiere la sonda7G479(3) (tabla 22), que
revela un elevado numero de bandas). Este podria ser un tipico caso de una
sonda conteniendo secuencias codificantes, las cuales hibridan con todos los
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miembros de una familia multigénica, por lo que estos /oci no serian indepen-
dientes entre si. Como no es posible determinar cuales bandas son alélicas
entre si (se requeririan de cruzamientos y estudios de segregacion), se asume
el error en el calculo del PIC. En el caso de AFLP también se produciran algu-
nos casos de falta de independendencia por ligamiento genético de los /oci
detectados, pero el error es mucho menor que para RFLP. En cambio, en los
SSR se parte de la consideracion de que todos las bandas visualizadas a partir
de la amplificacion con un par de primers pertenecen a priori al mismo /ocus, a
pesar de que hay casos en los cuales se observd que existen mas bandas que
las que podrian esperarse, por lo que debe haber mas de un /ocus involucrado.
Los datos individuales de los microsatélites se muestran en |la Tabla 27.

La tabla 37 nos indica que los valores obtenidos con RFLP y AFLP os-
cilan entre 0,24 y 0,31 siendo los valores correspondientes a RFLP un poco
menores que los AFLP pero no tanto como era de esperar del comportamiento
relativo de estos marcadores en otros sistemas. Mas aun, a pesar de las dife-
rencias mencionadas entre los valores medios de RFLP y AFLP, estas diferen-
cias entre los dos tipos de marcadores no fueron estadisticamente significati-
vas, independientemente del nivel de ploidia analizado. Resulta de interés
destacar que no se detectaron diferencias entre los valores de PIC comparando
distintos niveles de ploidia para estos dos tipos de marcadores.

En cambio, al igual que lo que ocurre en otros sistemas biolégicos, cla-
ramente se observa la gran capacidad de discriminacion de los microsatélites.
Esto es particularmente destacable, considerando que dentro de los valores
promediados, el microsatélite SO24, tuvo un indice de 0,04 para los citotipos
diploides y O para los poliploides, disminuyendo en forma considerable el valor

promedio global.

4.10. Correspondencia entre los sistemas

Para conocer la concordancia que existe entre los distintos marcadores
moleculares utilizados, se analizaron las correlaciones entre las matrices de
similitud generadas por cada método (Tabla 39). También se correlacionaron

las matrices cofenéticas entre si. Todas las correlaciones fueron significativas
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estadisticamente (p<0,001 para las especies diploides y p<0,0001 para las po-
liploides). Sin embargo estos valores de significancia fueron elevados, en par-
te, debido a que el nimero de datos es muy alto (n=1225 y n=1128 para las
OTUs diploides y n=171y n=153 para las OTUs poliploides, con y sin el OTU
grupo externo en todos los casos y n=2211 para el total de OTUs, sin incluir al
grupo externo).

Con el objeto de evitar que los grupos externos acentuen la correlacion
(descripto en Powell et al, 1996), los mismos fueron considerados (o no) y los
valores de r obtenidos en cada caso se detallan en la Tabla 39. Sin embargo,
pudo comprobarse que los grupos externos, solamente redujeron los coefi-
cientes de corrrelacion en el caso de los poliploides, ya que en los citotipos di-
ploides y el conjunto de todos los citotipos las diferencias encontradas fueron
no significativas

Los coeficientes obtenidos con las tres herramientas se detallan en la
tabla 39. Se analizaron las ploidias por separado y también en forma conjunta.
Los valores de correlaciones en los citotipos diploides (corregidos, es decir sin
considerar Huinkul MAG ni tomate) fueron desde 0,510 (RFLP vs SSR), 0,552
(RFLP vs AFLP), 0,640 (AFLP vs SSR). Considerando todos los citotipos inde-
pendientemente de la ploidia, los valores oscilaron desde 0,441 (RFLP vs
SSR), 0,505 (RFLP vs AFLP) a 0,629 (AFLP vs SSR) sin considerar el grupo
externo de referencia (tomate).

Al agrupar a todos los citotipos en una unica matriz, (tabla 39 C), los
valores disminuyeron, no obstante, las correlaciones siguieron siendo significa-
tivas. En un extremo los RFLP correlacionaron con los SSR, mostrando los
menores valores (0,528; 0,587 y 0,441 para los citotipos diploides, poliploides y
totales respectivamente), y en el otro los datos obtenidos mediante AFLP co-
rrelacionaron con los SSR dando los mayores vaiores (0,640, 0,777 y 0,605
para los citotipos diploides, poliploides y totales respectivamente). Las correla-
ciones entre los marcadores generados a través de AFLP y RFLP mostraron
valores intermedios (0,556; 0,703 y 0,505) para los citotipos diploides, poliploi-
des y totales respectivamente). Como puede observarse, los valores mas altos
se obtuvieron con los genotipos poliploides, quizas debido al gran numero de
datos respecto de las OTUs evaluadas. En la fig. 34 se muestran los graficos
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de las correlaciones entre las matrices de similitud de todos los genotipos entre
todos los marcadores.

A pesar de que las correlaciones entre AFLP y Microsatélites fueron ba-
jas aunque significativas segun (Rohlf, 1990), sus valores superaron a los ob-
tenidos en soja (Powell, 1996) y en cultivares de papa (Milbourne et al, 1997).

Los marcadores moleculares detectan componentes de la variabilidad
que difieren entre si tanto en su mecanismo de generacién (mutaciones pun-
tuales por un lado, rearreglos estructurales por el otro y deslizamientos de la
ADN polimerasa por el tercero), como en su velocidad de fijaciéon en el trans-
curso de la evolucion. Por lo tanto, las correlaciones bajas son esperables, da-
do que estarian reflejando dichas diferencias. A pesar de esto, las correlacio-
nes entre AFLP y SSR fueron bastante altas considerando a los citotipos di-
ploides; y en los tetraploides, los valores de r fueron superiores y muy similares

unos a otros con los tres sistemas.

Tabla 39: Comparacién de matrices mediante coeficientes de comrelacion producto-momento
(Pearson). Matriz superior (cursiva): comrelaciones entre matrices cofenéticas. Matriz inferior:
cormrelaciones entre matrices de similitud. Datos subrayados: correlaciones sin grupos extemos
(ver texto).

En negrita: coeficientes de correlaciones cofenéticas (fenogramas y matrices de similitud, in-
cluyen a Huinkul MAG y tomate).

A citotipos diploides, B tetraploides., C: todos los citotipos

A
n=1225/1128 RFLP AFLP SSR
RFLP 0,78 0664 0,567 @~ 06410496
AFLP 0,552 0,556 0,92 0,736 0,698
SSR 0,510 0,528 064006378 085 L
B

n=171/153 RFLP AFLP  SSR
RFLP 0,94 0,497 0,449 0,478 0,495 :
AFLP 0,781.0,703 0,97 08510789

SSR 0,631 0,587* 0,777 0,764 0,97

c . -

n=2211 RFLP AFLP SSR

RFLP S -
AFLP 0,508 0,505 E
SSR e 0,441 0,441 06050629

Los valores de las correlaciones disminuyeron cuando se consideraron

todos los citotipos juntos. Si bien no existe una explicacién clara a este com-
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portamiento, posiblemente pese el hecho de que se estan comparando entre si
especies con dinamicas e historias evolutivas distintas en las que el cambio de
ploidia esté implicado (especies recientes -sobre todo entre las poliploides- con

especies mas antiguas -mayoria de las diploides-).

4.11. Dendrogramas de las especies analizadas
4.11.1. Dendrogramas generados mediante cada técnica molecular por
separado

Con los datos obtenidos con cada una de las herramientas y codificadas
en la MBD segun se indico previamente, utilizando el programa NTsys y el indi-
ce de Jaccard, se construyeron los dendrogramas de las especies empleando
UPGMA como método de ligamiento. Se crearon en total 6 arboles correspon-
dientes a las 3 técnicas (AFLP, RFLP y SSR) y a los distintos citotipos (diploi-
des y tetraploides). (Fig. 33 Ay B)

En este caso se consider6 a cada genotipo como OTU y a cada banda
polimérfica como variable. Se construyeron matrices por separado segun los
niveles de ploidia, obteniendo una para diploides y otra para poliploides. Se
decidié separar las matrices segun el grado de ploidia, con el objeto de no in-
crementar la similitud entre las OTUS diploides. Este fenémeno podria ocurrir si

existieran entre los genotipos poliploides, hibridos de los genotipos diploides
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La distorsion de cada uno de los fenogramas se estimé mediante el coe-

ficiente de correlaciéon cofenético (rar.p=0,92 y 0,97 rrrp=0,81y 0,94 y

resr=0.85 y 0,97 para diploides y tetraploides respectivamente) Tabla 39 y Fig.

34.

Fig.34: Comrelaciones cofenéticas. A: genotipos diploides y B genotipos tetraploides. Se indican los
resultados obtenidos con los 3 marcadores moleculares desarrollados y sus coeficientes de correla-
cion cofenéticos en cada caso. En el eje x, se representaron las matrices de similitud y en el eje y, las

matrices cofenéticas.

A

(1]

Matriz coftndtica 064

on

Matdfs cofenitica 034

(2]

(22

Matrx cofendtica 066

040

018
]

Muiria cofenttics 056

g

033

ol

|||||||||

oré

Matriz cofendtica 031

0

r=0,97

En todos los casos puede observarse que las entradas de una misma

especie se agruparon con indices de similitudes mayores que entre especies

(con algunas excepciones en RFLP), lo que indica que los marcadores per-

miten un agrupamiento coherente con el esperado de la taxonomia de este

género. Otra apreciacion que surge de la observacion de los mismos, es que

los valores de similitud entre especies, son relativamente cercanos unos a

otros, lo que por un lado confirma que se trata de especies de evolucién re-

ciente y que guardan aun mucha similitud entre si, pero por otro lado, esta
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similitud puede producir errores en la estimacion de las relaciones entre espe-
cies. Este fendbmeno también se observa cuando se construyen los taxones
simulados, para ver ia relacion entre especies (Fig. 38) ya que no se conserva

la agrupacion de los taxones con las distintas metodologias.

4.11.2. Dendrogramas generados mediante todas las técnicas molecu-
lares conjuntamente
Observando los coeficientes de correlacidon entre los distintos sistemas

(Fig. 32 y tabla 39), los datos obtenidos mediante las tres herramientas mos-
traron un ajuste similar, por tal motivo, se evaluaron a las OTUs con el total de
los datos aportados por las tres metodologias, totalizando 526 variables. Se
construyeron las matrices de similitud y dendrogramas para cada ploidia y se
graficaron (Fig. 35 Ay B.). Para este conjunto de datos se calcularon los coefi-
cientes de correlacion cofenéticos que fueron de 0,93 y 0,97 para diploides y
tetraploides respectivamente.
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Tanto en diploides como en poliploides se respetaron los agrupamientos
de las entradas de una misma especie con mayor similitud que entre especies,
si bien era previsible dados los datos obtenidos de manera individual con cada
herramienta. Los valores de similitud promedio entre ellas se aproximaron a los
descriptos en la tabla 40A. También se verificé que las entradas tetraploides
poseen mayor similitud genética dentro que las entradas diploides, principal-
mente S. acaule, como puede apreciarse en los valores de similitud dentro ex-
presados en la tabla similitud dentro. En los dos arboles se observa que el gru-
po externo tomate, muestra la posicion mas alejada del resto; siguiendo al
mismo en términos de mayor similitud genética se encuentra S. commersonii
en el grupo de las especies diploides y S. gourlayi en el de las tetraploides. El
cultivar Huinkul MAG, se posicioné proximo al grupo integrado por S. gonioca-
lyx y S. phureja entre los diploides, y agrupada con un grupo de ciones de S.
tuberosum ssp andigena entre las tetraploides. S. tarjense mostr6 mayor cer-
cania con S. chacoense, ambas descriptas en la misma serie taxonémica co-
mo se menciond anteriormente. Todas estas observaciones concuerdan con
las ubicaciones taxondémicas propuestas por Hawkes (1989).

Respecto a la coherencia con la ubicacién geografica, se observaron al-
gunos ejemplos como en el caso de S. ventuni 7618A y 7619B, S. tanjense
5889 y 5882, y S. acaule 5756 y 4005. Del mismo modo, pero dentro de entra-
das, se agruparon los individuos de S. chacoense 7546, 4957 y 2955.

