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RESUMEN

La papa cultivada se encuentra relacionada con un gran número de especies
del género Solanum con las que frecuentemente se cruza. Por tal motivo, las
aproximadamente 200 especies silvestres que producen tuberculo, constituyen
un importante reservorio de genes para distintos propósitos de mejoramiento.
Las mismas se encuentran distribuidas en un amplio rango de hábitats y nichos
ecológicos, constituyendo el Noroeste argentino, una gran fuente de
germoplasma. Es conocido que poseen gran variabilidad tanto dentro como
entre especies. La información sobre el grado de relación genética que existe
entre las distintas entradas, reviste gran interés para las aplicaciones al
mejoramiento genético, organización de los bancos de germoplasma.
identificación de cultivares, reducción del número de entradas necesarias para
que alberguen en una pequeña muestra, la mayor variabilidad genetica posible,
para el mejoramiento molecular, etc.
La variabilidad genetica puede medirse utilizando distintas herramientas las
que incluyen datos morfológicos, citológicos. bioquímicos y moleculares. El
objetivo de este trabajo es evaluar Ia variabilidad genética de 67 entradas
silvestres y cultivadas del género Solanum, coleccionadas en el Banco de
Germoplasma de EEA lNTA- Balcarce, aplicando metodologías citológicas y
moleculares y contrastar los resultados obtenidos con la clasificación
taxonómica y su hipótesis evolutiva. Se analiza Ia utilidad de estas
herramientas y la información generada mediante los polimorfismos de
restricción correspondientes a los ADNs ribosomales.
Se evaluó mediante microdensltometría, 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 mostró diferencias significativas entre ellas (dentro de los distintos grupos
de ploidías), pequeñas diferencias fueron detectadas entre algunas de ellas. S.
tarijense y S. kurz/anum (2.3 pg) difirieron significativamente (0,1%) de S.
Spegazzini, S. vernei, S. venturii y S. commersonií (1,9 pg); y 8..
megístacro/obum (2,2 pg) difirió de S. spegazzínii (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. gour/ayi) halla'ndose diferencias significativas al 0,1%. En cuanto
a la variabilidad de los genes que codifican para el ARN ribosomal, se
detectaron diferentes tamaños de las subunidades completas, tanto dentro
como entre especies, y aún, dentro de una misma especie; sugiriendo una alta
tasa de mutaciones localizada fundamentalmente el extremo 5'del espaciador
externo. La pérdida del sitio EcoRl del extremo 3'de dicho espaciador en todas
las entradas de S. venturii fue característica de dicha especie.
EIdesarrollo de las nuevas metodologías ha expandido el rango de los ensayos
para detectar polimorfismos de ADN con propósitos 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 evaluó 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 genómlcas 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 comparó con
la clasificación taxonómica tradicional. Se calcularon los indices de contenido
polimórfico promedios correspondiente a cada sistema (con valores
aproximados de 0,25 para RFLP, 0,32 para AFLP y 0.58 para SSR), número
de polimorfismos por ensayo y también se determinaron los alelos comunes
entre las entradas diploides y poliploides. incluyendo al cultivar de papa.
En términos generales, las relaciones entre las especies variaron según la
metodología utilizada. Se observó una gran variabilidad dentro de especies, lo
que dificultó 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 entre especies, independientemente de la
técnica utilizada. También se detectaron asociaciones de individuos
concordantes con la procedencia geográfica. Promediando todos los indices de
similitudobtenidos con los tres métodos. la especie que tuvo menor variabilidad
fue S. venturii (0,681) y la de mayor variabilidad S. gour/ayi¡(0,411).

Los mejores valores de correlaciones entre los distintos sistemas
correspondieron a AFLP y SSR, en los dos grupos de ploidías, aunque los
coeficientes de correlación entre las matrices de similitud obtenidas mediante
las distintas herramientas no difirierondemasiado. 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 los citotipos
independientemente de la ploidía, 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 correlación
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 clasificación taxonómica, asociando
dos especies que pertenecen a la misma serie Yungasensa (S. tar/'jense y S.
chacoense), como así también agrupando más próximo al grupo de referencia
externo tomate, a las entradas pertenecientes a S. commersonii, considerada
como la especie más primitiva según Ia hipótesis propuesta por Hawkes, 1990.
Esto quizás sea debido al gran número de bandas compartidas entre el
germoplasma y a la alta cobertura genómica. En el caso de RFLP, se
observaron algunos individuos dispersos, sugiriendo que sería necesario
evaluar un mayor número de sondas.
Los SSR en general se utilizan para obtener información dentro de especies.
pero no entre especies. Pudo observarse que Ia mayoria de los loci evaluados.
produjeron amplificaciones, indicando la conservación de las regiones
flanqueantes. Sin embargo, el número de repeticiones, no fue muy conservado
entre las distintas especies, transformándolos en inapropiados para establecer
relaciones entre especies, pero si muy útiles dentro de especies.
El ana'Iisis reverso de los datos, permitió la detección 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
únicas. Se evaluaron asimismo el número de bandas novedosas respecto del
cultivar Huinkul MAG, en especies como en individuos particulares, pudiendo
identificarse aquellas más distantes genéticamente, que serían potencialmente
interesantes para aumentar las bases genéticas de los cultivares comerciales.
También se determinó 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 purposes. They are distributed ¡n 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 variabilitycan be assessed ¡n different ways including the comparison
of morphological, cytological, biochemical and molecular data. The objective of
this work is to evaluate genetic variability of 67 wild and cultivated Solanum
accessions belonging to the germplasm bank of EEA INTA Balcarce. apply/ing
cytoimogic ent: molecular tools. The usefulness cr' mese ¡CCISare compared
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 mainin in the 5'end of the external
spacer. Allaccessions of S. venturi/ showed the lost of an EcoRl restriction site
located in the 3'end of the external ¡ntergenic spacer.
DNA content of individuals belonging to 14 wild Solanum species was
measured by microdensitometry to determine differences ¡n 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. venturi/ and
S. commersonií (1,9 pg); and S. megistacro/obum (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 includingcultivated potato Solanum tuberosum ssp tuberosum
ln 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=O,25, O,32=AFLP and O,58=SSR), number of
polymorphisms per assay as well as identification of common alleles between
diploid and tetraploid accessions includingcultivated 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 difficultto 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. gour/ayí 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 directlyon 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
outgroup tomato. This mignt be due to the higher proportion of shared bands
respect to the other and the relative better coverage of genomes. ln 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, ¡t was observed that the /oc¡ were conserved since amplification was
possible in many of the genotypes analyzed. However, microsatellite locí
showed very little conservation of alleles in different species (as expected for
this very mutable loc¡) 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 aII 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. spegazzín/í Oka 6108 and 64% for S. gonioca/yx y S.
meg/stacrolobum Oka 3787.
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INTRODUCCIÓN



1. La Papa

La papa es uno de los cultivos más 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 Perú. Estudios ar­

queológicos y de cerámicas revelan que ya se cultivaba desde el comienzo de

la era Cristiana.

El cultivo de papa está ampliamente distribuido en el mundo y es el

cuarto en importancia de producción de alimento luego del trigo, maíz y arroz.

De los cultivos de tubérculo y/o raíz, es el primero; seguido por la mandioca y

la batata. También cabe destacar que la producción 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 aminoácidos esenciales comparables a los de la leche (Ross, 1986).

Como cultivo es interesante desde el punto de vista de su propagación clonal,

que permite que cultivares seleccionados para diversas características sean

mantenidos sin modificación genética ya que no requiere de la segregación

meiótica de alelos.

Las estadísticas de consumo disponibles demuestran que existe un am­

plio espacio potencial para incrementar la participación de Ia papa en Ia ali­

mentación primaria de los países en desarrollo. Así, mientras el consumo anual

per capita en América Latina está por debajo de los 10 kg, en los países desa­

rrollados este es de 50 a 80 kg. Una de las limitaciones más grandes de la pro­

ducción es de índole económica. Debido a las condiciones imperantes en los

países en desarrollo, la papa es considerada una producción de “alta inver­

sión". Por esta razón, muchos pequeños 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 producción de papa está destinada principalmente al mercado inter­

no. El consumo anual per capita es uno de los más altos de Latinoamérica

(61,2 kg). La principal región de producción está localizada en el Sudeste de la

Provincia de Buenos Aires, aunque también existen zonas de cultivo en la re­

gión Central y Noroeste del país. En estas últimas, las condiciones climáticas

permiten la realización de dos cosechas anuales. La superficie total dedicada a

esta cosecha fue de 115.000 ha en 1989, (FAO, 1991) registrándose una pro­

ducción total de 1.836.000 tn y un rendimiento promedio de 24,7 ton/ha. Del

área sembrada, unas 15.000 ha están dedicadas a la producción de papa­

semilla. Las variedades más 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 fresco 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 patógenos en

mayor o menor medida (Vigliola,1986).

2. Conservación de la biodiversidad y la variabilidad genética

La diversidad genética no se distribuye al azar en el mundo, sino que

está localizada principalmente en zonas tropicales y subtropicales. En los años

recientes el origen y evolución de algunas plantas cultivadas ha despertado

gran interés y se han llevado a cabo nuevos estudios en plantas relacionadas

analizando su distribución, comportamiento ecológico e interacción 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 agrónomo ruso, quien estaba interesado en

Ia diversidad genética y en el origen de las plantas cultivadas y sostenía 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 podía

determinar analizando los patrones de variación; y las regiones donde existía

mayor diversidad correSponderían entonces a los centros de origen del mismo.

Esto es especialmente cierto si la mayor variación es controlada por genes do­
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minantes y si la región también contiene razas salvajes del cultivo en cuestión.

Define, según los estudios que llevóa cabo, ocho centros de diversidad. En sus

leyes de series homólogas de variación expone que si en una especie cultivada

se observa un patrón de variación determinado, cabe esperar que exista ese

mismo patrón 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 domestióación cada uno con un "no

centro asociado". En el continente americano el centro sería 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 básicos nucleares, en donde en forma autónoma e independiente se

domestican plantas y que en las zonas de diversidad puede o no haber domes­
ticación de las mismas.

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

Dentro de una especie, las plantas individuales difieren en el ámbito de
su ADN debido a mutaciones. Existen diferentes clases de mutaciones inclu­

yendo: sustitución de bases, inserciones, inversiones y deleciones. Las sustitu­

ciones de bases pueden ser causadas por errores durante Ia replicación del

ADN o por mutágenos ambientales (ej: radiación UV). Las insercio­

nes/deleciones son con frecuencia causadas por trasposones, por entrecruza­

mientos desiguales o por deslizamientos de la ADNpolimerasa durante la repli­

cación de ADNcon motivos repetitivos.

Dado que los genes comprenden una porción pequeña del ADN total y

están bajo una fuerte presión de selección negativa para los cambios, la mayo­

ría de las modificaciones perdurables que diferencian a los individuos en el

ámbito de su ADN ocurren en la porción no codificante del mismo.

2.1. Conservación, evaluación y utilización de los recursos genéticos



La agricultura nacional, como en los demás países del mundo depende,

en gran medida, de los recursos genéticos por lo que es fundamental preservar

esos recursos para tener la mayor variabilidad genética posible, con su corres­

pondiente caracterización y evaluación agronómica. Ello pasa a constituir un

aporte invalorable para los mejoradores, y para los biotecnólogos para incre­

mentar Ia cantidad y calidad de Ia producción de alimentos, Ia materia prima

para la industria, el uso medicinal, etc. Es uno de los elementos centrales para

contar con una producción agropecuaria competitiva y sustentable.

El país cuenta con recursos genéticos no domesticados y de razas y po­

blaciones domesticadas, a Io que se suman las introducidas por la inmigración

Europea. Desde la década del 30 el pais desarrolla Ia tradición de conservar

sus recursos genéticos lo que se intensifica con la creación del INTA.

Más recientemente a partir de 1987 con la creación del Programa de
Recursos Genéticos, que coincide con Ia cooperación del Instituto Agronómico

de I' Oltremare (IAO), de Italia y el Programa de Fortalecimiento Institucional

(con el Banco Interamericano de Desarrollo, BID)se va organizando la red na­

cional de germoplasma. EI Banco de Base, en Castelar, y Ia red de Bancos Ac­

tivos, en las regionales, permite a la Institución avanzar rápidamente en el tema

de la Diversidad Biológica y ponerla en la tendencia de las más modernas or­

ganizaciones de conservación ex situ del mundo.

En este contexto el Programa del INTAapunta fundamentalmente a la

conservación y evaluación agronómica de los Recursos Genéticos preparando

material con variabilidad genética, de manera que sea posible su utilización

inmediata por el mejorador. Las actividades de Conservación y Evaluación, son

complementadas por la recolección, Ia caracterización botánica y la cuarentena

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

nac /pan07.htm Internet 1998).

2.2. Importancia de Ia papa como recurso genético

La papa cultivada está altamente relacionada a un gran número de es­

pecies silvestres principalmente de Sud América, con las cuales es capaz de

formar híbridos interespecíficos (Ross, 1986). Esta propiedad junto con las ca­



racterísticas de resistencia a enfermedades presentes en las mismas como son

los casos del tizón tardío, nematodes, virosis como las producidas por PVX,

PLRV, etc. (Ross, 1986), lleva a la necesidad de un estudio profundo de la va­

riabilidad genética existente entre las especies con a) propósitos de mejora­

miento y b) con fines de establecer relaciones genéticas ylo taxonómicas entre
las mismas.

La conservación y uso de los recursos genéticos son esenciales para

mantener y mejorar la producción agrícola. El objetivo de la conservación es

preservar la mayor diversidad genética en la menor muestra posible y que

incluya los genes, características y genotipos corrientemente reconocidos.

Por otro lado, Ia efectividad en la conservación de los recursos genéticos

vegetales requiere de la aplicación de métodos complementarios para la con­

servación “in situ" y “ex sitif’ que garanticen al máximo Ia disponibilidad de di­

chos recursos para su utilización.

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 agronómico (como resistencia

a patógenos, salinidad, sequía, etc.) ha cobrado gran importancia sobre todo

en los últimos años debido a todos los cambios que se operan cada vez más
intensamente sobre el medio ambiente. Debido a la limitaciónde recursos eco­

nómicos para la colección y conservación adecuada de dichos individuos es

necesario determinar el número y calidad de las muestras a conservar es de­

cir, especies que tienen o tuvieron interés agrícola, malas hierbas o "weeds"

que acompañan a los cultivos, especies silvestres relacionadas y potencial­

mente útiles para la agricultura. El desarrollo de tecnologías adecuadas para la

conservación de semillas ortodoxas ex-situ, en bancos de germoplasma, tanto

base corno activos, debe ser correspondido con un adecuado avance en la

evaluación mediante el empleo y desarrollo de distintas técnicas, desde morfo­

lógicas, citológicas, enzimáticas y moleculares capaces de discriminar a las
distintas entidades.



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

3.1. Aspectos morfológicos y clasificación taxonómica

3.1.1. Descripción 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 científicos quienes trabajan en papa en­

contraron que la diversidad de las especies silvestres relacionadas es enigmá­

tica y frustrante. La pregunta es si son los taxónomos los que perversamente

insisten en reconocer como especies a grupos muy pequeños cuando se po­

drían construir menos y más grandes o es que existe una dificultad intrínseca

en este grupo”.La respuesta que él sugiere es que “estas especies parecen ser

jóvenes, activamente evolucionando con barreras imprecisas entre ellas te­

niendo en cuenta que las papas son el único cultivo que poseen un rango bio­

lógico tan extenso".

Solanum L. es uno de los géneros de Angiospermas con mayor número

de especies (Hunziker, 1979). Las tuberosas están agrupadas en la sección

Petota Dum (D'Arcy, 1972) y se distribuyen en 21 series taxonómicas (Hawkes,

1990), ocho de las cuales se encuentran en la Argentina (Hawkes y Hjerting,

1969; Hawkes, 1990).

Se reconocen actualmente siete especies cultivadas, con distintos nive­

les de ploidía incluyendo diploides, triploides, tetraploides y hexaploides.

Las especies tuberosas son intercompatibles dentro de límites muy am­

plios (Howard y Swaminathan, 1952; Grun, 1990). lAdemás, los estudios cítoló­

gicos revelaron escasas diferencias (Magoon et al. 1958). Los mecanismos de

aislamiento reproductivo preponderantes son las separaciones témporo­

espaciales como así también los distintos nichos ecológicos que habitan (Bates

y Deyoe, 1973; Hawkes y Hjerting, 1969; Hawkes, 1990), sin embargo se de­

mostró la existencia de barreras internas al intercambio genético en cinco es­

pecies del grupo (Sala, 1993).



3.1.2.Clasificación taxonómica y observaciones botánicas de la sección
Petota

Debido al gran número de especies existentes en el género Solanum. los

taxónomos establecieron varios subgéneros. de los cuales el subgénero Pota­

toe (G. Don) D'Arcy, incluye a las papas y a otros grupos relacionados (H:­

wkes 1989).

El subgénero Potatoe ha sido posteriormente subdividido en secciones.

de las cuales la sección Petota incluye a las especies productoras de tubércu­

los (antes denominada sección Tuberaríum). Recientemente, Hawkes agregó

una nueva sección denominada Esto/onífera, que agrupa a todas las especies

que nunca producen esmicnes o :uberculos. por ¿o tanto. la separacion sr. ¿es

subsecciones se basa en la capacidad de desarrollar estolones o tubérculos.

Dentro de la subsección Potatoe, la morfología de la corola fue utilizada

como criterio para su clasificación en superseries (Ste/lata o forma de estrella y

Rotata forma redondeada). Para niveles inferiores de la clasificación, se consi­

deró la forma del fruto, presencia o no de glándulas olorosas y pelos; color de

las flores y morfología de las hojas (simples o compuestas), morfología de es­

tambres y anteras, articulación del pedicelo etc. (Fig. 1).

Fig.1: Esquema de la morfología 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
culación del pedicelo y la morfología de la corola a la izquierda y de una hoja compuesta a la
derecha.
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Por lo tanto se resume la clasificación en el siguiente cuadro:

Género: Solanum L
Subgénero: Potatoe (G. Don) D'Arcy

Sección Petota Dumortier
Subsección Esto/onifera

Sen'el Etuberosa
Serie ll Juglandifolía

Subsección: Potatoe G. Don
Superserie: Ste/lata Hawkes

Serie l Morellifonnia Hawkes
Sen'e IlBulbocastana (Rybd.) Hawkes
Serie IllPinnactísecta (Rybd) Hawkes
Serie IVPolyadenía Bukasov ex Correll
Sen'e VCommersoniana (Bukasov)
Serie VI Circaeifolia Hawkes
Sen'e VIILignicaulia Hawkes
Sen'e VlIIOlmosiana Ochoa
Serie IXJungasensa Correll

Superserie: Rotata
Serie: X Megistacroloba Card et Hawkes
Sen'e: XI Cuneolata Hawkes
Serie Xll Conicíbaccata Bitter
Serie XlllPiurana Hawkes
Serie XIV Ingifolia Ochoa
Serie XV Mag/¡a Bitter
Serie: XVI Tuberosa (Rydb.) Hawkes
Serie: XVIILongipedicellata Bukasov
Serie: XVIIIAcaulia Juzepczuk
Serie: XIXDemissa Bukasov

3.1.2.1. Clasificación taxonómica (Hawkes, 1990; Hawkes y Jackson, 1992)
de los genotipos analizados.

En la Tabla 1 se muestra la ubicación taxonomica de cada especie den­

tro de este género. Esta clasificación (basada en Hawkes, 1990 y en Hawkes y

Jackson, 1992) es la más ampliamente aceptada en la literatura del género,

aunque existen otros investigadores que agruparon a las especies según otros

criterios (ver revisión de Spooner et al, 1997). La misma se basa principalmente

en la morfología y el color de la corola, la forma de las hojas, en su EBN (rela­

ción entre la ploidía del endosperma y la del cigoto), y distribución geográfica.

Con dicha clasificación, propusieron un escenario evolutivo que puede resumir­

se como sigue:



1
V Las plantas de la sección Petota aparecen en Méxicoy América Central con

especies que poseen flores pequeñas, de corolas blancas con forma de es­

trellas (Ste/lata primitiva) y diploides (2x) (EBN=1),

2 las especies migraron a Sud América en el plioceno temprano, cuando seV

formó el istmo de Panamá,

3
V 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

V las Ste/lata avanzadas evolucionaron hacia 2x (EBN=2), 4x (EBN=4) y 6x

(EBN=4)con corolas más redondeadas (Rotata primitiva),
5

V las Rotata primitivas y con varios niveles de ploidía 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. Taxonomía del maten‘al evaluado. Se describe la morfología de la corola, carácter
utilizado por estos autores para la división en superseries, considerando al estado 'corola en
forma de estrella (Ste/lata)" como su forma pn'mitivay 'corola en forma redondeada (Rotata)”
como más evolucionada. (S. Ste/lata; SP. pn‘mitivaSte/lata, R, Rotata. RP, Rotata primitiva, RA,
Rotata avanzada).