Con referencia a los clones de S. tuberosum ssp. andigena que mostra-
ron mayor cercania con el cultivar Huinkkul MAG, dicha asociacion no se vio
vinculada por la procedencia geografica. (Tabla 3).

4.12. Distribucién de los indices de similitud

Para observar graficamente la distribucién de los indices de similitud en-
tre todos los individuos generados con cada marcador molecular, se construyo
un histograma (Fig. 36) con todos los indices de similitud entre todos ios pares
de OTUs, eliminando el grupo externo tomate, por ser considerado como grupo
externo de referencia.
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Se puede apreciar que su distribucion es de tipo normal para AFLP y

SSR y que los valores promedios disminuyen cuando pasamos de AFLP a

RFLP a SSR.

Fig. 36. Histograma de los indices de similitud de Solanum sp.

A: Distribucion de los indices de similitud generados mediante AFLP.B: Distribucion de los indi-
ces de similitud generados mediante RFLP. C: Distribucién de los indices de similitud genera-
dos mediante SSR. Se observa el decrecimiento de los valores promedios ‘hacia los valores de
menor similitud desde AFLP a RFLP a SSR.
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4.13. Indices de similitud promedio dentro de especies

Para evaluar la mayor o menor similitud genética que existe en las dis-
tintas especies, se calcularon los valores promedios de los indices de similitud
dentro de cada especie y entre especies. En la Tabla 40 A, se detallan los re-
sultados obtenidos. Como puede observarse, la técnica de AFLP mostré menor
sensibilidad para detectar variacion dentro de especies reépecto de RFLP. En
cambio y como se esperaba, SSR fue la mas discriminante a este nivel, con la
excepcion de S.venturii cuyos valores superaron a los de RFLP.

Utilizando AFLP, el indice de similitud promedio mas bajo, correspondié
a S. chacoense, (0,587) y el mas alto a S. acaule (0,880);'mediante RFLP en
cambio, el de menor valor correspondié a S. spegazzinii (0,509) y el de mayor
indice correspondio también a S. acaule (0,727). Utilizando SSR, S. gourlayi
tuvo el menor valor (0,145) y S. venturii el mayor (0,622). Promediando todos
los indices obtenidos con los tres métodos, la especie que tuvo menor variabili-
dad fue S. venturii (0,681) y la de mayor variabilidad S. gourfayii (0,411). En la
fig.37, pueden observarse graficamente estos resultados. Si bien se detectaron
valores mayores y menores, todos estaban muy préximos unos a otros. (RFLP
y AFLP)

Fig. 37. Coeficientes de similitud dentro de especies con las tres herramientas. Se cal-
cularon para las especies que se evaluaron al menos dos entradas como por ej. S. megista-
crolobum.

Similitud dentro de especies

03 1

Indices de similitud promedio
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Tabla 40: Coeficientes de similitud promedio dentro y entre especies.

A: Coeficientes de similitud promedio (csp) y desvio estandar de cada una de las especies.
calculados a partir de cada marcador molecular. En el caso de S. megistacrolobun, solamente
dos entradas fueron computadas y por lo tanto carece de desviacion standard. Subrayados se
indican los valores mayores y menores para cada tipo de marcador.

AFLP RFLP SSR Total

prom ds prom ds prom ds . prom ds
Che-Che 0,587 0,135 0,604 0,124 0,357 0161 : 0516 : 0,272

Cmm-Cmm 0749 0130 0602 0076 07360 0085 0570 | 0,354
Ktz-Ktz 0723 0047 0630 0076 0269 0051 : 0541 . 0,350
Tar-Tar 0674 0068 0539 0113 0,198 0,099 : 0470 0,293
"Spg-Spg 0,790 0,044 0509 0,110 0443 0092 : 0581 ; 0,342
Mga-Mga 0,717 ' 0,571 0,400 . 0429 i 0,159
Mcd-Mcd 0658 0069 0617 0086 0376 0079 0550 : 0,319
__Vnt-Vnt 0812 0071 0610 0068 0622 0201 0681 . 0,385
Gri-Gri 0,568 0091 0521 0074 0145 0128 0411 . 0,273
Opl-Opl 0756 0077 059 0128 0263 0010 0538 : 0,326
Acl-Acl 0880 0024 0727 0101 0356 0046 . 0654 : 0,413

Adg-Adg 0,697 0,132 0,613 0,097 0,338 0,117 | 0549 : 0,325

4.14. indices de similitud promedio entre especies

Por otro lado, se calcularon los indices de similitud promedio de cada
especie, con el resto de las especies del mismo grupo de ploidia. Para AFLP se
observaron valores que oscilaron desde 0,323 para S. goniocalyx hasta 0,406
para el cv. Huinkul MAG. (Tabla 40 B).

Para RFLP, la especie mas diferente del resto fue nuevamente S. gonio-
calyx (0,216) y la mas semejante S. vernei (0,452) (Tabla 40 B). Con SSR to-
dos los valores fueron muy bajos.

Las comparaciones entre ios genotipos poliploides, reflejaron mayor si-
militud entre ellos. Nuevamente Huinkul MAG, tuvo el valor maximo dentro del
grupo (0,467) y el minimo correspondié a S. tuberosum ssp. andigena (0,4),
aunque todos los valores fueron muy simiiares. Con RFLP, S. gouriayi tuvo
mayor similitud con el resto (0,506) y Huinkul MAG tuvo la menor similtud.

Mediante SSR, la mas semejante fue Huinkul MAG y la mas distante, S.
acaule .

En el total del germoplasma pudo observarse (Tabla 40 C), que Huinkul
MAG tuvo el mayor indice promedio para AFLP y S. commersonii el menor.
Con RFLP, S. vernei tuvo el maximo y S. commersonii el minimo.
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Tabla 40B: Coef de similitud promedio y desv. standard entre espcecies, calculados con cada
marcador molecular y separados por niveles de ploidia.

Diploides AFLP RFLP SSR
Prom var Prom var Prom Var
Chce - 0.360 0,072 0,328 0,108 0,103 0,075
cmm - 0.347 0,098 0,249 0,071 0,068 0,056
Ktz - 0,359 0,051 0,299 0,091 0,134 0,085
Tar- 0,397 0,059 0,325 0,098 0,103 0,073
Spg- 0,378 0,079 0,373 0,107 0,098 0,048
Mga- 0,347 0,036 0,305 0,097 0,128 0,070
Mcd- 0,357 0,054 0,364 0,094 0,127 0,062
vnt- 0,338 0,039 0,291 0,088 0,126 0,082
vm7617 0,392 0,107 0,452 0,079 0,055 0,079
d 0,401 0,097 0,296 0,073 0,044 0,073
Gonio 0,323 0,073 0,216 0,096 0,059 0,096
Verru 0,403 0,048 0,327 0,122 0,059 0,122
Phur 0,404 0,094 0,294 0,087 0,083 0,087
Huinkul 0,406 0,088 0,342 0,079 0,09 0,079
Tomate 0,303 0,051 0,088 0,067
Poliploides
Gri- 0,408 0,091 0,506 0,094 0,08 0,059
Opl- 0,416 0,086 0,495 0,103 0,067 0,049
Acl- 0,424 0,042 0,422 0,060 0,032 0,041
Adg- 0.4 0,050 0,469 0,088 0,049 0,048
Huinkul 0,467 0,075 0,39 0,087 0,193 0,054
Tomate 0,304 0,068 0,114 0,096

En todos los casos se observé que los indices de similitud promedio

dentro de las especies fue superior al indice entre especies, ya sea cuando se

compararon dentro del mismo nivei de ploidia o con el total de los individuos.

Los indices de similitud promedio entre especies poliploides entre si, fue-

ron mayores que los que se observaron entre las especies diploides entre si

para el caso de AFLP.
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Tabla 40C: Coeficiente de similitud promedio entre especies, calculados con.cada marcador
molecular y con todos los citotipos independientemente del nivel de ploidia.

SIMILITUDES PROMEDIO ENTRE TODAS LAS ESPECIES ESTUDIADAS

AFLP RFLP ]|  SSR

Chc~ 0.352 0.360 0.087
Cmm-~ 0.319 0.250 0.064
Ktz~ 0.349 0.301 0.115
Tar~ 0.387 0.334 0.093
Spg~ 0.369 0.392 0.091
Mga~ 0.344 0.316 0.122
Mcd~ 0.356 0.392 0.113
Vit~ 0.340 0.310 0.114
Vm7617 0.396 0.482 0.051
Itd 0.411 0.296 0.044
Gonio 0.349 0.229 0.077
Verru 0.347 0.327 0.053
Phur 0.387 0.312 0.078
Gri~ 0.411 0.345 0.075
Opl~ 0.347 0.422 0.072
Aci~ 0.363 0.373 0.054
Adg~ 0.370 0382 || 0.068
Huinkul 0.426 0355 || 0.117

4.14. Similitud entre OTUs (especies) simuladas:

Con el objeto de analizar la relacion entre especies, las mismas se si-
mularon, agrupando en "taxones simulados” a todos los alelos representados
en todas las entradas de una misma especie (igualmente que cuando se eva-
luaron los alelos novedosos respecto del cultivar). Con estos datos se constru-
yeron las matrices de similitud y los dendrogramas correspondientes para cada
grupo de ploidia. La matriz de similitud obtenida para especies diploides se
muestra en la Tabla 42 y se destacan los valores mayores y menores de simi-
litud. Los coeficientes de correlacion entre ellas fueron bajos, y se resumen en
la siguiente tabla 43:
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Tabla43: Coeficientes de correlacion entre matrices de similitud de especies simuladas,
obtenidas mediante las tres herramientas separadas por nivel de ploidia. A: Diploides simula-
das y B: Poiploides simuladas

A
AFLP  RFLP
AFLP
RFLP 0,467
SSR 0,256 0,185
B
AFLP  RFLP
AFLP
RFLP 0,279

SSR 0,421 0,181

Los resultados obtenidos con cada uno de los marcadores difirieron
tanto en los valores absolutos obfenidos, como en el tipo de agrupamientos a
los que condujeron.

Los agrupamientos que evidenciaron mayor coherencia con la clasifica-
cién taxondmica clasica fueron los obtenidos con AFLP. Por ej. S. chacoense y
S. tarijense se agruparon y por taxonomia clasica pertenecen a la misma serie
taxondmica (Yungasensa). Por otro lado, las especies diploides S. phureja y S.
goniocalyx, que son especiés domesticadas, mejoradas y cultivadas, se agru-
paron con el cultivar comercial Huinkul MAG. Entre los poliploides, las dos su-
bespecies de S. tuberosum, se unieron con mas del 0,75 de similitud. Los den-
drogramas se muestran en la fig. 38.

Los resultados mas extremos fueron los obtenidos con los microsatélites
dado que los valores fueron extremadamente bajos. Ademas del control exter-
no (tomate) del cual se menciond que estaba fuera de la escala de conserva-
cién evolutiva minima necesaria a nivel de las secuencias de nucleétidos adya-
centes a los /oci para permitir la union de primers y permitir asi detectar bandas
amplificadas, varios taxones mostraron indices de O (ver tabla 43C). Estos re-
sultados indican que estos marcadores hipervariables sélo serian taxonémica-
mente confiables a distancias evolutivas cercanas (dentro de una subespecie,

entre subespecies y entre especies muy emparentadas)
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Fig. 38: Dendrograma de las especies simuladas generados mediante UPGMA y el in-

dice de Jaccard. A: especies diploides y B: especies poliploides
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Tabla 421: Matriz de similitud de todos los taxones diploides simulados.

Cada taxon "simulado”contiene toda la informacion de los alelos de todas las entradas que
pertenecen a dicho taxén. Los taxones S. vernei, S. infundibuliforme, S. goniocalyx, S. verruco-
sum, S. phureja, Huinkul MAG y tomate estan constituidos por una unica entrada. Los indices
de similitud corresponden a los calculados utilizando la formula de Jaccard. A: Matriz de simili-
tud con datos provenientes de AFLP. B: Matriz de similitud con datos provenientes de RFLP. C:
Matriz de similitud con datos provenientes de SSR.