Género: Solanum
Subgénero: Potatoe

Subsección: Potatoe
Superserie: Ste/lata

Sen‘e Commersoniana (SP) S. commersonii
Serie Jungasensa (SA) S. chacoense

S. tan’jense

Superserie: Rotata
Serie: Megistacroloba (RP) S. megístacrolobum
Sen'e: Cuneolata (RP) S. ¡nfundibullifonne
Serie: Tuberosa 1 (RP) S. verrucosum
Serie: Tuberosa 3 (RP) S. gouríayi

S. kudzianum
S. microdontum
S. oplocense
S. spegazzinii
S. vemei
S. ventun'i

Sen‘e: Acaulía (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 clasificación de las Superse­

ries y sus hipótesis evolutivas. En el género Lycopersicon los estudios de ADN

genómico mediante RFLP (Miller y Tanskley, 1990), permitieron calcular las
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distancias genéticas, y destacaron que los datos basados en estudios de ADNs

de cloroplastos y mitocondriales, mostraron resultados anómalos. Los análisis

de los ADNs de cloroplastos realizados por Hosaka (1986) permitieron agrupar

a las especies en 5 tipos de ADNscloroplastídicos. La mayoría de las especies

que se estudiaron fueron agrupadas en el tipo W de cp ADN,ocn la excepción

de S. acaule, S. tuberosum (incluyendo sus dos subespecies) y S. tan'jense,

siendo por lo tanto esta estrategia poco útilpara la separación de estos taxones

(evidenciando el alto grado de conservación del ADN de esta organeia dentro

del género). En especies de Solanum, algunos trabajos basados en el análisis

de ADNgenómicos también sugieren algunas discrepancias con la clasificación

derivada de los resultados de plástidos así como con la clasificación del género

(Debener et al, 1991). Este trabajo aporta datos, además, sobre la alta variabi­

lidad intraespecítica existente en el grupo, que también es motivode análisis de

esta tesis. Por lo tanto y en términos generales, el trabajo de Spooner et al

(1997) que involucró un gran ensayo de individuos de la Sección Petota, me­

diante ADNde los plástidos, no aportó evidencias sobre la evolución de los ta­

xones estudiados en nuestro trabajo, sugiriendo que resulta más adecuado

concentrarse en el estudio de variabilidad intra e inter especifica de marcado­

res que involucren el ADNgenómico nuclear cuando el objetivo es contribuir al

conocimiento evolutivo del grupo.

3.1.3. Distribución geográfica y centros de diversidad

La diversidad genética no se distribuye al azar en el mundo, sino que

está localizada principalmente en zonas tropicales y subtropicales. En los años

recientes el origen y evolución de algunas plantas cultivadas ha despertado

gran interés y se han llevado a cabo nuevos estudios en plantas relacionadas

analizando su distribución, comportamiento ecológico e interacción genética

con las razas cultivadas (Harlan, 1992).

Las especies silvestres de Solanum están ampliamente distribuidas a lo

largo de América, desde el SO de EUA, en casi todos los estados de México y

desde allí hasta Guatemala, Honduras, Costa Rica y Panamá. En América del

Sur, se las encuentra en todos los países, excepto en las Guayanas; funda­



mentalmente en los Andes de Venezuela, Colombia, Ecuador, Perú, 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 Perú, Bolivia y NO de Argentina

(ver Fig.2) (Hawkes, 1990). Esta amplia distribución indica una gran adaptación

a distintos nichos ecológicos tanto naturales como modificados por el hombre

(llegando a altitudes de 3.500 a 4.500 m o más).

Fig. 2: Distribucióngeográfica 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 cromosómicos y cariotípicos

Los estudios cromosómicos en general y citogenéticos en particular es­
tán basados en características visibles de loscromosomas mediante microsco­



pía. El análisis de los cariotipos, un método muy utilizado, está sustentado en
las características morfológicas de los cromosomas y se usa ampliamente en

análisis citológicos.

Entre las características de los cariotipos, la longitud relativa (LR) y la

razón de brazos (RB) de un cromosoma constituyen parámetros representati­

vos del cariotipo junto con otras características morfológicas como presencia

de satélites, posición de las constricciones secundarias y terciarias, etc. En

particular, la razón de brazos ha sido utilizada para Ia clasificación de los tipos

de cromosomas (Levan et al, 1974), y considerada como el parámetro más

estable de la morfología cromosómica.

El estudio de los cariotipos de células somáticas permite el análisis y

comparación de los genomas entre y dentro de especies. Los cariotipos son

representativos de varias características de los genomas específicos; el núme­

ro y longitud de los cromosomas que Io constituyen son indicativos del tamaño

de los mismos, de eventos de amplificación diferencial de secuencias repetiti­

vas específicas (transposiciones y retroposiciones) y de rearreglos de los gru­

pos de ligamiento. Estos estudios ofrecen la posibilidad de obtener información

acerca de la evolución del número básico de un grupo y mecanismos de evolu­

ción del genoma (Swanson et al., 1981 citado en Wilkinson, 1994).

A pesar de la importanciaeconómica que poseen las especies silvestres

relacionadas con el género Solanum como resevon‘o de genes, se cuenta con

poca información acerca de la morfología cromosómica de las mismas. La ma­

yoría de los estudios de esta naturaleza se llevaron a cabo apenas en S. tube­

rosum y S. phureja. Esto se debe al escaso tamaño de los cromosomas y a la

frecuente poliploidía (Hawkes, 1979; Pijnacker y Ferwerda, 1984). Además

existen dificultades técnicas como, por ejemplo, la obtención de ápices radicu­

lares con activas divisiones mitóticas, obstáculo que fue superado gracias a la

utilización del cultivo ¡n vitro y micropropagación de entrenudos (ver Materiales

y Métodos).

Los primeros análisis citológicos de S. tuberosum describiendo el núme­
ro cromosómico somático de 2n=48 datan de la década del 20. En 1927 se

describen los números 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 sección (Wilkinson, 1994). Se propuso entonces un número básico 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) señalaron que este

número está extremadamente conservado en la tribu Solanaceae y es más ra­

zonable suponer que este número básico se haya establecido tempranamente
en la evolución de la tribu.

En 1975 se llevaron a cabo estudios meióticos en papas monoploides

que sugieren Ia presencia de secuencias duplicadas, debido a la formación de

bivalentes Van Breukelen et al. (1975 citado en Wilkinson, 1994), Io cual se

confirmó por estudios con alozimas.
La identificación de los cromosomas de S. tuberosum está basada fun­

damentalmente en análisis 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 desarrolló bandeo C Giemsa en cromoso­

mas de papa. Posteriormente, Pijnacker y Ferwerda (1984) mejoraron la reso­

lución técnica y clasificaron a los cromosomas de un monoploide de S. tuberc­

sum según su tamaño y posición del centrómero utilizando células somáticas

(fundamentalmente ápices radiculares).

En el presente trabajo se evaluaron el número y la morfología cromosó­

mica del grupo de especies estudiadas.

3.2.2. Contenido de ADN

El análisis del contenido de ADNde diferentes especies ha sido útil para

estudios citotaxonómicos y evolutivos. El valor C es de fundamental significa­

ción debido a los efectos nucleotípicos, como por ejemplo todos los efectos

fenotípicos debidos a la masa nuclear de ADN independientemente de la infor­
mación codificada.



La estimación del contenido de ADN nuclear por medio de microdensi­

tometría ha proporcionado en este sentido datos de gran utilidad para el cono­

cimiento del núcleo en plantas superiores (Bennet et al., 1982). En general el

contenido de ADNes específico y único para cada especie taxonómica, aunque

se ha encontrado variabilidad intraespecífica con mayor frecuencia de Io espe­
rado.

Desde que fue posible la cuantificación de ADNde numerosas especies,

estos datos se trataron de asociar con distintos tipos de características: dura­

ción de Ia división celular y meiosis, poliploidía, ciclo de vida, distribución geo­

gráfica, forma de cultivo (anual o perenne), longitud y/o volumen del comple­

mento cromosómico, relaciones filogenéticas, etc.

También los contenidos de ADN han sido de gran interés para ser utili­

zados en el control de la variabilidad (variación somaclonal) de plantas cultiva­

das "¡nvitro",como regenerantes de callos, plantas micropropagadas, etc. (Ja­

cobsen et al., 1983; Pijnacker et al., 1986).

Desde el punto de vista de la poliploidización como mecanismo evoluti­

vo, este fenómeno se ve reflejado en el 26% de las 183 especies de Ia sección

(un 74% son diploides y sólo hay un 15% de tetraploides, 4% de triploides, 5%

de hexaploides y 2% de pentaploides) y, taxonómicamente hablando, de las 21

series, 6 son poliploides (Hawkes, 1990). Por medio del estudio de ADN total

puede evaluarse el efecto de la poliploidizaciónen cuanto a conservación o

pérdida importante del ADNdurante dicho proceso.

En cuanto a'su aplicación práctica, el contenido de ADNse utiliza para el

cálculo del número total de bases nucleotídicas aproximadas de un genoma y

así poder deducir, por ejemplo, a cuántas pares de bases nucleotídicas equi­

valen Ias unidades de recombinación (para poder correlacionar mapas físicos

con mapas genéticos) y así calcular la distancia física 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 cuantificación del número de copias

de genes codificadas en un determinado genoma (por ejemplo, en experimen­

tos de comparación de hibridación relativa de Southerns) y técnicamente para

establecer la cantidad de ADN necesario para la aplicación de distintas técni­

cas moleculares como PCR; RFLP, AFLP, microsatelites, etc. con el objeto de

conocer el número de copias del genoma que se están analizando. Dado que,
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en nuestro conocimiento, no hay publicaciones hasta el momento detallando el

contenido de ADN de la mayoría de las especies aquí evaluadas, una de las

razones por las que se analizaron (en esta tesis) los contenidos de ADN me­

diante microdensitometría (además de su uso para comparaciones evolutivas)

fue considerado su uso como requisito previo y necesario para la aplicación de

las modernas técnicas de la genética molecular (por ejemplo, los marcadores

moleculares).

3.3. Comparación de los patrones de variación de las unidades de repeti­
ción de los genes ribosomales

La variabilidad (o conservación) de las unidades de repetición conte­

niendo los cistrones ribosomales fue ampliamente descripta para numerosas

especies y en base a estos datos se llevaron a cabo distintos tipos de estudios

(caracterización, diversidad genética, taxonomía, evolución etc.) tanto en ani­

males como en vegetales (Hillisand Dixon(1991). En este trabajo, se analiza Ia

factibilidad de emplear este tipo de análisis para el estudio genético-evolutivo

de este grupo de especies en particular.

Al igualque lo que sucede en tomate (ver Vallejos et al., 1986), la posi­

ción física de la familia multigénica que codifica para los ARNs ribosomales de

25, 5,8 y 188 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 están presentes en múltiplescopias (desde 5-10 en bacte­

rias hasta varios miles en eucariontes) y en estos últimosestán organizados en

repeticiones en tándem donde cada copia (o unidad de repetición) consta de un

espaciador intergénico, del gen que codifica para la subunidad de 188, de un

espaciador intragénico, que incluye el gen codificante de la subunidad 5,88 y

de la secuencia que codifica para la subunidad del 258 (Crouch y Bachellerie,

1986; Delseny et al., 1990).

Esta familiade secuencias presenta la ventaja de que el alto número de

copias por genoma facilita su detección pero, fundamentalmente, de que la

unidad transcripcional presenta diferentes niveles de variabilidad que en princi­



pio permitirían el estudio evolutivo entre distintos organismos pertenecientes a
diferentes niveles taxonómicos.

En el esquema (Fig. 3) se detalla el orden de los genes que codifican

para las subunidades 258, 5.88 y 188, como así también los espaciadores in­

tra e intergénicos.

Cada uno de estos fragmentos posee una tasa de fijaciónde mutaciones

diferencial, siendo los fragmentos más variables los que corresponden al es­

paciador intergénico denominado IGS (entre y dentro de especies de un géne­

ro, ver revisión de Rogers et a/., 1987). Este a su vez abarca dos regiones: una

región de mayor variabilidad aún, denominada NT8 (espaciador no transcripto)

y ETS (espaciador externo transcripto. ver Hillisy Dixon, 1991). Los segmentos

de variabilidad intermedia son los correspondientes al Espaciador lntragénico

(ITS) transcripto cuya secuencia se ha utilizado, por ejemplo, para analizar la

filogenia de organismos muy diversos; entre ellos, hongos como Fusarium y

Rhizoctonia (White et a/., 1990; Schneider et a/., 1997), árboreas como Euca­

/yptus (Rodriguez, L. comunicación personal), Oxa/¡s (Tosto et a/., 1997), etc.

Finalmente los genes propiamente dichos (188 y 258) están altamente con­

servados, sobre todo el 188 que se utilizópara filogenia entre phy/a de euca­

riontes (Hillisy Dixon, 1991). Como antecedente específico de interés para esta

tesis, Borisjuc et al. (1993) demostraron, por secuenciación nucleotídica, que la

zona correspondiente a 125 bases próximas al extremo 3'del gen que codifica

para el ARN ribosomal 258 muestra variabilidad entre distintos géneros de la
familia So/anaceae.

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

18 5,8 28 IGS 18 5.8 28 IGS 18 5.8 28 IGS

ITS NTS ETS ITS NTS ETS 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 extendió sus análisis a otras especies del gé­

nero So/anum altamente relacionadas a la papa. En estos trabajos se estable­

cieron mapas genéticos (mediante el análisis de dihaploides) para las variantes
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alélicas provenientes de dos genotipos de papas cultivadas y evidenciadas con

las enzimas de restricción Bg/IIy Xbal (Gruber, 1991). Se observaron variacio­

nes tanto en los tamaños como en la distribución de sitios de restricción de las

subunidades y se postuló 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 digestión parcial con la enzima de

restricción Xbal (entre 30 y 50 kb) en cósmidos y encontraron que sólo uno de

los tres mostró 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 podía atribuir a uno solo de los cromosomas II del parental tetraploide del

cultivar estudiado (debido al patrón de segregación de los dihaploides, aunque

sólo un número escaso de ellos (6) han sido analizados). Esto pone de mani­

fiesto que el sistema no es muy simple y requiere de un cuidadoso análisis.

Harding (1991) analizó Ia estabilidad de los genes ribosomales en plan­

tas conservadas por crioconservación (técnica que somete a las mismas a dis­

tintos tipos de estreses) y para ello estudió 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 puntualizó los siguientes aspectos para

un grupo de especies del género Solanum: l

-que los tamaños 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 RI correspondientes a las zonas codificantes del 18, 5,8 y 258 esta­

ban altamente conservados,

-que existe mayor homogeneidad de longitudes de rDNAen este género en

comparación con otras Solanaceae (Nicotiana, por ejemplo, muestra una varia­

bilidad mucho mayor, que va de 9,5 a 13 kpb),

-Ia presencia de un sitioXbal (en el espaciador externo) que está solamente en

Solanaceas no tuberosas y en las tuberosas primitivas,

-la especificidad de un sitio EcoRl en el espaciador intergénico para Solanum y

Lycopersicon esculentum.



Cabe destacar sin embargo que todos estos datos fueron obtenidos

evaluando solamente una entrada por especie perdiéndose, por lo tanto, la no­

ción de la variabilidad intraespecífica.

En el presente trabajo se analizaron varias entradas por especie y se

hallaron algunas discrepancias con los datos presentados por otros autores
recién mencionados. Además se identificaron nuevos sitios de restricción en

algunas especies, como así 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 colección.

Los marcadores genéticos permiten obtener una medida cuantitativa de la va­

riabilidad genética de una colección de germoplasma. Con esta información

(así como información agronómica e histórica) es posible:

1) Identificar material duplicado en Ia colección,

2) Establecer una colección de referencia (también llamada "core collection"),

3) Determinar los grados de similitudentre especies cultivadas y salvajes,

4) Establecer prioridades para la adición de material nuevo a una colección.

Un marcador genético ideal debe cumplir con los siguientes requisitos:

1) ser polimórfico, de ser'posible áltamente polimórfico y multialélico

2

3

ser de alta heredabilidad, o sea, altamente reproducible en la progenieV

presentar segregación mendeliana y comportamiento co-dominante, estoV

es, la factibilidad de identificar las tres clases alélicas (AA,Aa y aa)

4

5

6

ser abundantes y dispersos por todo el genoma
V

ser fenotípicamente neutros yV

ser detectables en cualquier momento del desarrollo del individuo(Tanskley

et al., 1989; Paterson et al., 1991; Bretting y Vifidrlechner, 1995).
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Existen tres tipos de marcadores genéticos: morfológicos, bioquímicos (o

proteicos) y moleculares. Todos los marcadores detectan variaciones en el

ADN, sin embargo lo hacen a niveles diferentes. Los morfológicos evalúan el

efecto final de un gen a través de un fenotipo (una coloración o morfología dis­

tintiva). Los marcadores proteicos (considerados por algunos autores dentro de

los marcadores moleculares), se centran en polimorfismos(de tamaño o carga)

del producto de traducción del gen y los marcadores moleculares detectan va­
riaciones directamente sobre el ADN.

3.4.1.Marcadores morfológicos

La idea de utilizarmétodos genéticos para inferirla presencia o ausencia

de un gen o grupo de genes no es nueva. Sax (1923) fue el primero en sugerir

la utilización de patrones de pigmentación de la semilla del poroto como mar­

cadores de su tamaño.

Los marcadores morfológicospresentan la desventaja de ser muy esca­

sos y de causar cambios fenotípicos notables, no siempre deseados (Tanskley,

1983). Su gran utilidad, sin embargo, consiste en la simpleza de su evaluación.

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 raíz), Wx (waxy) y PSC (co­

lor púrpura de la piel de la papa) entre 66 marcadores morfológicos ubicados

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

3.4.2.Marcadores proteicos

El descubrimiento de variantes alélicas de proteínas de reserva y de en­

zimas de igual función bioquímica, pero de distinta composición molecular (lla­

madas isoenzimas o más correctamente, alozimas) proveyó un tipo de marca­

dor genético molecular sin los efectos epistáticos mencionados de los marcado­

res morfológicos (Markert y Moller, 1959). El polimorfismo en las isoenzimas

está dado por un cambio en el punto isoeléctrico de las mismas causado por

cambios en su composición aminoacídica y que se revela después de su frac­

cionamiento en geles de almidón (poliacrilamida o acetato de celulosa) en



presencia de sustratos específicos cuyos productos de reacción pueden ser

coloreados (Tanskley, 1983), mientras que las proteínas de reserva presentan

un polimorfismo en su peso molecular relativo (Mr) que se revela por separa­

ción electroforética en geles de poliacrilamida y tinción total de proteínas. Tanto

las isoenzimas como las proteínas de reserva han sido utilizadas para identifi­

cación varietal y estudios evolutivos (Gepts, 1990; Wendel y Weeden, 1989) en

los últimos25 o 30 años 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 localizó entre 10 y 15 copias (Iocr)de los genes respon­

sables de las proteínas de reserva más abundante en papa llamada patatina

(Ganal et al, 1991).

Las alozimas son altamente heredables y presentan un nivel aceptable

de polimorfismo en germoplasma silvestre (Martinez Zapater et al, Oliver et al,

Quiros et al, constituyendo, quizás, el tipo de marcador más utilizado en ma­

nejo de germoplasma (Simpson y Withers, 1986). Existen además ejemplos de

isoenzimas ligadas a resistencia a enfermedades en Aegilops (McMillinet aI.,

1986), a nematodes y a caracteres cuantitativos en tomate (en Pillen et

al.,1996; Tanskley et al, 1982).

3.4.3.Marcadores moleculares

Los marcadores a nivel de ADNson quizás los que más se acercan a la

descripción ideal de un marcador genético. La secuencia de ADN de los orga­

nismos sufre a lo largo de su evolución un gran número de mutaciones pun­

tuales, deleciones y/o rearreglos de fragmentos cromosómicos. Dada la disper­

sión y diluciónde secuencias codificantes en el genoma de los organismos su­

periores y a la falta de presión de selección negativa, la mayoría de estos cam­

bios se acumulan en las regiones no codificantes. Es interesante remarcar que

el ADNtanto 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 función conocida. Sin embargo, desde el punto de vista

de los marcadores genéticos este ADNes de suma utilidad.Esto se debe a que

los cambios ocurridos en el transcurso de la evolución, en secuencias codifi­

cantes están sujetos a presión de selección. Un cambio nucleotídico que pro­
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voque Ia aparición de un codón de terminación en una proteína vital para la

supervivencia de un organismo, el cambio en secuencias reguladoras de genes

importantes y hasta la inclusión de una mutación silenciosa pero que no esté

en coincidencia con el uso de codones de un organismo puede tener efectos

letales o deletéreos y habrá de ser seleccionado en contra. Esto lleva a una

acumulación de variantes a nivel ADNque por ser selectivamente neutras, han

ido acumulándose estocástiamente en las regiones no codificantes de los or­

ganismos superiores. Los marcadores a nivel ADN tratan de explotar esa va­
riabilidadde diferentes maneras.

Existen dos maneras básicas de revelar polimorfismosentre genotipos:

i) mediante el corte de ADNcon enzimas de restricción.

ii) mediante amplificación de ADN.

Diferentes técnicas utilizan uno u otro método y algunas más novedosas que

utilizan ambos.

Los polimorfismos de longitud en fragmentos de restricción (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 ámbito de la secuencia del ADNvaría de acuerdo a características

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

3.4.3.1. RFLP

Los polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (RFLP) se

basan en separar mediante electroforesis los fragmentos de ADNobtenidos por

digestión con una enzima de restricción, y detectar mediante hibridación con

fragmentos de ADNmarcados (sondas), correspondientes a secuencias únicas

o de bajo número de copias (Tanskley et al., 1989), que determinará la genera­

ción de un patrón simple de hibridación. Un RFLP ocurrirá cuando existan va­

riaciones en la secuencia de ADNque 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 restricción, como rearreglos cromosómicos (in­

versiones, deleciones e inserciones) en la vecindad de sitios de corte, siendo
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éstos últimos las causas más frecuentes de polimorfismosen vegetales supe­
riores.

Los RFLP son alta y establemente heredables, de efecto fenotípíco neu­

tro, no influenciables ambientalmente, de segregación 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 teóricamente irrefutable,

en la práctica existen dos limitaciones: el número de sondas desarrolladas y el

escaso grado de polimorfismoencontrado en ciertos organismos.