A
Afipsimul chc cmm Kz tar
che 1,000
cmm 0,497 1,000
Ktz 0532 0463 1,000
tar 0590 0392 0,529 1,000
spg 0432 0373 043 0497
mga 0,401 0393 0415 0,392
med 0521 0415 0460 0547
vmt 0,404 0387 0444 0,404
vm7617 0421 0426 0,408 0,394
ifd 0417 0351 0331 0423
gonio 0394 0358 0391 0340
very 0400 0324 0315 0,355
phu 0413 0379 0409 0,389
huink 0494 0464 0465 0,443
tomate 0320 0341 0309 0,313
B
RFLPsimul chc¢ cmm Kz tar
che 1,000
cmm 0,328 1,000
itz 0358 0,346 1,000
tar 0,426 0,294 0,388 1,000
spg 0379 0,400 0358 0,478
mga 0279 0357 0,283 0375
med 0508 0365 0,404 0,438
vmt 0,299 0320 0,360 0,362
vm7617 0,355 0350 0,292 0476
ifd 0241 0,250 0361 0,382
gonio 0278 Q195 0316 0340
verru 0333 033 0,435 0378
phu 0355 0313 0,354 0326
huink 0311 0,219 0,394 07313
tomate 0,208 0,411 0,192 0,208
o]
SSRsimul che¢ ocmm kiz tar
che 1
cmm 0,132 1,000
ktz 0,123 0171 1,000
tar 0151 0,154 0256 1,000
spg 0,105 0,093 0,085 0,091
mga 0,067 0,143 0,091 0,100
med 0,175 0,063 0,078 0,061
vmt 0170 0,114 0,162 0,143
vm7617 0,067 0067 0058 0,065
ifd 0,056 0,040 Q000 0.000
gonio 0,087 0,030 0,027 0029
verry 0049 Q000 0,033 0,037
phu 003t 0,091 0,038 0,043
huink 0064 0,152 0,081 0,091
tomate Q000 Q000 Q000 Q.000

spg

1,000
0,405
0622
0,447
0,500
0,389
0,308
0327
0,413
0,400
0,170

$p9

1,000
0,094
0,174
0,077
0,094
0,136
0,057
0,07
0,042
0,156
Q.000

mga med vmt

1,000
0,481 1,000

0374 0,463 0,444
0404 0431 0423
0359 0,338 0,348
0416 0382 Q29
0364 0425 0412
0,427 0526 0,450
0,336 0,380 0,300

mga mecd vmt

1,000

0,386 1,000

0341 0408 1,000
0,588 0400 0,476
0219 0389 0,243
0345 0333 0,200
0,233 0375 0319
0368 0375 0,298
0360 0343 033
0,114 0,167 0,137

mga med vmt

1,000
0,147 1,000

0,174 0,150 1,000
0,111 0,114 0080
0000 0,107 0,048
0,048 0079 0074
0000 0097 0,100
0.200 0036 0,056
0174 0075 0,097
Q000 0000 0000

vm ifd gonio verru phu huink tomate
1,000

0,450 1,000
0344 0351 1,000

0,374 0,408 0344 1,000
0,424 0381 0720 0371 1,000

0483 0442 0581 0395 0,670 1,000
0,297 0,300 0,296 Q290 0369 0,385 1,000
vm ifd gonio verru phu huink tomate
1,000

0,294 1,000

0,429 0,269 1,000

0,250 0,387 Q189 1,000

0550 0,387 0,433 0318 1,000

0500 0316 0,286 0357 0,357 1,000
0,138 0081 QQ77 0,198 0,122 0,152 1,000
vm ifd gonlo verru phu hulnk tomate
1,000

0.000 1,000

0,048 0,118 1,000

Q000 0200 0,125 1,000

0,091 Q000 0,07t Q000 1,000

0,083 0,043 0,200 0,100 0,053 1,000

2000 Q000 0000 0000 Q000 0059 1,000
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5. Técnica R: ANALISIS DE LAS VARIABLES:

Andlisis inverso de las matrices de similitud para determinar variables que pue-
dan diferenciar especies, entradas, 0 genotipos dentro del grupo analizado.

El analisis inverso de las matrices basicas de datos (Crisci, 1983), pro-
porciona informacion acerca de la asociacidon de variables y si las mismas po-
seen similitud total entre ellas. Estas asociaciones pueden ser debidas a dife-
rentes causas. Una causa negativa es por estrecho ligamiento genético (caso
de algunas bandas de RFLP), lo que indica que las variables en cuestion no
cumplen con el criterio de independencia. Sin embargo, en la mayoria de los
casos aqui estudiados, la causa es el agrupamiento taxonémico, es decir, un
grupo de marcadores se asocian por surgimiento independiente, seleccién
(natural o artificial), 0 aumento (por fenébmenos de deriva génica) del conjunto
de marcadores en un grupo reproductivo, sin necesidad de estar genética-
mente ligados entre si. Como esta causa es independiente del ligamiento ge-
nético, muchos de los marcadores realmente ligados, al ser sometidos a este
proceso de agrupamiento, arrojan datos que tienen valor taxonémico (a pesar
de esta falta de independencia en ligamiento genético). Ademas permite de-
terminar cuando 2 o mas bandas son diagnésticas para entidades o grupo de
entidades, simplemente observando el dendrograma.

Se estudiaron dichas asociaciones en los diferentes grupos de ploidias y
con los distintos métodos moleculares. Ademas, se establecid la probabilidad
de que dichas bandas puedan utilizarse como criterio de separacion taxonomi-
ca. Estos resultados se expresan en la tabla 44.

Tabla44: Identidad de las variables diagnésticas para los taxones estudiados.

En negro se indican los nombres de las variables diagnésticas. En negrita se indica la probabi-
lidad de acertar al utilizar dicha varnable como indicativa de ese taxon.

A: Variables diagnésticas considerando sélo los citotipos diploides. A1: Variables generadas
mediante AFLP (4,2% datos perdidos); A2: Variables generadas mediante RFLP (8,6% datos
perdidos) y A3: Variables generadas mediante SSR (8,5% datos perdidos)

B: Variables diagnésticas considerando sélo los citotipos tetraploides, B1: Variables generadas
mediante AFLP (10% datos perdidos); B2: Variables generadas mediante RFLP (3% datos
perdidos) y B3: Variables generadas mediante SSR (3,6% datos perdidos)

C: Varniables diagndsticas considerando todos los citotipos. C1: Variables generadas mediante
AFLP (6,6% datos perdidos); C2: Variables generadas mediante RFLP (6,8% datos perdidos) y
C3: Varniables generadas mediante SSR (8,5% datos perdidos).



DIPLOIDES

A1

AFLP

S. commersonnii
S. commersonnii
S. kurtzianum
S. megitracolobum
S. spegazzinii

S. venturii

S. venturii
S. vernei

S. vemei

S.cmm (sin 7292), mga, verrucossum

S.goniocalyx, S.phureja, Huinkul, Lycopersicon

S.mcd (7530,4398, 7634), S. venturii
Todas las OTUs
Todas las OTUs
Todas las OTUs

A2
RFLP
Lycopersicon

Lycopersicon

S. chacoense 7309 1
S. phureja

S. venturii

A3

SSR

Huinkul

S microdontum 7530

S spegazzinii 6147

. chacoense 4957 2, 4957 3, 4957 4
. chacoense 73091

. commersonii

. goniocalyx

. goniocalyx, Huinkul
. gourlayi 4837

. gourlayi 4837
kurtzianum 4946

. microdontum 7493
spegazzinii 4201
spegazzinii 6108

. tarijense 5882

. tarijense 5891

. vemei 7617

. vemnei 7617

NN LOHHOLLLLHOLOLOL®

Var#
70
165
35
91
244

142
18

211
182
41

213
105
106
250

13
20
43
68
40

137
48
134
74
126
35
42
88
138
115
114
47
94
142
139
151
131

%
96
86
100
96
100
100
98
100
88
86
100
92
100
100
100

98
98
84
90
98
98

96
94
96
92
96
94
94
98
96
92
92
94
92
96
96
96
96
78

var#
204

52
187
230
15
179
155

184
187
197
251
121
157

14

57
69
47
44

104

14
69
83

80
147

105

18
45
30
51

%
92

96
86
100
100
86
100

86
86
90
100
100
100

94
92
78
78
92
92
94
92
96

78
92
78
92
94
78
94
78

var#
223

227
23

156

249
146
206

19
24

7

67

55

15

11

52

100
100
100



TETRAPLOIDES

B1

AFLP

Huinkul

Huinkul

Lycopersicon
Lycopersicon
Lycopersicon
Lycopersicon y Huinkul

S. acaule

S. acaule

S. acaule
S. acaule

S. acaule y Lycopersicon
S. acaule 5756

S. gourlayii 5421, 3804

S. tub ssp adg 799, 483,796, 7507 y Huinkul
S. tuberosum ssp adg 483, 796, 7507 y Huinkul
S. tuberosum ssp adg 483, 796, 7507, Huiinkul y

Lycopersicon

S. tuberosum ssp adg 483, 796, 7507, Huiinkul y

Lycopersicon

S. tuberosum ssp andigena (799, 668, 557, 493,
662, 483, 796, 7507) y ssp. tuberosum (Huinku)l
S. tuberosum ssp andigena (799, 668, 557, 493,
662, 483, 796, 7507) y ssp. tuberosum (Huinku)!
S. tuberosum ssp andigena (799, 668, 557, 493,
662, 483, 796, 7507) y ssp. tuberosum (Huinku)l

S. tuberosum ssp andigena 7507

S. tuberosum ssp andigena 799, Huinkul y Lyco-

persicon

S. tuberosum y Lycopersicon
S. tuberosum y Lycopersicon
Todas las OTUs

Todas las OTUs

Todas las OTUs

Todas las OTUs

Solanum

Solanum

Todas las OTUs menos Lycopersicon y acl4005
Todas las OTUs menos Lycopersicon y acl4005
Todas las OTUs menos S. Gourlayii 3804

Todas las OTUs menos S. Gourlayii 5421

Todas las OTUs menos S. Gourlayii 5421, 3804

y Lycopersicon

Todos las OTUs menos S. Tub ssp adg 557 y S

acl 4377

B2

RFLP
Lycopersicon
Lycopersicon
Lycopersicon
S. acaule 5756
S. acaule 7648
S. tuberosum ssp. Andigena 483
Solanum tetraploides

Solanum tetraploides

24
100
19
109
137
77
35
140
167
180
98
17
3
119
14
38

75
1
56
161

11
150

183
133
48
157
59
206

118

246
162
81

20
10t
85
40
32

30

100
100
100
100
100
100
100
100
81

81

100
100
100
100
100
100

100
100
100
63

100
100

81

100
100
100
100
100
100

100

100
100
100

100

100
94

100
100
100
100
100
100

82
143
54
116
205
84
46
123
171
178
141
120
36
172
31
41

148
191

40
152

228
153
251
249
105
121
210
237
210
237
154
186
149

225

13

48
45
100
14
21
50

100
100
100
100
94
100
100
88
81
81
100
100

100 _

81
100
100

100
100
63

100
100

75
81
100
100
100
100

25
63
25
88
88
100

63

100
94
100
94
94
94
100
100

83
143
93
130

215

107
103
168
78

111

185

42

50
203

232

176
159
250
146
106

246
118

219
248
173

241

14
24
57
51

62
28
39

69
81
100
100
100

81
75
75

19

94
90
94
94

9%

100
94
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Solanum tetraploides

B3

SSR

Huinkul o

S. acaule 4377

S.acaule 4005

S.acaule 5756

S. acaule

S. gouriayi 3804

S. gouriayi 3804

S. gouriayi 3804

S. gourlayi 5421

S. gourlayi 5421

S. gourlayi 5424, 3804

S. tuberosum ssp andigena 493,
668,557,483, 796, 7507 y Huinkul

S. tuberosum ssp andigena 662, 668

S. tuberosum ssp andlgena 662, 668

S. tuberosum ssp andlgena 796, 493

S. tuberosum ssp andfgena 799 y Huinkul
S. tuberosum ssp andigena7507

TODOS LOS CITOTIPOS
C1

AFLP o
S. commersonnii

S. commersonnii

S. commersonnii, S. megistacrolobun y S. verru-

cosum

. acaule
. acaule
. venturii
. venturii

. spegazzinii
. megistacrolobun
S. vemei 7617
S. vemei 7617

nhnnhunhumvunhunon

c2

RFLP

S. venturii .

S. chacoense 7309 1.
Lycopersicum
Lycopersicum

C3

SSR

S microdontum 7530

S microdontum 7493

S spegazzinii 6147

S. chacoense 4957 2, 4957 3, 4957 4
S. chacoense 73091

S. commersonii

S. gourlayi 4837

662,

. venturii y S. microdontum (7530,4398,7634)

10

66
39
94
59
58
40
151
31
53
158
21
41

62
1
101
116
77

70
165
182

46
168

142
197
230
91
18
211

68
13
19

48
47
134
74
126
35
138

94

100
100
100
100
100
100
100
94

100
94

94

100

100
94
100
100
94

97
98
98

97
97
100
98
88
100
97
100
77

98
92
95
89

95
95
95
92
96
94
96

25

133
32

156

103
121

90

168
123

95

18
153
139

223
204
184

62
171
15

213
244
187
155

59
69
57
20

104
105

14
69
83
147

100

94
94
100
94
94
100
100

100

94
100

100

94
94

83
89
98

97
98
100

88
100
98
100

91
92
91
89

94
94
84
83
92
92
96

42

166

136
109
23

106

139

167
180
23

227

156

14
22

7
67
55

94

94
100
u __

100

9%

94

97
98

100
97

100

92
92

92
90
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S. gourlayi 4837 115 92

S. kurtzianum 4946 114 92 1 78 15 78
S. microdontum 7493 47 94 105 92 o
S. spegazzinii 4201 94 92 2 78

S. spegazzinii 6108 142 96 18 92 11 78
S. tarijense 5882 139 96 45 94

S. tarijense 5891 151 96 30 78 i

S. verei 7617 131 96 51 94 52 94

S. vernei 7617 3 78 7 78

Las siguientes variables estuvieron uUnicamente presentes en las siguientes
especies y fueron diagnésticas de las mismas.