El desarrollo de sondas para RFLP incluye el aislamiento, clonado y se­

lección de fragmentos de ADNy requiere una extensiva evaluación para identi­

ficar secuencias de bajo número de copias (o ADNde secuencia única).

Existen evidencias de bajo nivel de polimorfismos en tomate (Helentjaris

et al.. 1985), soja (Keim et al., 1992) y trigo (Liu et aL, 1990).

Otra desventaja inherente a los RFLP es que son técnicamente comple­

jos (requieren cierta infraestuctura), de alto costo e involucran mucho trabajo.

Además, la cantidad de ADN necesario (un mínimo de 10 pg por genotipo por

carril electroforético) hace impracticable detectar RFLP para un gran número de

sondas partiendo de plántulas.
En resumen:

Las ventajas son:

1. Es una técnica de visualización co-dominante (permite observar 2 alelos en

el heterocigota) y multialélica mostrando una alta información polimórfica, se­

gún el grupo de análisis.

2. Son altamente repetibles y las sondas son en la mayoría de los casos de

carácter público.

3. Sirven para establecer mapas comparativos entre distintas especies y aún

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

ción de los clones para secuencias de bajo número de copias. .

2. Se requiere la utilizaciónde mucha cantidad de ADNde gran pureza

3. La aplicación es muy laboriosa y costosa.
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Fig. 4: Detección de polimorfismos en fragmentos de restricción

sonda
?

P2 Z I : _ADN

Corte con la enzima de restricción E Después de la hibridación y
y separación por electroforesis detección de la sonda

P1 P2 F1 P1 P2 F1

1 m m 1 - —
m m la la — ­2 m m mm m lb

3 región complementaria a la sonda
E sitio de corte de la enzima de restricción E
P1: genotipo 1, Iocus homocigota patrón 1
P2: genotipo 2, locus homocigotaínea, patrón 2
F1: locus heterocigota patrón 1 y 2.

En el segundo grupo de marcadores, aquellos que utilizan la amplifica­

ción de ADN como método para detectar variabilidad, están incluídos, entre

otros, los RAPD (ADN polimórfico amplificado al azar), y los microsatélites o

SSR (repeticiones de secuencia simple).

3.4.3.2.RAPD

Los RAPD son productos de amplificación cuyo único proceso azaroso

consiste en la elección del iniciador o “primer” (oligonucleótido sintético, N10
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nt) de secuencia arbitraria, que se utilizaen Ia reacción en cadena de la políme­

rasa (PCR) (Williamset 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 ó 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:

o Los ensayos requieren una muy pequeña cantidad de ADN

o Suelen ser eficientes en la detección de polimorfismos

o No requieren una tecnología sofisticada para su realización

Las desventajas son:

o Son marcadores de visualización dominante (como se mencionó anterior­

mente).

o La información de un locus 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 locidiferentes.

o No son altamente reproducibles entre distintos laboratorios.

3.4.3.3. Microsatélites o SSR

EI origen del término microsatélite proviene de los estudios iniciales de

sedimentación del ADNen gradientes de cloruro de cesio, donde se visualizaba

una banda definida de ADNy 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 compactación del ADN ya que estos pares están unidos por

tres puentes hidrógeno mientras que los pares AT sólo 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 mayoría de los casos en regio­

nes centroméricas o heterocromáticas (Pardue y Gall, 1970).

La técnica de huellas dactilares de ADN (DNAfingerprinting) desarrolla­

da por Jeffreys y colaboradores, consiste en secuencias de alrededor de 50

pares de bases (pb) de longitud, repetidas en tándem de número de copias

variables (también denominadas VNTR). Debido a su carácter repetitivo pero

de motivos de longitud pequeña, Jeffreys (1985) se refiere a ellas como mini­

satélites por homología con al ADN repetitivo de los experimentos de sedi­
mentación.

El término de microsatélites fue introducido por Litt y Luty (1989) para

describir repeticiones cuyos motivos van de 1 a 6 pb.

Los microsatélites (también denominados repeticiones de secuencia

simple, SSR) fueron identificados primeramente en humanos (Miesfeld et al.,

1981) y se evidenció la presencia de distintos motivos a través de búsquedas

en base de datos genéticos (i.e. EMBLy GenBank) (Tautz et al., 1989). Estos

estudios revelaron que la presencia de motivos de di y trinucleótidos era de 5 a

10 veces más abundante de lo que se esperaría en una distribución arbitraria.

En animales la secuencia más abundante es (AC)nmientras 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 número de repeticiones del motivo central era

debido a entrecruzamiento desigual y/o a deslizamientos de la polimerasa du­

rante la replicación del ADN,junto con una deficiencia en la corrección de erro­

res, dada la naturaleza repetitiva del segmento (Tautz et al, 1989). La hiperva­

riabilidadencontrada junto con la alta presencia de microsatélites llevó a que se

propusiera su uso como marcadores moleculares (Beckman y Soller, 1990;

Morgante y Olivieri, 1993).

Los polimorfismosson detectados a través de la reacción en cadena de

la polimerasa (PCR) utilizando "primers" complementarios a regiones únicas

que flanquean a los microsatélites (Brown et al., 1996). Estos productos son

luego separados por electroforesis en agarosa o en poliacrilamiday teñidos 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 es que a partir del uso de la

PCR son técnicamente simples, económicos y automatizables. Además utilizan

muy poca cantidad de ADN, lo que permite múltiples determinaciones aún par­

tiendo de una pequeña porción de tejido.

La mayor desventaja que presentan los microsatélites es el alto costo

que implica su desarrollo inicial(obtención de las secuencias flanqueantes ne­

cesarias para el diseño 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 información de las primeras. La tercera

alternativa es la construcción de una genoteca para identificarclones que con­

tengan SSR.

La disponibilidadactual de secuencias en base de datos es aún limitada,

inclusive incluyendo en la búsqueda especies afines a la de estudio. Además,

en su gran mayoría los bancos de datos presentan, fundamentalmente, se­

cuencias codificantes correspondientes a genes. Asimismo, el nivel de varia­

ción que es posible encontrar puede estar limitadopor un proceso de selección

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 trinucleótidos) como el síndrome de

fragilidad del cromosoma _X(Kremer et al. 1991) o la distrofia miotónica mus­

cular (Fu et al., 1992).

Por Io tanto, si bien los bancos de datos de secuencia pueden constituir

una aproximación a la obtención de microsatélites, la tercera alternativa parece

la más razonable para la obtención de un gran número de marcadores con alta

variabilidad. Recientemente, han sido propuestos distintos métodos de cons­

trucción de bibliotecas genómicas de tal manera que resultan ennquecidas en

secuencias que contienen microsatélites (Karagyozov et al., 1993; Kandpal et

al., 1994; Prochazka, 1996; Edwards et al., 1997). La descripción alélica a partir

del número de pares de bases nucleotídicas del fragmento amplificado es pre»

cisa, fácilde comunicar y sencilla de estandarizar entre diferentes laboratorios.

Los altos valores de PIC (información de contenido polimórfico) encon­

trados indican que son los marcadores con mayor poder de discriminación co­

nocidos hasta ahora, comparados tanto con otros marcadores más tradiciona­
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les (como los RFLP o las isoenzimas), como con otros marcadores más nove­

dosos (como los AFLP o los RAPD), especialmente entre variedades de espe­

cies autógamas con bajos niveles de variabilidadgenética. En resumen:

Las ventajas son:

o Es una técnica de visualización co-dominante (permite observar 2 alelos en

el heterocigota) y multialélica mostrando una alta información polimórfica

o Son altamente reproducibles y automatizables (por el uso del secuenciador

automático).

Las desventajas son:

o No se han desarrollado en todas las especies

o El desarrollo de los microsatélites es altamente costoso

o Generalmente se requiere la utilizaciónde geles de secuenciación y tinción

con nitrato de plata, autoradiografía o fluorescencia (secuenciador automático).

Fig.5: Representación esquemática de la obtención de polimorfismos mediante la técnica de
SSR. En la parte infen‘orde la figura se observa un gel con distintos los distintos genotipos
indicando la composición de los alelos. Las flechas indican la posición de los "primers".

_ TATATATATATATATATATA_ ALELOl—> TAlO
_ ATATATATATATATATATAT_<——_ TT _

TA A ATATATATATATATATATATA ALELO 2

_ ATATATATATATATATATATATATAT_ TA13<—
_ TATATATATATATATATATATATATATATA— ALEL03—>

TA 15
_ ATATATATATATATATATATATATATATAT_<—

lO/IO 13/13 10/1313/45 lO/IS l3/l5
l/l 2/2 1/2 3/3 1/3 2/3

3.4.3.4. AFLP
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Recientemente se ha desarrollado una nueva técnica que utiliza ambos

métodos (digestión y amplificación) para detectar variabilidad. Se la denomina

polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) y combina la pre­

sencia o ausencia de sitios de restricción 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 restricción de

ADNcon dos enzimas de restricción, una de corte poco frecuente, como EcoRl

(que reconoce una secuencia de 6 bases) y la otra, Msel (que reconoce una

secuencia de 4 nucleótidos) con una frecuencia mucho más alta. Una vez ge­

nerados estos fragmentos, los mismos son ligados a adaptadores doble cadena

para cada uno de los sitios de restricción obtenidos. De esta manera se obtie­

nen secuencias de ADNcon sus puntas conocidas como para amplificarlas por

medio de la técnica de PCR. Los fragmentos que se obtienen son de tres tipos

según los extremos agregados:

- ambos extremos con sitios EcoRl;

- ambos extremos con sitios Msei

- con extremos distintos.

De esta manera el número 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 patrón de bandas se

realiza una segunda amplificación mediante PCR con oligonocleótidos selecti­

vos los cuales poseen bases nucleotídicas adicionales en los extremos 3'.

Luego de la amplificación, los fragmentos producidos se separan mediante

electroforesis en un gel de poliacrilamida y se tiñen con nitrato de plata o bien

se utiliza marcación radiactiva y se revelan autoradiográficamente (ver Mate­

riales y Métodos). También pueden evidenciarse en sistemas de secuenciación
nucleotídica automática marcados con fluorocromos.

Según la técnica empleada para revelar el gel, pueden observarse dis­

tintos productos. Así por ejemplo si se marca con nucleótidos radiactivos o fluo­

rescentes el oligonucleótido EcoRI, sólo se verán los fragmentos que posean al

menos un extremo EcoRl en su secuencia. En cambio, si se utiliza la tinción

con plata, se verán todos los fragmentos que se hubieran amplificado, inde­

pendientemente de los extremos, dependiendo entonces de la magnitud de la

amplificación y del tamaño. Si bien el mayor número de fragmentos que se am­
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plificanposeen sitios Msel a ambos lados, como son de tamaño muy pequeño,

se pierden con el frente de corrida del gel y no se visualizan. Por lo tanto, en

general sólo se evidencian los fragmentos EcoRl-EcoRl y los EcoRI-Msel, in­

dependientemente del método de tinciónque se emplee.

Estos marcadores moleculares (así como los RAPD) en general son de

visualización dominante, ya que raras veces el alelo produce amplificación 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 de una banda en­

tre dos genotipos (que comparten el "alelo" nulo) no se considera como criterio

de relación genética porque suele estar causada por mutaciones norelaciona­

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 información polimórficaaportado por este tipo de marcadores. Com­

parados con los RFLP y SSR, el número de alelos polimórficos es menor, pero

el número de Ioci que se evalúa en una única combinación de primers es mu­

cho mayor y por Io tanto son más efectivos en la cobertura y representación del

genoma. Los AFLP tienen Ia ventaja de que no se necesita conocimiento previo

de secuencia para su uso, y con una sola reacción se evalúan varias regiones

del genoma simultáneamente. Asimismo, el uso de AFLP ha evidenciado gran

utilidad en especies que han presentado bajo nivel de polimorfismocon RFLP

y RAPD, (Maughan et aI., 1996).

Resumiendo:

Las ventajas de los AFLP son:

o El gran número de Iociensayados simultáneamente.

o Son muy reproducibles debido a la exigente temperatura de hibridación du­

rante la PCR.

o No se requiere información previa, y puede aplicarse a cualquier organismo

Las desventajas son:

o Son marcadores de visualización dominante (igual que los RAPD)

o Requieren una buena calidad de ADN.

o Requiere de la utilización de geles de secuenciación y tinción con nitratp de

plata, autoradiografía o fluorescencia (secuenciador automático).
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Fig.6: Representación esquemática de la obtención de polimorfismos mediante la técnica de

AFLP.
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4. Antecedentes de aplicación de marcadores moleculares en Solanum

La mayoría de los análisis de filogenia que existe en estas especies de

Solanum se basan principalmente en estudios biosistemáticos (Hawkes, 1989;

Hawkes y Herting,1969; Okada, 1976; Okada y Clausen, 1982; Clausen y

Crisci, 1989; etc.). También se han llevado a cabo estudios aloenzimáticos en

la década del 80 por el grupo español formado por Martínez-Zapater y Oliver y

por Quirós en Davis, California, entre otros.

En los últimos años se han llevado a cabo un gran número de estudios

taxonómicos y de variabilidad genética mediante RFLP y lo RAPD en numero­
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sos géneros como Brassica (Mc Grath et al.,1992), Vicia (Van de Ven et

al.,1993), Vigna(Fatokun et al., 1993), Phaseolus (Chase et al., 1991; Paredes

et al., 1993), Actinr'dia(Crowhurst et al., 1990), Oryza (Ishii et al., 1993) y tam­

bien en los géneros Lycopersicon (Milleret al., 1990) y también, más específi­

camente, en Solanum (ver más adelante).

La utilización de marcadores moleculares con el objetivo de discriminar

entre las distintas especies permitió también la posibilidad de detectar frag­

mentos introgresados en la papa cultivada (Debener et al., 1990; Waugh et al.,

1992). Esta estrategia fue posible gracias a la existencia de sondas que detec­

tan Ioci polimórficos que mapean en los doce grupos de ligamiento de papa

(Gebhardt et al., 1989); como así 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 Ii­

gamiento, con la excepción de algunas inversiones. El hallazgo de bandas es­

pecíficas de especie obtenidas a partir de cualquier marcador molecular es la
manera más adecuada de utilizar estas variables como caracteres discrimi­

nantes para fines taxonómicos y/o filogene’ticos.En cuanto a la conservación

en los bancos de germoplasma, un análisis de esta naturaleza contribuye sin

duda a la determinación del número de entradas necesarias para conservar la

mayor información posible con un mínimo número de muestras (Miller y

Tanskley, 1990).

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 biosistemáticos. Un estudio similar

pero a nivel intraespecífico fue llevado a cabo por Hosaka et al. (1992) me­

diante la utilización de RFLP. Este grupo estudió la variabilidad de la especie S.

acaule y comparó los patrones obtenidos entre las distintas subespecies. En '

términos generales encontró coincidencias con la taxonomía ya propuesta y fue
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capaz de agrupar algunas poblacionesde un de ells según el área geográfi­

También en el género Solanum se llevaron a cabo análisis de los ADNs

de cloroplastos y se determinaron distintos patrones capaces de agrupar a las

especies en 5 tipos de ADNs cloroplastídicos (Hosaka, 1986). La mayoría de

las especies que aquí se analizan fueron agrupadas en el tipo W con la excep—

ción de S. acaule, S. tuberosum (las 2 ssp.) y S. tan'jense, siendo, por lo tanto,

esta estrategia poco útil para la separación de estos taxones, dado el alto gra­

do de conservación del ADNde esta organela. Más recientemente Spooner et

al., (1997) realizaron un estudio abarcando genotipos de casi todas las series

taxonómicas (Hawkes, 1990) también mediante evaluación 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 aplicación de otros marcadores de herencia biparental y

menos conservados para resolver las cuestiones evolutivo-taxonómicasde este

grupo;

4.2. RAPDy Microsatélites

En los últimos años el avance en el desarrollo de nuevos marcadores

moleculares ha posibilitado la generación de resultados de manera más efi­

ciente y rápida. Las tendencias actuales pretenden complementar y/o reempla­

zar a los Iaboriosos y costosos RFLP por marcadores obtenidos a partir de am­

plificación "in vitro" mediante PCR. Se desarrollaron los RAPD, antes mencio­
nados, como sistemas pioneros basados en esta estrategia. Si bien siguen uti­

lizándose con éxito en numerosos casos, cabe mencionar que su reproducibili­

dad puede ser difícilde conseguir, no obstante fueron exitosamente utilizados

en papa para determinación de híbridos somáticos (Baird et al., 1992).

A posteriori, se desarrollaron los microsatélites, (Powell et al., 1996, Pro­

van et al., 1996, Kashi et al., 1997, Milboume D et al, 1998). Estas secuencias

se encuentran distribuidas por todo el genoma, y las secuencias flanqueantes

son específicas y están relativamente conservadas entre individuosdel mismo
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género, como se comprueba en este trabajo (no así el número de veces que se

encuentran repetidos los motivos internos).

Estas técnicas han sido utilizadas tanto para construcción de mapas

genéticos cuanto para la identificación de genotipos, cultivares, pureza de se­

millas, etc. en numerosas especies (para una revisión reciente ver Mohan et al.,

1997)

4.3. AFLP

A partir de 1993 comenzó a utilizarse una nueva herramienta que ofrece

las ventajas de los RFLP, combinada con Ia amplificación "in vitro" de dichos

productos mediante PCR (como se mencionó en 3.4.3.4). Recientemente se

publicó un catálogo de marcadores AFLP para el alineamiento de mapas de

papas (van der Voort et al, 1998) también a disposición en la página de inter­

net: http:llwww.spg.wau.nllpv/aflp/cataloghtm. Se realizaron estudios de varia­

bilidad en papas cultivadas, (Milboume et al, 1997; Kimet al, 1998), además se

desarrollaron numerosos estudios de mapeo en este género como resistencia

al nematode (locus Gpa2), (vander Voort et al, 1997). a tizón tardío locus R1

(Mesksem et al, 1995) entre otros.

Para estudios de biodiversidad y variabilidad biológica esta herramienta

ha sido utilizada en café, (Robbie Waugh, comunicación personal), té (Paul et

al., 1997), soja (Giancola, 1998), forestales (Marcucci Poltn‘et al, en prepara­

ción), Tn'ticummonococcum para la determinación del lugar de domesticación

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.

o Caracterización morfológica: Basada en datos obtenidos del Banco de

Germoplasma NRSP-6 Sturgeon Bay, Wisconsin (Bamberg et al, 1996).

o Caracterización citogenética: estructura de cariotipos y contenido de ADN
nuclear

o Caracterización molecular: Polimorfismos para fragmentos de restricción de

los genes ribosomales

o RFLP de genes de bajo número de copias y de copia única, AFLP y micro­

satélites (SSR).

Hipótesis de trabajo

Los marcadores moleculares son herramientas que permiten evaluar la

variabilidad y determinar distancias genéticas entre individuos de un mismo

género, especie ylo entrada taxonómica mejorando o complementando, even­

tualmente, los datos deducidos por criterios morfológicos, fenológicos, fisiológi­
cos y citogenéticos clásicamente utilizados en este género de especies por

botánicos y agrónomos. Por lo tanto, la clasificación en series propuesta por

Hawkes 1990 (y su hipótesis de historia evolutiva), puede ser validada me­

diante marcadores moleculares. Éstos pueden proveer, además, de un método

científico sencillo para tomar decisiones en cuanto a la cuantificación y evalua­

ción de la variabilidad genética con el objeto de conservación de muestras en

bancos de germoplasma.

Objetivo general

o Evaluar Ia 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 sección Petota Dum (D'Arcy, 1972), subsección

Potatoe G. Don; utilizando distintas herramientas: citológicas y moleculares.
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Objetivos parciales

o Cuentificar y evaluar la variabilidad (y la capacidad de discriminación intra- e

interespecífica) de los genotipos estudiados en esta tesis considerando as­

pectos citológicos y moleculares.

o Establecer si existen criterios útilies para la taxonomía a través de observa­

ciones citológicas de los cromosomas.

o Establecer el contenido de ADNde estas especies.

o Evaluar el efecto de la poliploidizaciónen cuanto a conservación o pérdida

importante del ADNdurante dicho proceso

o Evaluar la variabilidad genética del germoplasma a través de la información

de datos botánicos y agronómicos del grupo extraídos de las bases de da­

tos de los bancos de germoplasma

o 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.

o Estimar la variabilidad presente en el germoplasma de papa que no forma

parte de este cultivoy que serviría para aumentar la base genética para su

mejoramiento

o Estimar el porcentaje de homocigosis de los genotipos.

o Analizar la importancia relativa de cada muestra a conservar en los bancos

de germoplasma.

o Establecer bandas diagnósticas de las especies.

o Establecer las relaciones genéticas (y, por ende, evolutivas) que existen

entre los distintos genotipos mediante distintas aproximaciones metodológi­
cas.

o Contrastar los resultados obtenidos con cada técnica utilizada, con la clasi­

ficación taxonómica tradicional (y su hipótesis evolutiva), basada en Hawkes

(1990) y Hawkes and Jackson, 1992.

o Determinar si existen agrupamientos de individuos consistentes con la pro.

cadencia geográfica.

o Comparar los índices de diversidad o de contenido polimórfico obtenidos

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

1.1. Clasificación, distribución geográfica y citotipos

Las plantas estudiadas (73 genotipos se utilizaron en los análisis de variabi­

lidad de los genes ribosomales y 67 se utilizaron para el estudio comparativo me­

diante marcadores moleculares) pertenecen al género Solanum sección Petota,

subsección Potatoe, Superseries Ste/lata y Rotata y a diferentes series taxonómi­

cas (Hawkes, 1990). La mayoría habitan el Noroeste argentino, aunque algunas

pertenecen a la región mesopotamica del pais. Son fundamentalmente especies

silvestres, pero se incluyeron algunas especies cultivadas como S. phureja, S. tu­

berosum ssp. tuberosum, S. tuberosum ssp. and/’gena y ; dos entradas pertene­

cientes aI banco de germoplasma del CIP (Lima, Perú) (S. verrucosum y S. gonio­

ca/yx). También se consideraron para algunos análisis los cultivares comerciales

Huinkul MAG, Baraka, Maris Piper, King Edward.