Mediante AFLP se encontraron bandas diagnosticas para las especies
S. chacoense, S. commersonnii, S. kurtzianum, S. megitracolobum, S. micro-
dontum S. phureja, S. spegazzinii, S. ventunii, S. vernei dentro del grupo de las
diploides en numeros que van desde 1 hasta 6 bandas (tabla 44 A1). Con
RFLP, solamente se hallaron.bandas especificas de especie en el caso de S.
venturii y Lycopersicum y bandas en entradas determinadas como S. chacoen-
se 7309 1, y otros dos S. chacoense, 7546 (ver tabla 44A2). Finalmente, con
microsatélites se pueden diferenciar las especies S. goniocalyx, S. vernei, S.
commersonii, S. spegazzini,S.chacoense, S. venturii asi como individuos parti-
culares (ver tabla 44 A3).
Para el grupo de poliploides, con AFLP se individualizaron a S. gourfayi,
S.oplocense, a las dos subespecies de especies S. tuberosum (ssp andigena
(799, 668, 557, 493, 662, 483, 796, 7507) y ssp. tuberosum (Huinkul MAG), S.
acaule y a todas las especies tetraploides del género Solanum respecto del
género Lycopersicum. También se encontraron bandas diagnésticas para el
cultivar Huinkul MAG. Ademas de estas bandas especificas de especie, fue
posible separar individuos particulares como S. acaule 5756, S. gourlayii 5421
y al conjunto de S. gourlayii 5424, 3804 y a otros grupos de individuos detalla-
dos en la tabla 44B1. Los RFLP permitieron la discriminacién de S. acaule, de
las especies tetraploides del género Solanum respecto de tomate y de indivi-
duos particulares'(tabla 44 B2). Con microsatélites, a excepcion de S. acaule,
S.oplocense y tomate que pudieron ser discriminadas como especies, se iden-
tificaron individuos particulares como por ejemplo, las entradas de S. spegazzi-
nii 6108, 6147 y 4201, S. vernei 7617 etc. (tabla44 B3).
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Entre el conjunto total de citotipos, se encontraron bandas diagnédsticas

de especies y se detallan en la tabla diagnéstica de especies.

Tabla 45: Bandas diagndsticas de especies Se detalla la identidad de las variables que fueron
diagnésticas para los taxones indicados, indicando, en la primera fila, dentro de qué nivel de
ploidia (diploides (2x), poliploides (4x+6x)) y todos los citotipos (xx)) se localizaron y con qué
tipo de marcador molecular. En la segunda columna se indica el nombre de la variable (var)
diagnéstica y en negrita (%) se indica la probabilidad de acertar al utilizar dicha variable como

indicativa de ese taxén dentro de los grupos de ploidias correspondientes.

AFLP 2x
Taxon Var
S. chacoense 33
S. microdontum 55
S. phureja 191
S. gourlayi 92
Huinkul 82
AFLP 4X6X
S. gourlayi 3
S.oplocense 169
AFLP XX
Taxon Var
S. chacoense 33
S. microdontum 55
S. commersonii 70
S. commersonii 223
S. microdontum 55
S.acaule 46
S. acaule 52
S. acaule 167
S. acaule 168
S. acaule 171
S. acaule 180
S. venturii 7
S. venturii 15
S. venturii 23
S. venturii 142
S. kurtzianum 52
S. megistacrolobum 91
S. megistacrolobum 187
S. vemnei 18
S. vemei 155
S. vemnei 156
S. vemnei 211
S. spegazzinii 227
S. spegazzinii 244
S. spegazzinii 230
S. phureja 191
S. gourlayi 92

%
100

88
92

100
74

%
100
96

88
92

RFLP 2x
Taxon Var
S. chacoense 72
S. commersonii 43
S. goniocalyx 14
S. phureja 19
S. phureja 26
RFLP4X6X
S. acaule 26
RFLP XX
Taxon Var
S. chacoense 87
S. commersonii 58
S. venturii 8
S. venturii 59
S. vernei 23
S. phureja 26

%
90

88
98

96

95

%
90
88
88
98

SSR 2x
Taxon Var %
S. chacoense 68 90
S. infundibulliforme 98 92
S. spegazzini 46 94
S. venturii 36 90
Tomate 85 92
S. phureja 63 94
SSR4X6X
S.oplocense 129 95
Tomate 29 95
SSR XX
Taxon Var %
S. chacoense 68 90
S. infundibulliforme 98 92
Huinkul 66
Lycopersicum 29
Lycopersicum 85 92
S. spegazzini 46 94
S. venturii 36 90
S.commersonii 35
S.commersonii 57
S.commersonii 83
S.vemei 3
S.vemei 7
S.vemei 51
S.vemei 52
S.vernei 131
S.acaule 58
S. phureja 63 94
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Huinkul 82 98

De particular interés resulta la aplicacién de los marcadores para la clasifica-
cion de las entradas de S. venturii, las cuales figuran como indeterminadas en
el banco de germoplasma de Sturgeon Bay y como dudosas en el banco de
germoplasma del INTA de Balcarce. Por lo tanto, los datos de AFLP, RFLP y
SSR confirman su ubicacion taxonémica. Un dato mas que soporta esta con-
firmacion, es la pérdida, en todas las entradas evaluadas, de un sitio EcoRI en
el espaciador intergénico de todas las subunidades ribosomales del 45 S, ubi-

cadas en el cromosoma 2.

Como se menciona en todo este apartado, los resultados se obtuvieron
efectuando el andlisis de agrupamiento de forma inversa, es decir viendo la
asociacion entre las variables segun las OTUs. Como ejemplo se muestran las

asociaciones de las variables obtenidas mediante RFLP.

Fig.39: Dendrogramas de las variables utilizando los datos de RFLP. Asociacién de las varia-
bles utilizando el indice de Jaccard y UPGMA. (Método R de analisis). Bandas con similitud
absoluta, (1) constituyen bandas diagnosticas A: bandas diagnosticas para las especies diploi-
des y B: bandas diagnésticas para las especies tetraploides

RFLP RFLP
Técnica R (diploides) Técnica R (Poliploides)

el

i
i
| oM.

E

E

( I3

|33

Illlrlllll1"llllllll|
000 0315 050 075 10 | BLELIENS S N N B B B N B B S N B B
Coefficient 000 025 050 075 10
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Se observo entonces que la mayoria de las variables generadas me-
diante RFLP, no estan relacionadas entre si (similitud < que 0,75). Analizando
las variables que tenian similitud absoluta (Tabla 44 A2 y B2), se encontr6 que:

Las variables 13, 14, 19, 20, 22, 24, 43, 57 correspondientes a las son-
das TG482(6 ) TG510(8) TG574(4) TG245(1) resultaron ser diagndsticas para
tomate (considerando al grupo que incluye a todas las papas estudiadas, tanto
diploides como poliploides.

Las bandas que correspondieron al ITS localizado en el cromosoma 2
fueron diagnésticas del género Solanum respecto de Lycopersicum y

La banda 8 (sonda TG479, cromosoma 3) y la 59 (sonda TG245, cromo-
soma 1) fueron caracteristicas de todas las entradas de S. venturii.

Por otro lado, en este taxén se perdi6 un sitio de restriccion EcoRl en el
espaciador externo de los genes ribosomales respecto de todas las especies
analizadas como se mencioné anteriormente.

En la tabla 46 se detallan las variables y las sondas y cromosomas a los que

pertenecen y que resultaron diagnosticas de taxones y/o genotipos.



Tabla 46: Localizacion de las bandas diagnosticas generadas mediante RFLP, en sus respecti-
vos cromosomas. En la primera columna se indican los taxones, en la segunda el cromosoma
donde se localizan las variables, en la tercera, el nombre de la vanable, en la cuarta el nombre
de la sonda de la genoteca de Cornell, en la quinta estado de la banda (propiedades) de la
banda, si esta presente, ausente o es unica y en la sexta, el grupo citoldgico que pemmitié su
deteccion (diploides,(2x), tetraploides (4x) y todos los citotipos (xx)).

I

Especie y/o indivi- | | Cromosoma || Variables || loci || Banda || Grupode
duo analisis
L esculentum || 68,41 | 13, TG482(6 ) TG510(8) ||  unica | XX
14,19,20,22,2 TG574(4) TG245(1)
4,43,57
L. esculentum 2 28, 30 ITS(2) ausente 2x
L. esculentum 3,841, 11 2,15, 27, TG479(3) G510(8) Gnica 4x
42,61 TG574(4)TG245(1)
TG393(11)
L esculentum || 36,4, 1,12 |[ 3,10, 25 TG479(3) TG482(6) [ ausente || 4x
39,42, 50 TG575(4) TG245(1)
TG473(12)
S. acaule 7648 10, 2 40, 100 TG408(10) 404(9) anica
S. chacoense 4810 2 29 ITS(2) Onica 2x
S. chacoense 7309 12 68-69 TG473 (12) unica XX
S. commersonii 12 67 TG473(12) tnica XX
7270
L esculentum || 6841 |[13,14,19202 TG482(6), [ onica || 0K
2,57 TG510(8), TG574(4)
TG245(1)
S. phureja 10, 8 40,47 TG408(10) TG510(8) Unica 2x
S. tuberosum ssp 2 32 ITS(2) unica 4x
andigena 483
S. venturii | 3,1 [l 859 || TG479(3)7G473(12) || unica || XX

Las bandas diagndsticas de tomate se ubicaron en los cromosomas 6,8,4,1

considerando el maximo numero de individuos de Solanum. En los otros taxo-

nes, los fragmentos discriminantes pertenecieron a uno y hasta dos cromoso-

mas. S. venturii, fue la Unica especie que tuvo bandas diagnésticas respecto de

todos los individuos, junto con S. chacoense 7309y S. commersonii 7270.
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DISCUSION



El interés de los sistematicos en proponer clasificaciones genealdgicas (filoge-
néticas) radica en que la filogenia es la principal causa de las similitudes y dife-
rencias entre organismos. Esto quiere decir que si dos especies cercanas com-
parten caracteristicas similares, es mas probable que esto se deba a haber he-
redado esas caracteristicas de un ancestro comun, que a dos adquisiciones
independientes de caracteristicas idénticas (Goboloff, 1998). E! interés en el
conocimiento de la genealogia, radica en que mediante él, la transmision de la
informacidn sobre las caracteristicas de los organismos clasificados podria rea-
lizarse con mayor eficacialeficiencia. Mediante las herramientas utilizadas en
este trabajo se pretende un conocimiento mas acabado del grupo de especies
aqui analizadas. Se describen los resultados con cada una de las tres técnicas
(AFLP, RFLP y SSR) y también se aportan datos para evaluar la factibilidad de
estudiar aspectos evolutivos/taxondomicos mediante el analisis de la variabilidad

de los genes ribosomales.

1.EVALUACIONES FENOTIPICAS

La informacién recopilada del banco de germoplasma, refleja la importancia

que tienen estas colecciones asi como también el interés particular que tiene,

para el mejoramiento, una adecuada evaluacion de los fenotipos frente a en-

fermedades, pestes y estreses que afectan al cultivo. De estas informaciones

se infiere una interesante variabilidad en el germoplasma analizado con las si-

guientes caracteristicas distintivas:

o Elevada variabilidad en la especie S. chacoense.

o Escasa produccion de flores de S. commersonii y S. vernei (en las condi-
ciones del ensayo).

e Escasa liberaciéon de polen del grupo.

o Elevada produccion de tubérculo.

e Susceptibilidad generalizada a Pseudomonas solanacearum.

e Existencia de plantas resistentes e inmunes a Verticilllum spp, en S. cha-
coense, S. commersonii, S. kurtzianum, S megistacrolobumy S. oplocense.

e La alta susceptibilidad a PLRV, con excepciones en S.acaule, (del Vas, te-

sis), S. kurtzianum y S. tarijense.
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e Varios genotipos con resistencia al taladro de la hoja (Empoasca fabae) y a

nematodes (Meloidogyne (hapla Nematode)).

Esta informacidn refleja, fundamentalmente, que los evaluadores se concentra-
ron en describir caracteristicas de interés agronémico, por lo que los datos
pertenecen a caracteres fuertemente influidos por la seleccion natural o artifi-
cial. Estos datos no reflejan adecuadamente la variabilidad genética integral del
germoplasma mas que para aquellos caracteres para los que fue evaluada.
Para obtener una informacién mas precisa se requiere de la evaluacion de ca-
racteres primariamente neutros frente a la presion selectiva como los aportados
por trabajos como los de esta tesis. Se podra arguir que esta informacion
aporta un interés mas bien tedrico, de poca utilidad agronémica. Sin embargo,
la probabilidad de encontrar en una muestra de germoplasma variantes para
algun caracter de interés no evaluado hasta ahora estara relacionado con la
variabilidad genética global del genoma la cual ayudara, ademas, a seleccionar
un grupo representativo de genotipos para realizar analisis que no pueden rea-
lizarse sobre un gran nimero de muestras. Ademas, la combinacion de ambos
tipos de informaciones permitira el disefo de cruzamientos controlados, con el
fin de mapear genes de interés que aun no estén localizados. En este contexto,
cabe mencionar que numerosos caracteres monogenéticos han sido ubicados
en los mapas altamente saturados con marcadores, tanto en papa como en
tomate (Pillen et al., 1996) y a modo de ejemplo pueden citarse:

Gro1 (resistencia al patotipo Ro1 de Globodera rostochiensis, crom 7)

Rx1y Rx2 (resistencia a PVX, crom 12 y crom 5 respectivamente)

R1 (resistencia a Phytophtora infestans, crom 5)

R3 (resistencia a Phytophtora infestans, crom 11)

H1 (resistencia al patotipo Ro1 y Ro4 de Globodera rostochiensis proximos al
locus Rx2, en el crom 5)

Proteina de almacenamiento (10-15 copias en el corm 8)

Color de la flor (3 /oci)

Color de la piel (crom 10)

Forma del tubérculo (crom 10)
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Si bien estos caracteres monogenéticos revisten gran importancia, como se
indicé anteriormente, la mayoria de las propiedades de interés agronémico,
estan controladas por numerosos genes. El estudio de los caracteres cuantita-
tivos (QTL o Quantitative trait /oci) mediante marcadores moleculares, permitio
determinar que los mismos no estaban determinados por mdiltiples genes con
efectos relativamente pequefos e iguales (Falconer, 1993), sino que un gran
numero de caracteres cuantitativos estaba determinado por varios /oci y que los
efectos de cada uno de ellos no eran iguales para todos, poseyendo unos po-
cos genes, efectos importantes.

Dada la gran variabilidad genética que existe en este germoplama, constituye
una fuente interesante para la busqueda de nuevas variantes alélicas o loci no
detectados aun, como ocurrié con los claros ejemplos de mejoramiento en to-
mate, utilizando el analisis de QTL en retrocruzas avanzadas (Fulton et al,
1997). Mediante la estrategia de efectuar cruzamientos con germoplasma sil-
vestre, seguida de numerosas retrocruzas y evaluacién de estos caracteres
cuantitativos, fue posible por ejemplo, localizar variantes alélicas de la especie
silvestre L. Hirsutum que incrementaron los valores de productividad, sélidos
solubles y color de fruto. (D. Bernacchi en preparacion). Por otro lado, se intro-
dujeron alelos (genes) de L. pimpinellifollium para incrementar el tamano del
fruto, a partir de esta especie, que posee frutos muy pequefos. Aproximada-
mente un 50 % de los nuevos genes (alelos) hallados, fueron Unicos en las es-
pecies silvestres analizadas. Un ejemplo similar puede mencionarse para arroz,
que gracias a esta metodologia (andlisis de QTL en retrocruzas) fue posible
introducir desde un antecesor silvestre de baja productividad, 2 QTL que logra-
ron mejorar hasta un 17 % el valor de la misma. De esta manera se demuestra
que el fenotipo es un predictor pobre de este potencial (Tanskley y Mc Couch,
1997).

Considerando el gran numero de entradas exéticas que existen en los bancos
de germoplasma y el limitado numero de recursos y tiempo disponible, es ne-
cesario maximizar la chance de encontrar nuevas variantes alélicas y genes
Utiles para mejorar tanto la base genética de los cultivos en general, como para
incrementar las posibilidades de cada uno. Por lo tanto, el analisis de variabili-
dad que se realiza en este trabajo, permitiria seleccionar aquellas entradas con
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mayor potencial, como para encarar un mejoramiento molecular, como el ante-

riormente mencionado para arroz y tomate.

2.DIFERENCIACION CITOLOGICA

2.1.CARIOTIPOS

Las evaluaciones citologicas permitieron detectar los citotipos diploides
(2n=24), los tetraploides (2n=48) y hexaploides (2n=76). En oportunidades
aisladas se observaron aneuploidias, fenomeno descripto como extremada-
mente raro en poblaciones naturales de este género (Wilkinson, 1994).

Las mediciones de los cromosomas evidenciaron ciertas diferencias entre los
genotipos evaluados. Solamente pudieron detectarse diferencias en el largo
total y no en las Razones de Brazos Promedio, parametro que fue de gran utili-
dad en Festuca y Elymus. Los cromosomas mas largos fueron los de S. infun-
dibulliforme, S. gourlayi 'y S. tarijense y los mas pequefios los de S. vernei, S.
spegazinii y S. ventuni. Las tres primeras especies pertenecen a distintas se-
ries taxonémicas (Cuneolata, Tuberosa iii y Yungasensa (Hawkes, 1990)) y las
dltimas tres a la misma Tuberosa iii. Por lo tanto, el criterio de morfologia de los
cromosomas, nNo se adecuaria a la clasificacidon en series, al menos entre los
que poseen mayor tamarno.

La comparacion con los cromosomas descriptos por Pijnacker y Ferwerda
(1984) para S. tuberosum ssp tuberosum, parece indicar que las especies aqui
analizadas suelen tener un numero relativo mayor de cromosomas metaceéntri-
cos (con algunas excepciones), sin embargo la morfologia y el tamario del pri-
mer par cromosdémico concordaron con la descripta para esa variedad de papa.
También la presencia de la constriccion secundaria, cuando pudo ser observa-
da, se ubicé en el segundo par cromosomico descripto.

Contrariamente a lo esperado, la existencia de un agrupamiento ("cluster") de
genes ribosomales 5S (mapeado tanto en papa como en tomate en el cromo-
soma 1) no estuvo acompanada de una constriccion secundaria detectable en

estos genotipos.
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Si bien el estudio de los cariotipos no evidencié grandes diferencias dentro del
grupo (como ocurriera en otros casos, como en los géneros Oxalis, Festuca,
Elymus), se detectaron algunas variaciones de tamano de cromosomas que
pudieron ser correlacionadas positivamente con el contenido de ADN (Tabla 14
y Fig. 8).

El analisis de los cariotipos se basa en las siguientes presunciones: 1) se pue-
de determinar la longitud exacta de los cromosomas y 2) todos los cromosomas
del complemento poseen igual condensacion. En rigor, ninguna de las dos
condiciones se cumplen totalmente, ya que es muy dificil constatar que la con-
traccidén de los cromosomas sea la maxima, y por otro lado existen evidencias
de que la morfologia de los cromosomas cambia dinamicamente durante los
estados de la metafase mitética, al menos en Hordeum (Fukui y Kakeda, 1994),
por lo tanto hay que ser cuidadoso con las conclusiones que se deriven de es-
tos datos. No obstante, en la literatura, se considera que la utilizacion de agua
fria como pretratamiento para lograr la contraccién cromosémica, no produce
efectos artificiales en la morfologia de los mismos (lijima y Fukui, 1991). Por lo
tanto relativizando esos valores de longitud, como ocurre con los estimadores
que son cocientes de ellas, las conclusiones seran mas certeras. Sin embargo,
dado el escaso tamafio de los cromosomas el error en las mediciones es ele-
vado, contrastando con lo que ocurre en otros sistemas, donde este tipo de
estudio proporcioné informacién altamente confiable de gran valor para la ca-
racterizacion de estas entidades (como por ejemplo Festuca y Oxalis). Por lo
tanto, en el caso de Solanum, debe recurrirse a otras herramientas mas preci-

S§as.

2.2.CONTENIDO DE ADN

La utilizacidn de la microdensitometria conlleva a la imprescindible eleccién de
un testigo de referencia. En este caso en particular, la utilizacién de los eritro-
citos de pollo como patrones, no resulté de utilidad. Se observo que los eleva-
dos valores de los CV de los genotipos evaluados se debieron al testigo que se
utilizé. Segun estos datos y los que se muestran en la tabla 10 y tabla 11, no
se recomienda el uso de este tejido como material de referencia. En cambio, la

cebolla a pesar de poseer un elevado contenido de ADN respecto de las de las
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especies analizadas, mostré un comportamiento coherente, reflejando correc-
tamente las variaciones en los procesos de fijacion y tincién de los preparados
como se muestra en el valor del coeficiente de correlacion de la tabla 10.

Los contenidos de ADN, mostraron una distribucidon continua entre las distintas
especies. Las especies diploides que estan en los extremos de distribucion han
sido clasificadas en la misma serie taxondmica Tuberosa (Hawkes, 1990). Sin
embargo, ya es un hecho conocido que esta serie esta formada por especies
de muy diferentes origenes, por lo que esta observacion no se contrapone con
su validez evolutiva sino que confirma otras evidencias de heterogeneidad ta-
xonémica.

Si se considerara a las especies como representantes de series, podria decirse
que la serie Tuberosa difiere en contenido de ADN de la Megistacroloba 'y Yun-
gasensa y la serie Commersoniana de Yungasensay Tuberosa.

Esta generalizacion se ve indirectamente apoyada al considerar que distintas
entradas de diferentes ubicaciones geograficas mostraron igual contenido de
ADN. Por ejemplo cuando se analizaron las diferencias entre dos entradas de
S. chacoense que pertenecen a distintos lugares geograficos, como asi tam-
bién entre dos entradas de S. tuberosum ssp. andigena de diferente habitat, no
se observaron diferencias significativas dentro de cada especie. Ademas, como
se vera mas adelante, los datos de agrupamientos derivados del analisis de
AFLP, también apoyarian la existencia de estas entidades taxonémicas, por lo
que el contenido genémico podria ser propuesto como criterio de clasificacion.
En cambio, la comparacién entre las dos subespecies de S. tuberosum, mostré
diferencias significativas. Esto podria reflejar la diferenciacion evolutiva deriva-
da del mejoramiento efectuado por el hombre sobre el grupo de genotipos se-
leccionados y que dieron origen a los cultivares actuales entre los que se inciu-
ye el cultivar analizado.