Entre los genotipos estudiados, hay tres grupos de individuos considerando

los distintos niveles de ploidía, 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 clasificación taxonómica (Hawkes, 1990), sus ploidías, sus números de en­

trada del banco de germoplasma de la EEA INTABalcarce y su procedencia geo­

gráfica.

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

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

Se partió de semillas cuando las plantas eran silvestres o de clones cuando

eran cultivares; en ambos casos los individuosfueron cultivados en macetas den­

tro de invernaderos y también introducidas "in vitro"y micropropagadas periódica­

mente en medio MS (Murashige-Skoog, 1962) en cámaras de cultivo adecuadas.

Para la esterilización del material (semillas o estacas) se ensayaron distintos mé­

todos que se basan en la utilización de lavandina comercial en distintas concen­

traciones y durante distintos tiempos. Se comprobó que para las semillas fue sufi­

ciente una incubación a temperatura ambiente durante 10 min con una solución de

lavandina comercial al 7% en agua destilada estéril; en cambio para explantos

provenientes de plantas crecidas en macetas sólo fue necesario 4% de la misma

solución. En ambos casos se quitó la solución desinfectante enjuagando 3 veces

con abundante agua destilada estéril.

Los productos químicos utilizados en el trabajo de laboratorio fueron de ca­

lidad analítica o biología molecular producidos y/o comercializados por las compa­

ñias Sigma Chemical Co. (EUA), Merck Biochemica (Alemania), Mallinkrodt (EUA),

Sintorgan (Argentina), Fluka (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 detección no isotópica fueron

producidos por Boehringer Mannheim (Alemania), y el sustrato quimioluminiscente

de Tropix (EUA).

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

Las enzimas de restricción, Ia Taq polimerasa y la ARNasa fueron de Gib­

co-BRL (EUA), New England Biolabs (EUA), Promega Biotech (EUA), Perkin El­

mer (EUA).

2. Citologia

2.1. Fuente de células
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Se realizó en ápices radiculares coleccionados de plantas cultivadas "in vi­

tro". Una vez que aparecieron las raíces se realizaron observaciones al microsco­

pio, previa tinción con fuccina básica (colorante de Feulgen, ver 2.2.) de los ápices

radiculares en distintos momentos y se determinó que aproximadamente a partir

del séptimo y hasta el décimo primer día de repicadas el número de células invo­

lucradas en divisiones mitóticas era suficiente para los estudios que iban a desa­

rrollarse.

2.2. Recuentos Cromosómicos y Cariotípicos

El estudio se inició efectuando todos los recuentos cromosómicos de los

individuos a analizar mientras se fue ajustando la técnica para la construcción de

los cariotipos.

2.2.1. Pretratamiento y fijación de las células

Para una adecuada contracción de los cromosomas se ensayaron distintos

pretratamientos (colchicina. 8-hidroxiquinoleína, 1-bromofenol) durante diferentes

tiempos y concentraciones. (de Azkue y Martínez, 1990, Pijnacker et al., 1986).

Todos los agentes químicos probados produjeron gran contracción cromosómica

dificultando la observación de las constricciones primarias y secundarias. Debido a

que los tratamientos tradicionales no eran útiles en nuestro material, se incubaron

los ápices en H20 durante 24 hs a 0°C con excelentes resultados. Luego se fija­

ron en EtOHzAcOH3:1 durante 48 hs y posteriormente se conservaron en EtOH

70% a 0°C hasta su utilización. Para ablandar el tejido se trataron con solución de

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

2.2.2.Tinción de cromosomas
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Para la observación de los cromosomas se utilizó la tinción con colorante de

Schiff (fuccina básica o colorante de Feulgen) durante 30-60 min (Tempelaar,

1980)

Fundamentos de la coloración:

Esta técnica se basa en la unión específica de la fuccina básica al aldehído

que se genera al depurinarel ADNcon ácido. La molécula de fuccina cuando está

libre presenta estructura tetrahédrica y no es coloreada, pero al unirse y formarse

dobles enlaces que resuenan se vuelve coloreada. La unión es específica a las

deoxiribosas y no da reacción con las ribosas. Como se indicó recientemente para

que el colorante de Schiff actúe es necesario una hidrólisis ácida de los ápices

(HCl 1N a 60°C) durante 8 min y la posterior tinción con la solución de fuccina.

Como colorante de contraste se empleó aceto-orceína.

2.2.3. Construcción de cariotipos

Por razones de índole práctica sólo se analizaron los cariotipos de las es­

pecies diploides, 2n=24 ya que las tetraploides y hexaploides fueron muy difíciles

de estudiar debido al escaso tamaño y alto número de cromosomas.

Se midieron los cromosomas de una placa metafásica por entrada en la

mayoría de los casos. Las mismas fueron observadas en el microscopio con un

aumento de 1000X y fotografiadas para su posterior análisis. Las mediciones de

las longitudes de los brazos cromosómicos se efectuaron directamente en los ne­

gativos empleando una lupa con una lente graduada. La construcción de los cario­

tipos se realizó con ayuda de un programa de computación confeccionado por el

Dr. J. Dubcovsky. En él se analizaron las longitudes de los complementos genómi­

cos, los coeficientes de variación entre cromosomas, Ia relación del par cromosó­

mico mayor sobre el menor, la razón de brazos promedio (RBP) de cada comple­

mento cromosómico, y se estableció una correlación entre la longitud de cada

cromosoma y la RBP.
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2.3. Medición del Contenido de ADN

2.3.1. Descripción de la técnica

La determinación del contenido de ADN se realizó por microdensitometría

en tejidos no pretratados. Esta metodología se basa en la medición de la intensi­

dad de coloración de núcleos telofásicos teñidos con fuccina básica pero con con­

diciones altamente estandarizadas como se indicará posteriormente.

2.3.2. Muestreo

Se evaluó 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 conjunta cada vez

con su testigo correspondiente. Se midieron entonces aproximadamente 100 telo­

fases por especie.

2.3.3. Condiciones de los núcleos medidos

Los ápices radiculares se encuentran en activa división mitótica, por lo tanto

para determinar el contenido 2C de los individuos hay que discriminar todas aque­

llas células que estén sintetizando su ADN (período S del ciclo celular) y que so­

breestimarían el contenido ZC. Por ello se midieron telofases, y para discernir las

tempranas de las tardías se evaluaron sólo las que no mostraban presencia del

nucléolo. En un trabajo en donde se critica la metodología y se sugieren opciones

para la unificación de los criterios (para no incurrir en errores sistemáticos y con­

cluir que existe variación intraespecífica de gran envergadura como en algunos

casos), se midieron telofases tardías o profases tempranas, pero siempre los
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mismos estadios, ya que se observaron variaciones según la contracción cromo­

sómica (Greilhuber y Ebert, 1994).

2.3.4. Condiciones del aparato

Se utilizó un microdensitómetro Zeiss con platina móvil. Los núcleos fueron

barridos con el objetivo de inmersión de 100X. El diámetro del diafragma lector fue

fijado en 0,50p, 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 había determinado en otros

trabajos (Jacobsen etal., 1983; Martínez y Ginzo, 1985).

2.3.5. Precisión del aparato

Se determinó midiendo quince núcleos, tres lecturas de cada uno y se com­

probó que los coeficientes de variación oscilaban alrededor del 3%, salvo para el

caso de pequeños valores de absorbancia (0,97-1,40 unidades arbitrarias), en los

que llegó hasta un 11%.

2.3.6. Cuantificación del ADN

Para que el resultado sea válido se estandarizaron las condiciones de fija­

ción, tinción y medición. Todas las lecturas se refirieron a un patrón de contenido

de ADNconocido que se midió en cada oportunidad. Se unificó el pH del colorante

a 3,6 y el tiempo de tinción (1 hr a 22°C). Para eliminar el colorante unido inespe­

cíficamente 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 coloración de eritrocitos de pollo (cuyo contenido de

ADNfue determinado según literatura (Dhillonet al., 1977;) en 2,8 pg por núcleo) y

de células radiculares de Alliumcepa (considerando a cada núcleo con 33,5 pg

(Martínez y Ginzo, 1985). En nuestro caso hubiese sido más adecuado utilizar cé­

lulas con un contenido de ADN semejante a nuestro tejido como lo son los glóbu­

los rojos de pollo, pero debido a las diferencias de tratamientos necesarios para

ambos tipos celulares, los resultados obtenidos con los núcleos de cebolla fueron

más reproducibles y menos variables respecto a los referidos a eritrocitos de pollo.

2.3.6.2. Curva de hidrólisis

Otra de las variables a controlar fue el tiempo de hidrólisis, ya que si éste

es escaso, medirá por defecto y si es prolongado también subestimará los resulta­

dos debido a que se producen roturas y pérdidas del ADN.Se determinó entonces

por medio de una curva de hidrólisis el tiempo óptimo de la misma y se decidió

utilizar hidrólisis a 22 °C con HCI 5N durante 50 min.

2.4. Nucleolos

Los mismos fueron observados al microscopio en núcleos interfásicos por

medio de la tinción con solución saturada de nitrato de plata. Para ello raíces 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 002,

luego se agregó un gota de EtOH y se secaron al aire. Se incubaron entonces con

solución al 100% de AgN03 a 60 °C en cámara húmeda como minimo por 30 min

hasta visualización del color marrón característico; luego se eliminaron los cu­

breobjetos con agua corriente y se observaron al microscopio. Se contó el número
máximo de nucleolos.

3. Marcadores moleculares
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3.1. Variación de los genes ribosomales

3.1.1. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción

3.1.1.1. Sondas utilizadas

Se estudió la variación de la longitud de las subunidades de los genes ribo­

somales mediante la técnica de Southern blot. Para ello se emplearon 4 sondas:
a) pTA71 (8,95 kpb), que corresponde a la subunidad completa de los genes ribo­

somales del genoma de trigo, (Gerlach et al., 1979),

b el fragmento BamHl-EcoRl del gen que codifica para la subunidad 258 de laV

sonda pTA71 [el mismo se obtuvo digiriendo el ADN del plásmido donde esta­

ba clonada la subunidad completa (pTA71) conjuntamente con BamHl y EcoRl

y posterior separación 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

c el fragmento que corresponde al espaciador intergénico interno (transcripto) deV

la subunidad o ITS (650 pb. aprox) de S. chacoense obtenido por amplificación

mediante PCR (ver 3.1.2) y el fragmento que corresponde al IGS de Oxa/is tu­

berosa (Tosto, en preparación) amplificado mediante PCR.( Fig. 7)

Fig. 7: Esquema de las sondas utilizadas: a: pTA71 de tn’go longitud completa; b: fragmento Ba­
mHl-EcoRl de la misma; c: fragmento que abarca al lTSl y 2 y al gen 5.88. Ubicación de los pri­
mers que se emplearon para su obtención y d: IGS de O. tuberosa. B y E: indican sitio de restric­
ción BamHI y EcoRI.