Existen datos controvertidos en la literatura en referencia al contenido de ADN
de la papa. Las primeras mediciones realizadas por Bennet y Smith (1976) le
adjudicaron un valor de 4,2 pg, datos que resultan coherentes con las observa-
ciones de esta tesis. Trabajos posteriores, ubican este valor de ADN en 3,6 +
0,08 pg (Jacobsen et al., 1983) en donde analizé distintos tejidos de un cultivar
de S. tuberosum cv Astarte de 2n=48. Otras estimaciones citadas en Arumuga-
nathan y Earle (1991) ubicaron al contenido de ADN de S. tuberosum ssp tube-
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rosum entre 3,31 y 3,86 pg.Por otro lado, la variabilidad dentro de especies
también fue reportada para Zea mays (hasta 1,4 veces) y no asi en Sorghum
bicolor y con resultados controvertidos para Vicia faba (Greilhuber y Ebert,
1994).

Dada la experiencia adquirida en cuanto a las caracteristicas de la coloracion,
las diferencias entre los tratamientos de hidrdlisis, utilizacion de controles ade-
cuados, en este trabajo se midieron conjuntamente con el patrén elegido y to-
das las muestras (los distintos genotipos) en forma conjunta. Como se trataba
de numerosas muestras, las mismas e midieron en 5 oportunidades distintas,
cuidando que los tiempos entre la lectura del primer preparado y el ultimo sea
el minimo posible, de manera que el colorante no decaiga, y se incremente el
error en las lecturas. Por lo tanto, las diferencias encontradas dentro de un la-
boratorio, son confiables, pero no necesariamente comparables entre distintos
laboratorios. Las mismas pueden ser exclusivamente derivadas de la técnica, y
sobre todo en los rangos de décimas de picogramos detectados.

En cuanto a otras especies diploides de papas como S. berthaultii, su conteni-
do fue estimado en 1,74 pg por Arumuganathan y Earle, (1991), S. melongena
en 2,28 y 2,48 pg (Galbraith et al, 1983 en Arumuganathan y Earle, (1991)), los
cuales son datos muy cercanos a los descriptos en este trabajo, que sugieren
nuevamente un estrecho vinculo entre todas las especies y que fendmenos de
"explosion del contenido de ADN repetitivo"”, no se evidenciaron en este géne-
ro como mecanismo de evolucion preponderante

En Lycopersicum (género altamente relacionado a Solanum), se han descripto
valores de 2,0, 3,9 y 5,1 pg para el tomate comun; y para especies silvestres
relacionadas como L. hirsutum, L. pimpinellifolium, L. racemiflorum de 1,9, 1,7 y
2,0 pg respectivamente. Nuevamente los datos de las especies silvestres de
este género son muy semejantes a los correspondientes a las especies de So-
lanum aqui estudiadas pero notandose gran variabilidad en las variedades
mejoradas. Este fendbmeno concuerda con lo evaluado en este trabajo, res-
pecto a las diferencias entre el cv. Baraka y la subespecie S. fuberosum ssp
andigena.

Los contenidos mencionados en Solanum y Lycopersicum estan dentro del
mismo rango u orden de magnitud, sugiriendo que esta caracteristica no sufrié

grandes cambios en estos dos géneros (conocidos por estar estrechamente
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relacionados desde el punto de vista filogenético). Esta conservacién intergené-
rica indica que la variacion en el contenido de ADN no es un mecanismo central
en la evolucion y diversificacion de estas especies y ayuda a explicar porqué no
se observan variaciones bruscas en el contenido de ADN entre las especies
estudiadas.

En cambio el género Nicotiana cuenta con valores estimados de contenidos de
ADN mas altos, como por ejemplo de 5,4 pg para los citotipos diploides (2n=24)
de N. othopora, de 4,8 pg para N. paniculatay de 10y 12,5 pg para N. tabacum
(4x). También el género Capsicum, tanto en las especies cultivadas como sil-
vestres, mostré un contenido de ADN mayor que Solanum (de 8 a 12,9 pg para
formas diploides de 2n=24). Ambos géneros (Nicotiana y Capsicum) estan filo-
genéticamente mas alejados de Solanum que Lycopersicum. Mientras Solanum
y Lycopersicum tienen mapas genéticos casi idénticos (los mapas comparati-
vos entre ambos solo se diferencian en 5 inversiones paracéntricas, Tanskley
et al., 1996), en Capsicum, se observaron grandes rearreglos de los cromoso-
mas respecto de Lycopersicum y Solanum, y basandose en la homologia de
los clones utilizados, se observé que apenas un 31 % del genoma esta conser-
vado entre estos géneros (Pillen et al.,1996),

Para estudiar las variaciones en el contenido genémico que acompanaron el
fenémeno de poliploidizacion se estudiaron las relaciones por genoma haploide
de los diferentes citotipos de las mismas especies. Cabe mencionar, que se
detectd un individuo tetraploide de S. ventuni entre las muestras analizadas. Si
bien, S. venturii, no posee otros citotipos (Hawkes, 1990), hay que destacar la
gran capacidad de formacion de gametas no reducidas caracteristica de este
grupo de especies. No obstante deberian analizarse mas individuos para des-
cartar un posible error.

Los valores de contenido genémico en los citotipos poliploides no arrojaron
multiplos exactos de los valores genémicos haploides. El hecho que los conte-
nidos de ADN por genoma haploide difieran (tanto por aumento como por dis-
minucion) de los valores de las especies diploides no resulta novedoso. Se ob-
servaron ya situaciones similares en el género Triticum o Brassica (donde se
detectaron disminuciones en las especies poliploides con respecto a las diploi-
des). Mayores disminuciones se hallaron en especies con altas ploidias como
Tradescantia (Martinez y Ginzo, 1985), Bulnesia (Poggio y Hunziker, 1986),
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etc. En cambio en algodones alotetraploides, las diferencias fueron muy pe-
quenas.

Actualmente existen listas de contenidos de ADN de mas de 1000 especies
angiospermas (Bennet et al., 1982, Arumuganathan et al.,, 1991) que ofrecen la
posibilidad de analizar la variabilidad entre las distintas especies. Existen géne-
ros que, para el mismo nivel de ploidia, no presentan o es muy escasa la varia-
cion en su contenido de ADN, como son los casos de Hordeum, Avena que son
monocotiledéneas. El género aqui estudiado (Solanum) seria un ejemplo para
dicotiledbneas a contrapunto de otros géneros de dicotileddbneas como La-

thyrus, Heliantus, Vicia y Crepis que presentan variaciones de hasta 9 veces.

3.CONSTRICCIONES SECUNDARIAS Y GENES RIBOSOMALES

Los estudios de taxonomia y evolucién utilizando a estos genes, se llevaron a
cabo en numerosos faxa. Especificamente en Solanum se concentraron en la
especie S. tuberosum y (Borisjuck et al, 1993,1994, Hemleben et al, Harding D.
(1991), Gruber (1991)). Las enzimas que cortan en un unico sitio dentro de la
unidad de repeticion en tdndem, proporcionaron informaciéon acerca de la va-
riabilidad de los tamanos, atribuidos usualmente a cambios en el numero de
subrepeticiones en el espaciador externo. Esto se comprobdé aqui principal-
mente en Southerns con la enzima Bglll, que en el género Solanum mostré po-
seer un sitio adicional respecto a Lycopersicum ubicado, justamente, en el es-
paciador externo. Los tamanos estimados para la unidad de repeticion fueron
de 8,6 kpb a 10,5 kpb segun la especie y siendo mas amplio este rango que el
descripto por Borisjuck (Borisjuck et al, 1993) de 8,7 kpb a 9,3 kpb. Sin embar-
go, en electroforesis usando concentraciones y calidades de geles de agarosa
que incrementan la resolucion, (mediante la enzima EcoRV) se encontraron,
para ciertas entradas de las especies S. kurtzianum, S. spegazzini,
S.tuberosum ssp tuberosum, S. tuberosum ssp andigena y S. chacoense la
coexistencia de varias bandas (entre 2 y 4). Con la misma enzima, también se
detectd la presencia de al menos dos tipos de subunidades en algunos de es-
tos casos. Las intensidades de radiactividad asociadas a estas bandas super-

numerarias y sus tamarnos relativos respecto a la banda principal fueron varia-
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bles indicando heterogeneidad en la composicion de las unidades de repeticion
en los agrupamientos o clusters. Por muy sorprendente que sea esta falta de
homogenizacion de las secuencias, la misma ya fue descripta para varias es-
pecies incluyendo Solanum (Borisjuk et al, 1993,1994). Se descarta la presen-
cia de otros agrupamientos de estos genes fuera del cromosoma 2 porque no
fueron evidenciados en los andlisis de segregacion usando los genes riboso-
males como sondas de RFLP (Gebhardt et al, 1991, Bonierbale et al, 1988).

En el caso de Bglll, esta heterogeneidad de secuencias dentro de cada orga-
nismo se puede atribuir a por lo menos dos causas:

1) La pérdida de algun sitio de restriccion de algunas de las subunidades den-
tro del espaciador intergénico ya sea por mutacién o, mas probablemente, co-
mo consecuencia de metilacion. Bgl/ll tiene citosina en el sitio de corte,
5'AGATCT3, y su actividad se ve inhibida por metilacién de ese residuo. A me-
nos que el fendmeno de metilacion sea consecuencia directa de la secuencia,
no se trataria de variacioén de la presencia del sitio, sino inhibicidén del mismo.
Un fendmeno que se ha explicado en la literatura y que favoreceria la metila-
cion de C, es la presencia de CG a continuacion de los motivos reconocibles
por las enzimas. Este mismo evento se menciona para el caso de EcoR|. Estas
unidades carentes del sitio Bg/ll adicional se asemejarian a la situacién de to-
mate donde existe un unico sitio para esta enzima, pero resulta dificil hipoteti-
zar si esta variante minoritaria es un relicto evolutivo previo a la separacién de
ambos géneros o una convergencia evolutiva.

2) La delecién (o duplicaciéon) de las subunidades de repeticién del espaciador
intergénico o, mas probablemente, la presencia de subunidades de distintas
composiciones nucleotidicas y tamafios (ya que la suma de los fragmentos ge-
nerados por Bglll (para una entrada determinada) no siempre concuerda con el
tamano de la subunidad completa (que no tiene sitio de restriccion en el espa-
ciador)). Dichas diferencias oscilaron desde 0,1 a 0,7 kpb, dentro de cada en-
trada.

La regidon responsable de este comportamiento variable pudo ser localizada en
el extremo &' del espaciador gracias a las hibridaciones diferenciales con la
sonda codificante para el rRNA de 28S y los resultados de digestion con la en-

zima Bglll recién, mencionada y Dral. Esta otra enzima (Dral) permitid confir-
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mar la variabilidad de la porcion 5° del espaciador externo. La misma posee al
menos 3 sitios dentro de la subunidad.

A pesar de lo dicho, con la excepcion de las especies mencionadas (S. cha-
coense, S. kurtzianum, S. spegazzini, S.tuberosum ssp tuberosum, S. tubero-
sum ssp andigena), el resto mostroé un solo tamaro de subunidad.

Dentro de los polimorfismos de sitios de restriccion, una enzima que mostrd
variabilidad en los sitios de corte, fue EcoRI. La misma posee varios sitios de
corte dentro de la subunidad repetitiva y se detectaron variaciones en el sitio
presente en el extremo 3°del espaciador externo. En cambio se observé una
alta conservacion de dichos sitios en las porciones codificantes. En todas las
entradas de la especie S. venturii se comprobd la pérdida de un sitio en la re-
gién mencionada (extremo 3°del espaciador, proximo al 17S).

El sitio EcoRI de del extremo 5°del 25S, evidencid estar ausente o inactivado
por metilacion en todas las entradas, pero solo en algunas subunidades (entre
un 33% y 50%). Sin embargo hubo 2 entradas, S. commersonii (Oka 7313) y S.
megistacrolobum (Oka 4430) que perdieron el sitio en todas las subunidades
repetitivas. La posibilidad de que el sitio estuviera afectado por metilacién es
muy alta ya que datos de secuenciacion en tomate, (Kiss et al, 1989) mostraron
que este sitio GAATTC esta seguido por CG y que propiciaria la metilacion.

En todas las entradas de S. venturii y en S. microdontum (7530) se observo,
ademas, que existian fragmentos de aproximadamente 5 kpb que no hibrida-
ban con el 25S y que estaban ausentes en las demas especies, salvo algunas
de ellas, pero con sefal muy débil (los mismos fragmentos se han descripto
para L. pennellii, (Vallejos et al 1988)). Al hibridar con IGS, se comprobd que
los fragmentos de 5 kpb contienen al espaciador externo, ademas se corrobor6
que la banda de 3,8 kpb que hibrida con el 258 no involucra al espaciador. Sin
embargo si los fragmentos del 25S (de 2,56 y 2,73 kpb) que se forman de ma-
nera alternativa por la posible metilacion, dejan su contraparte en el espaciador
tambien con 0,1 kpb alternativos, esto deberia hibridar con el espaciador ex-
terno y se detectarian bandas que explicarian la presencia de fragmentos con
0,1 kpb de diferencia, produciendo, al menos, bandas mas anchas. El hecho de
no detectar estos fragmentos, se contrapone a la hipétesis de Borisjuk (1994),
que propone la existencia de lo dos sitios posiblemente metilados del 3' del
25S. En cambio, la ausencia de estos fragmentos 0,1 kb podrian sugerir la
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existencia de dos tipos de subunidades con tamafos que difieren en 0,1kb, en
lugar de la metilacién (ver Fig. 22).

Sorpresivamente, fragmentos de idéntico tamafo pero que esta vez hibridaron
con el 258 se observaron en varias de las entradas de S. tuberosum ssp andi-
gena, S.acaule y en S. tuberosum ssp. tuberosum sugiriendo nuevas modifica-

ciones en el IGS.

4.MARCADORES MOLECULARES

Es conocido que las distintas técnicas moleculares empleadas en esta tesis
detectan variaciones causadas por mecanismos diferentes que seguramente
no tienen la misma tasa de mutacién (evolucion). Existen evidencias propias y
de la literatura de que las bandas amplificadas mediante AFLP al ser utilizadas
como sondas hibridan (en Southern blots) con secuencias repetitivas y por lo
tanto no codificantes (Martinez, 1997: Marcucci Poltri, 1996). Por lo tanto, el
hecho de suponer que casi todos sitios estan involucrados en regiones no codi-
ficantes es bastante correcto.

Los RFLP detectan fundamentalmente rearreglos (pequenas deleciones, inser-
ciones, inversioneé) sobre todo cuando se usan enzimas de restriccion que re-
conocen 6 bases (y no 4, por ejemplo),(no en el caso de los genes ribosoma-
les) y las regiones afectadas son fundamentalmente no codificantes (intrones y
secuencias intergénicas) pero mas relacionadas con los genes (si las sondas
fuesen de cDNA). Como los AFLP detectan, fundamentalmente, mutaciones de
punto; las velocidades no tienen porqué coincidir (se tratan de tipos de muta-
ciones distintas). Incluso en los AFLP no es lo mismo la aparicion de Ay T, que
de G y C porque debido al fendmeno de metilacion de citosinas tiende a haber
mas transversiones CG a AT que alrevés.

La velocidad de mutacion de los marcadores de tipo SSR, esta gobemada por
otro mecanismo distinto a los otros 2 (recombinacion desigual y deslizamiento
de la DNA polimerasa). Ademas, las presiones de seleccién de cada uno de los
microsatélites evaluados, puede ser variable, ya que algunos, se obtienen a
partir de secuencias publicadas, que corresponden a regiones genomicas pre-

sentes en los genes aunque rara vez sean codificantes.
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La evaluacion de todo el genoma mediante marcadores moleculares se desa-
rrolid empleando tres tecnologias.

Los RFLP, utilizando 15 sondas que mapean al menos en cada uno de los 12
cromosomas. Los datos obtenidos con los genes ribosomales, como puede
deducirse de la seccién anterior, resultan bastante complejos para estudios de
variabilidad genética en este género, y no obstante la gran informacién genera-
da, se esta analizando unicamente una porcion limitada del genoma localizada
en el cromosoma 2, por lo tanto no se consideraron en el analisis de agrupa-
miento. Para no generar informacion redundante, y dado que estudios llevados
a cabo en el laboratorio, con 3 genotipos de papas diploides, evidenciaron la
existencia de polimorfismos con varias enzimas para una misma sonda, (evi-
denciando rearreglos en los cromosomas), sélamente una combinaciéon sonda-
enzima fue considerada para los posteriores analisis mediante RFLP con son-
das representativas de todo el genoma.

Los AFLP mostraron un alto nimero de variables de posiciéon desconocida. Si
bien no puede asegurarse la distribucion homogénea por todo el genoma y
menos la cobertura total del mismo, el reciente catdlogo de marcadores publi-
cado por Roupe et al. (1998), conteniendo la distribucién de marcadores en el
genoma con sus respectivas posiciones en el mapa sugiere que, si bien hay un
agrupamiento con localizacion preferencial de algunos de ellos en determina-
dos cromosomas, se observé al menos un Jocus representativo de cada grupo
de ligamiento para cada combinacion de oligonucleétidos ensayada. La alta
capacidad de multiplex de los AFLP permiti6 que se evaluaran aproximada-
mente 250 Joci con tan sélo 4 combinaciones de oligonucleétidos.

Los microsatélites utilizados, hasta el momento no han sido mapeados, y en
consecuencia se desconoce su ubicaciéon cromosémica. Si bien el nimero de
combinaciones de oligonucleétidos especificos evaluados es de 7, se observd
que al menos uno (SO10) evidentemente es multifocus para muchas de las en-
tradas analizadas, aunque no se sabe a cuantos /oci totales involucra. Esto fue
asi aun en S. phureja, S. tuberosum ssp. andigena, especies mas emparenta-
das con S. tuberosum ssp. tuberosum especie en el que el microsatélite fue

aislado y caracterizado
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En el caso de los otros microsatélites evaluados, sélo esporadicamente se ob-
servé mayor numero de bandas que las esperables de un solo /ocus (tabla 26).
Esto podria explicarse considerando que los microsatélites fueron desarrolla-
dos a partir de un cultivar de papa y que los /oci supernumerarios presentes en
el genoma de las especies silvestres se perdieron durante la domesticacion de
la papa

Una observacién interesante es el bajo numero relativo de alelos diferentes
observado en las OTUs hexaploides (S. oplocense) respecto del resto de las
entradas poliploides evaluadas. Esto se podria explicar por poca antigiedad
evolutiva de la especie (como ocurre en el trigo hexaploide), por una alta tasa
de fijacién de alelos (esta especie es autégama con un alto porcentaje de mul-
tiplicacién vehiculizada por semillas botanicas), o bien presentan alelos nulos
no detectados en los cromosomas homedlogos que podrian indicar mayor di-
vergencia entre los genomas que le dieron origen.

Las especies tetraploides (también autdégamas), en cambio, presentaron un alto

grado de heterocigosis en los cromosomas homedlogos.

Los indices de contenido polimérfico de AFLP y RFLP no mostraron diferencias
significativas entre ellos, y tampoco cuando se compararon los diploides vs. los
poliploides (Tabla 37), esto ultimo a pesar de la diferencia entre el nimero de
genotipos analizados en cada grupo (1200 cromosomas en los 50 genotipos
diploides vs 936 cromosomas en los 16 genotipos poliploides). Esto podria es-
perarse si se consideran genomas de 24 cromosomas alopoliploides, totalizan-

do 40 "unidades diploides de genoma".

Los valores de los indices de contenido polimérfico de AFLP fueron compara-
bles a los reportados recientemente en papa cultivada (Milbourne et al., 1997) y
en especies de soja (Powell et al., 1996) pero superiores a los encontrados en
100 variedades de soja argentina (Giancola, 1998). No obstante, fueron meno-
res que el indice detectado en una poblacion de mejoramiento formada por 40
clones de Eucalyptus dunnii (originario de una limitada regién de Australia
(Marcucci Poltri et al, 1998 datos no publicados) a pesar de tratarse de una
Unica especie, evidenciando la reducida variabilidad existente en el grupo estu-
diado en esta tesis, para las mutaciones puntuales. Cabe mencionar que el
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valor maximo de PIC que puede obtenerse cuando hay unicamente dos alelos,
es de 0,5 y dicho valor se alcanza unicamente cuando el 50% de los individuos

presentan la banda.

En el caso de los microsatélites evaluados, el valor de los indices promedio que
corresponde a las OTUs diploides fue similar al observado en papa cultivada y
algo mayor que el mencionado para dos especies de soja y entre variedades
de soja (Powell et al, 1996; Giancola 1998)

Esta escasa variabilidad, comparable a la encontrada en una especie conocida
por su estrecha base genética como es la soja, puede explicarse, parcialmente,
a la influencia relativa de los datos provenientes de la evaluacién del microsa-
télite SO26 de papa, que mostrd un indice de 0,04 (disminuyendo el promedio

en forma considerable).

Los coeficientes de similitud promedio dentro de especies fueron comparables
en los dos niveles de ploidia y con los tres marcadores utilizados. Los valores
mas altos de similitud se obtuvieron con AFLP, luego siguieron los generados

por RFLP y por ultimo los obtenidos mediante SSR. (Fig. simil dentro)

4.1.ALELOS COMUNES ENTRE EL GERMOPLASMA Y LA PAPA CULTI-
VADA

Los genotipos diploides y poliploides compartieron 2/3 de los alelos, tanto de
AFLP como RFLP; y solamente 1/3 de los alelos generados por microsatélites.
Ese resultado era previsible, considerando la elevada tasa de mutacion a la
que estan sometidas estas ultimas secuencias. También hay que destacar que
dentro del grupo se observd la presencia de alelos nulos, que podrian indicar
disimilitud en las regiones colindantes a los motivos de repeticiones, o ausencia
de los loci, por rearreglos genémicos.

Al comparar los alelos presentes en los genotipos diploides y en el cultivar de
papa estudiado, claramente se visualizaron menos alelos comunes de RFLP y

SSR, respecto de los generados mediante AFLP. Esto podria indicar el tipo de
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variabilidad que cada marcador es capaz de detectar, ya que los RFLP detec-
tan rearreglos (inserciones, deleciones, translocaciones); los microsatélites,
cambios en el nimero de repeticiones y los AFLP fundamentalmente, mutacio-
nes puntuales, y en fragmentos pequefos menores de 500 bases. Esto sugiere
que las diferencias entre los citotipos diploides y poliploides, son de menor en-
vergadura que las diferencias entre el cultivar de papa y los genotipos tanto

diploides como poliploides..

4.2.CORRESPONDENCIA ENTRE LOS SISTEMAS:

Las correlaciones entre los distintos métodos de evaluacién utilizados se midie-
ron mediante el coeficiente de correlacién entre las matrices de similitud. Si
bien todos dieron significativos, los que mostraron valores mayores fueron los
de AFLP y SSR (mayores a 0,6 para todos los grupos evaluados) Tabla 39. No
obstante todos correlacionaron de manera similar y por lo tanto se agruparon a
todos los datos y se analizaron los dendrogramas con el total de la informacion
(526 variables, 273 loci). La topologia de los arboles generados de esta forma,
no mostro diferencias con los individuales.

En este caso, en donde se utilizan datos que provienen de distintos segmentos
gendémicos que probablemente no posean la misma velocidad de mutacién, no
seria del todo correcto la utilizacién de UPGMA como algoritmo para establecer
las relaciones entre los taxones.

Con estos datos puede observarse el agrupamiento de las entradas de una

misma especie, ocurre con mayor similitud que entre especies.

4.3.TOPOLOGIA DE LOS DENDROGRAMAS

El reloj molecular plantea una tasa de evolucion (tasa de mutacién) constante
en el tiempo. Asumiendo marcadores ubicados en regiones no codificantes,
esta hipotesis deberia ser cierta, porque no hay una presion de seleccién que
los lentifique (como es el caso de las secuencias conservadas ribosomales o
genes que codifiquen para propiedades morfologicas, sujetas a distintas pre-
siones de seleccién). Bajo este supuesto, la aplicacion del UPGMA para la
construccion de los arboles es correcta. Sin embargo, al utilizar datos que pro-
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vienen de sistemas que detectan variaciones que probablemente no posean la
misma velocidad de mutacion, se plantea una posible limitacion a la utilizacién

de UPGMA como algoritmo para establecer las relaciones entre los taxones.

4.3.1.APLICACION DEL METODO DE UPGMA

En términos generales, todos los genotipos de una misma especie se agrupa-
ron con similitudes mayores que con las demas especies.

La posicidon de Lycopersicon esculentum, como grupo externo fue correspondi-
da con las tres tecnologias.

Utilizando UPGMA, S. commersonii formé un agrupamiento que la unié al resio
de los taxones con menor similitud, tanto para AFLP como RFLP. Con SSR, las
ramas del arbol resultaron muy préximas y no podria afirmarse con certeza que
la similitud sea la mas baja con el resto de los taxones. S. commersonii esta
considerada como la especie menos evolucionada del grupo, segun Hawkes
(1990) y Hawkes y Jackson (1992).por lo tanto, los AFLP y RFLP estarian apo-
yando a dicha hipétesis. S. goniocalyx y S. phureja, también se agruparon con
ambas metodologias, no asi con SSR.

El cultivar Huinkul, mostré distintas posiciones segun la técnica evaluada, sien-
do la mas coherente con los datos de origen de los cultivares la que la posicio-
na junto con S. phureja y S. goniocalyx, ambas especies cultivadas y que
aportaron parte de su genoma en programas de introgresion de caracteres en
la papa comun (S. tuberosum) después de cruzamientos amplios. Esta situa-
cion se registré con los AFLP.

La posicion de Lycopersicon, fue claramente la de un grupo externo (outgroup)
con las tres tecnologias. En cuanto a la clasificacion en series, s6lo se respeto
dicho orden en el dendrograma de AFLP, agrupandose con mayor similitud las
entradas de S. chacoense y S. tanjense, actuaimente incluidas dentro de la
serie Yungasensa Mediante RFLP, ambas especies aparecieron intercaladas,

como se puede observar en al fig. 33 A.

En el grupo de tetraploides al igual que en diploides, los genotipos de las mis-
mas especies se agruparon con mayor similitud entre ellas con las tres tecno-

logias. S. acaule reflejé mayor similitud dentro, que S. gourfayi, a pesar de que
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esta Ultima especie estuvo representada por solo dos entradas, y pertenecien-
do a distintas ubicaciones geograficas. El grupo externo (tomate), se comportd
como tal, en los fenogramas de AFLP y RFLP. no asi en SSR. En este punto
hay que destacar, que en las condiciones de apareamiento ("annealing”) de los
oligonucleétidos, casi no se observaron amplificaciones indicando alta especifi-
cidad de secuencia.

Los clones de S. tuberosum ssp andigena, se crdenaron de diferente manera y
no mostraron asociacion alguna con otras entradas pertenecientes a la regién
de coleccion. Asimismo, sus asociaciones con Huinkul no respetaron a un ge-

notipo determinado.

Toda esta informacion, esta gcbernada por el numero de /oci Gue se evalud con
cada herramienta y tiene distinto peso, al considerar las comparaciones entre
ellas. Obviamente, los 250 /oci analizados con AFLP, a pesar de ser una tec-
nologia de visualizacién dominante, superan ampliamente la cobertura gendémi-
ca respecto de los 14 /oci de RFLP y de los 7 microsatélites evaluados, a pesar

de que el numero de variables fue de 80 para RFLP y de 160 para SSR.

4.3.2.APLICACION DEL METODO DE NEIGHBOR-JOINING

Cuando se construyo el arbol empleando el algoritmo de Neigbor Joining a par-
tir de las matrices de distancias generadas mediante el complementario del
indice de Jaccard, las especies S. chacoense y S. tarijense, ambas considera-
das dentro de la serie taxonémica Yungasensa, fueron agrupadas (arboles con
datos de AFLP, RFLP Y SSR, fig. 35). El mismo efecto se habia observado
utilizando UPGMA y con los mismos marcadores. Esto refleja la base evolutiva
que sustenta al menos en esta seccidn de la clasificacion

En el caso de S. commersonii, que pertenece a la serie Commersoniana, la
hipétesis evolutiva de su clasificacion la ubica dentro de las més primitivas del
grupo. Esta, fue ubicada como mas distante del resto de las especies, en los
arboles construidos a partir de AFLP y RFLP como se menciond anteriormen-
te; y en el caso particular de la utilizacion de NJ, también mostro mayor diver-

gencia del grupo pero solamente en el caso de RFLP (datos no mostrados).



CONCLUSIONES



CARIOTIPOS Y CONTENIDO DE ADN

¢ Si bien el estudio de los cariotipos no evidencié diferencias conspicuas, se
detectaron variaciones de tamano de cromosomas que pudieron ser corre-
lacionadas con el contenido de ADN.

¢ EIl contenido de ADN de las especies diploides varié desde 1,963 hasta
2,307 pg; en las tetraploides de 3,605 hasta 4,740 pg y en la especie hexa-
ploide fue de 6,213 pg.

¢ En el proceso de poliploidizacion no se conservaron los contenidos origina-
les de ADN de los genomas haploides.

e EI nimero de organizadores nucleolares (NORS) aumentd proporcional-
mente a la plbidia, indicando que en este grupo taxonémico no se produjo

el fenébmeno de inactivacion de los mismos.

VARIABILIDAD DE LOS GENES RIBOSOMALES

¢ Polimorfismos de longitud

¢ Los tamarios de las unidades de repeticion pudieron ser estimados con
las enzimas Xbal, EcoRV y Bglli (c/u con uno o dos sitios en cada subu-
nidad) y fueron de alrededor de 9 kb (similarmente a tomate y a lo des-
cripto en otras especies del género).

e Se registro variabilidad intraespecifica en estos tamaros en todas las
especies analizadas y se demostré que esta variabilidad esta funda-
mentalmente localizada en la porcién 5°del espaciador intergénico.

¢ En algunos casos el grado de variabilidad fue tan grande que se la en-
contré entre individuos pertenecientes a la misma entrada como fue el
caso de S. chacoense.

¢ Fué posible detectar heterogeneidad evidenciada por la existencia de
por lo menos dos tipos de subunidades en algunos taxones con Xbal y
otras enzimas.

¢ En contraste, se registré un alto grado de conservacion relativa en S.

commersonil.
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e Polimorfismos de restriccion:

o Se detectaron polimorfismos para la porcion 5°'del IGS y el sitio Dral,
ubicado en esa region estuvo ausente en algunas subunidades de
todas las entradas de S. tarijense, a excepcién de (Oka 5633); S.
gourlayi (Oka 5421 y Oka 7680); todos los clones de S. tuberosum
ssp andigena y Huinkul MAG (a excepcién del clon 483), S. gonioca-
lyx, S. verrucosumy S. phureja.

» El sitio EcoR| mostrd variabilidad de dos tipos: ausencia en el IGS y

metilacién diferencial en la regién 5' del 25S. Lo notable para el resto

().
[}

.Cs sitics ZccF! fue su conservacién {corrceerardese 2 sxistencia
de los dos sitios EcoR| en la porcion 3'de la subunidad 258) salvo en
S. venturii donde se perdid el sitio EcoRI del espaciador cercano a la

unidad 17S en todos las subunidades que pudieran integrarla.

VARIABILIDAD DEL GENOMA

e Se utilizaron AFLP, RFLP y SSR para evaluar la variabilidad existente abar-
cando 272 loci genémicos diferentes.

e Con las tres técnicas los genotipos pertenecientes a una misma especie se
agruparon con mayor similitud entre si, que con los de otras especies y el gru-
po de control externo (Lycopersicon), se comportd como tal (mostrando menor
similitud con el resto del grupo).

e En cambio hubo discrepancias en los agrupamientos generados por los distin-
tos tipos de marcadores tanto respecto a la taxonomia clasica como entre si.

e La mejor concordancia con la taxonomia clasica se logré mediante AFLP re-
sultando ser los marcadores que mejor describen las distancias interespecifi-
cas en los distintos grupos de ploidia e intergenéricas con respecto a Lycoper-
sicon. Los microsatélites resultaron méas discriminativos para distancias genéti-
cas estrechas (intraespecificas o interespecificas si las especies estan muy
relacionadas).

e Los indices de similitud entre los genotipos fueron comparables entre AFLP y

RFLP y menores que los de SSR.
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El nimero de alelos diferenciales entre el cultivar Huinkul MAG vy los citotipos

diploides fue mayor que respecto de los poliploides.

Basandose en estos datos se podria proponer como criterio para la conserva-

cion de germoplasma el mantenimiento de distintos numeros de genotipos to-

tales segun las especies, conservando mayor numero de aquellas entradas

pertenecientes a especies que ofrezcan mayor numero de alelos distintos (no-

vedosos).

El promedio de los indices de diversidad o indices de contenido polimérfico
entre los citotipos diploides y poliploides calculados con las distintas técni-
cas, ne difiri¢ sigrificativaments salve zarz 'cs microsatélites.

Los indices de similitud calculados con los tres sistemas utilizados resulta-

ron positiva y significativamente correlacionados, con valores promedios de

coeficientes de correlacién de 0,57 para diploides y 0,73 para poliploides,
obteniendo los valores mas altos las correlaciones entre AFLP y SSR inde-
pendientemente del nivel de ploidia.

Las especies con mayor homogeneidad (indices de similitud mas préximos

y menores varianzas) fueron S. acaule y S. venturii mientras que S. cha-

coense y S. gourlayi fueron las especies mas heterogéneas.

Cuando se compararon los agrupamientos obtenidos se concluyé que los

resultados de AFLP evidenciaron en general, coherencia con la taxonomia

establecida.

e S. chacoense y S. tariiense (ambas pertenecen a la serie taxondmica
Yungasensa) mostraron mayor acercamiento entre si con AFLP y SSR.
Con RFLP, se intercalaron las entradas de ambas especies, indicando
mayor acercamiento genético aun.

e S. phurejay S. goniocalyx se unieron con papa comercial.

e Las entradas de S. microdontum ssp. microdontum se agruparon mas
préximamente entre si y luego con las otras dos subespecies, malmea-
num y giganotphylum utilizando los datos de RFLP. Mediante SSR so-

lamente se acercaron dos entradas de S. microdontum ssp microdontum
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entre si y mediante AFLP, se agruparon pero sin respetar la cercania ta-
xonoémica.
¢ Las dos subespecies de Solanum tuberosum, se vincularon mas estre-

chamente entre si, que con el resto.

ASOCIACION DE VARIABLES

e Se individualizaron variables exclusivas de Solanum y Lycopersicum.
e Pudieron detectarse variables diagndsticas para casi todas las especies, y
se calcularcn las preeabilidaces de ser utilizadas exitesamente como tales.
e Se localizaron bandas especificas de determinados genotipos fundamen-

talmente mediante SSR.

EVOLUCION DE LAS ESPECIES USANDO EL ALGORITMO DE "NEIGHBOR
JOINING" Y DATOS MOLECULARES DE AFLP, RFLP Y SSR
¢ Se aplicaron ambos algoritmos de ligamiento (UPGMA y NJ) para estimar
el arbol filogenético, los cuales confirmaron algunos agrupamientos men-
cionados:
e Anivel de series, S. chacoense y S. tarijense
e A nivel de subespecies las dos subespecies de S. microdontum y las
dos de S. tuberosum
¢ A nivel de especies, todas las especies y con ambos métodos de li-
gamiento.
¢ A nivel de entrada: individuos de una misma entrada, como S. chacoen-
se 4957 y 2955, 4810 (con ambos métodos) y clones de S. tuberosum
ssp. andigena
e A nivel de localizacion geografica: S. ventuni 7618 y 7619; S. acaule
5756 y 4005. S. tarijense 5882 y 5889; S.acaule 5756 y 4005, S. tubero-
sum ssp andigena 668 y 662.



S. commersonii no mostré mayor divergencia con el resto de las especies.
(rechazando la hipotesis de Hawkes de considerar a esta especie mas pri-
mitiva)

El agrupamiento de S. chacoense y S. tariiense se mantuvo (aceptando la
hipétesis de clasificacion en Series de Hawkes.

Los genotipos S. phureja, S. gooniocalyx y Huinkul MAG se agruparon.

S. commersonii, mostré distinta ubicacion segun el algoritmo utilizado (con
UPGMA, fue el grupo mas divergente y con NJ, se intercald con el resto de
los taxones.

S. gourlayi y S. tubercsum constituyercen un cladc gue difirié de S. acaule.
mediante NJ, en cambio mediante UPGMA, S. gourlayi se alej6 del resto.
Las discrepancias entre ambos métodos, pueden deberse a que la ultrame-
tricidad supuesta para la utilizacién de UPGMA, no se cumple al utilizar to-
dos los datos de manera conjunta, debido a las distintas velocidades de

evolucién de los fragmentos involucrados.

\ o
&:cwf_‘ii%B éf%

Susana Marcucci Poltri Dr Horacio Esteban Hopp
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