288(b) , '
B E ITS“) ¡Gsdl E

M
PTA71 (a)

Oligos ITS4 y 5 (Ver más adelante)

3.1.1.2. Extracción de ADN



La extracción 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"); Iiofilizadas

o frescas conservadas a -70 °C En caso de Iiofilización,el tejido congelado fue

sometido a secado en vacío en un IiofilizadorLabconco (EUA),durante 72 horas.

En un tubo de polipropileno de 15ml se pesaron de 300 a 400 mg del tejido Iiofili­

zado molido en un molinillociclónico tipo Udy (Tecator Ciclotec, Suecia) al cual se

agregaron 9 ml de solución de extracción 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 homogenizó Ia muestra mediante inversiones

suaves. A continuación se incubó durante 60 - 90 minutos a 65°C con movimiento

contínuo. Se agregaron posteriormente 4,5 ml de cloroformozoctanol(24:1) segui­

do de varias inversiones suaves de los tubos (1 a 2 minutos). La separación de la

fase acuosa fue realizada después de centrifugar los tubos por 10 minutos en una

centrífuga de mesa a 1300 xg y se Ia transvasó a nuevos tubos. Se repitió Ia ex­

tracción con cloroformo:octanol una segunda vez. El 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
ml de isopropanol (2-propanol) a temperatura ambiente y el ADNrescatado con un

capilar de vidrio en forma de gancho o bien precipitado por centrifugación. El ADN

así obtenido fue resuspendido en 1 ml de TE 1X (10mM Tris-HCI, pH8; 1mM

EDTA, pH8)

Adicionalmente, el ADNfue reprecipitado agregando 50 pl de NaCl 5M y 2,5

ml de etanol frío. Nuevamente se rescató el ADN precipitado utilizando un capilar

de vidrio y después de Iavarlo con etanol 70% fue resuspendido en 1 ml de TE 1X.

3.1.1.3. Determinación de la concentración de ADN

La concentración de ADN se cuantificó por medio de un fluorómetro (TKO

100 minifluorómetro, Hoefer Scientific lnstmments, EUA) usando como agente



fluorescente al colorante de Hoechst 33258 (su estructura se intercala en el surco

mayor de la doble hélice del ADN y fluoresce).

La concentración de ADN se ajustó a 0,25 ug/ul con el agregado de TE 1X.

Las muestras de ADNasi obtenidas fueron almacenadas a 4°C hasta su posterior

utilización.

A su vez se verificó su integridad por medio de visualización después de

electroforesis en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio.

3.1.1.4.Digestión, Separación de fragmentos y transferencia

Dado que el número de copias por genoma de estos genes es alto, se digi­

rieron de 3 a 5 ug de ADNde cada una de las muestras con endonucleasas de

restricción (3 u de enzima por ug de ADN) durante 3-4 hs en un volumen final de

100 pl y con el agregado de 0,01 mg/ml de BSA acetilada para asegurar una di­

gestión completa. Las enzimas utilizadas fueron: Xbal, EcoRV, Bglll, Dral, EcoR/ y

BamHl 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 H20 bidestilada esterilizada y se sembraron con

mezcla de siembra tradicional (azul de bromofenol -BPB- y xilen-cianol, según

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

vacío con solución SSC 10X.

La transferencia se realizó en una bandeja plástica con 2 l de buffer de

tranferencia (25mM NaPO4, pH 6,5) en Ia cual se sumergió una esponja sobre la

que se construyó el aparato de transferencia capilar. El mismo consistió en depo­

sitar sobre la esponja una hoja de papel secante grueso de 20 x 25 cm sobre la

cual se depositó el gel boca abajo, seguido de una membrana de nylon junto con

varias hojas de papel secante grueso (Sigma, catálogo: 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 ubicó cuidando que

no quedaran burbujas de aire atrapadas entre el gel y el papel, que interrumpirían

la capilaridad del sistema. Un peso de 1 kg dispuesto sobre una placa de acrílico

para lograr una buena distribución, fue puesto en el tope de la pila de toallas. Se

dejó proseguir la transferencia durante Ia noche (14-16hs).

Una vez finalizada la misma, se retiró la membrana y se la sometió a un la­

vado en 2X SSC (300mM NaCI; 30mM citrato de sodio; pH 7,4) durante 15 min. El

ADN fue fijado mediante radiación UV utilizando un UV crosslinker (Stratagene,

EEUU) a 120,000 ujoules/cm2 (5 min) y/o posterior horneado a 80°C, durante 2

horas, según los protocolos de los fabricantes de membranas (Hybond ­

Amersham, lnglaterra-, Nytran -Schleicher & Schuell, Alemania-, Magna Charge ­

Micron Separations, Inc, EUA).

3.1.1.5. Prehibridación, hibridación, lavados de astringencia y exposición

Se prehibridaron con solución de PAES y se hibridaron durante la noche

con las sondas marcadas por el método de iniciadores al azar ("random primers")

según 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 nucleótidos radiactivos no incorporados mediante una columna

de Sephadex 650 construida en el laboratorio; alternativamente se marcó me­

diante PCR con dig-UTP al 5% el fragmento correspondiente al ITS (ver 3.1.2 y

3.2). El principiode detección no radiactiva se basa en el marcado de Ia sonda con

un antígeno (Digoxigenina, DlG, patentado por Boehringer Mannheim) que luego

es detectado por un anticuerpo (Anti-DIG)que está unido covalentemente a un

molécula de fosfatasa alcalina (AP) que al desfosforilar un sustrato fotolítico

(AMPPD o CSPD; Tropix, EUA) emite luz a 470nm.

La sonda pegada inespecíficamente se eliminó con los siguientes lavados

de astringencia:



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 películas autoradiográficas 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.

solución de PAES(polianetolsulfónico):
SSPE
SDS
PAES
Pirofosfato de sodio

2,5X
1%

0,1%
0,01%

El siguiente cuadro resume los pasos realizados en la hibridación y poste­

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

DIG).

pasos tiempo temperatura objetivo
hibridación 15-18 hs 65oC pegado de sonda
lavado en 2 x 5 min. temperatura eliminación del exce­
0,15 X SSC, 0,1% SDS ambiente dente de sonda
lavado en 3 x 15 min. 65°C eliminación de sonda
0,15 X SSC, 0,1% SDS pegada inespecífi­

camente
Enjuague en Buffer1 1 x 5 min. temperatura lavar SDS
(10mM Tris-HCI pH 7,5; ambiente
150mM NaCI)
Incubación en Buffer 2 1 x 30 min. temperatura evitar pegado ines­
(idem Buffer 1 + 0,1% de ambiente pecífico de anticuer­
reactivo de bloqueo) po
Incubación en Anti-DIG 1 X 30 min. temperatura pegar anticuerpo
(idem buffer 2 + 1215000 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 NaCI; 50mM para la acción de la
MgCI2) - AP
Incubación en sustrato 1 x 20 min. temperatura
quimioluminiscente ambiente
(idem buffer 3 + 15uI/ml de
AMPPD)

La exposición se realizó con películas autorradiográficas durante 15-18 hs

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

mente a 37°C por 1-2 hs para incrementar Ia actividad inicialde Ia enzima.

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

3.1.1.6. Reutilización de membranas

Las sondas fueron despegadas de las membranas incubando las mismas

con agitación en una solución de SSC 0.1X; SDS 0,1% a 100°C y dejándola enfriar

a temperatura ambiente, permitiendo 6 reusos en promedio.

3.1.1.7. Cálculo de los pesos moleculares (PM)

El peso molecular de las bandas se calculó mediante comparación de la

migración relativa con los marcadores de PM que se emplearon en cada corrida

electroforética (en general se utilizó al fago 7Ldigerido con la endonucleasa de

restricción Hindlll). Los mismos se hibridaron con marcador A radiactivo para po­

der detectarlos en Ia película autoradiográfica. En todos los casos se midieron las

distancias de migración de las bandas de PM conocidos y por interpolación de las

distancias de las bandas incógnitas se estimaron sus tamaños. Se calcularon por

medio del método de los recíprocos (Elder y Southern, 1987), mediante un pro­

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

3.1.2. Polimorfismos de los ITSmediante PCR



Los ITS fueron amplificados a partir de ADN total de los individuos analiza­

dos. Estas secuencias habían sido descriptas para la amplificación de ITS de hon­

gos (Whiteet al. 1990). Las mismas fueron comparadas con las secuencias de los

genes ribosomales de tomate (Kiss et al., 1989), trigo y según. ello fue necesario

modificardos bases (se resaltan en negrita), evidenciando de esta manera el alto

grado de conservación de estas regiones flanqueantes en todos estos organis­
mos.

La secuencia de los iniciadores son:

|TS4 5’ TCCTCCGCTTATÏ'GATATGC 3'
ITSS 5’ GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG 3'

Las condiciones de reacción fueron las siguientes:

Buffer libre de Mg2+ 1x
MgCl2 1,5mM
dNTPs (c/u) 200 uM
ITS4 e ITSS (c/u) 0,1 pM
Taq ADNpol 1,25 u
ADNtemplado 50 ng
volumen final 50 ¡1|

Se cubrieron las mezclas con 1 gota de aceite mineral.

Los ciclos de amplificación se ejecutaron en un ciclador Perkin Elmer 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 amplificación 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. Variación de otros fragmentos genómicos mediante RFLP

3.2.1. Sondas utilizadas

Se utilizaron secuencias genómicas de bajo número de copias de la bib|io­

teca genómica de tomate del laboratorio del Dr Tanskley. (Solanum y Lycopersi­

con presentan gran homología (Bonierbale et al., 1988; Gerbhardt et al., 1991))

clonadas en los plásmidos de Eco/i 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 ubicación de las sondas utilizadas. Con flechas se indican la
posición de la sonda en el mapa de tomate. Los cuadrados indican la“posición aproximada del
centrónnero.

Tabla 4: Nombres de las sondas utilizadas y su ubicación en los cromosomas.

Cromosoma Nro Sonda

1 T6245
2 TG 480
3 T6479
4 T6574
5 T6441-T6419
6 T6444-T6482
7 T6183
8 T6510
9 T6404
10 T6408
11 T6393
12 T6473
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Los plásmidos recombinantes fueron amplificados en bacterias previa

transformación (Hoisington et al. 1994) de la cepa bacteriana DH5a con 8 ng de

los plásmidos, utilizando ampicilina como agente selectivo (Maniatis et al., 1989).

Una vez obtenidas colonias aisladas, se extrajeron los plásmidos con el siguiente

protocolo:

a) se repicó cada una de las colonias y se las resuspendió en un tubo Eppendorff

con 50 ul de solución 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 utilización.

Para evaluar el tamaño de los fragmentos que se utilizaroncomo sondas se

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

se utilizaron oligonucleótidos que poseen homología con las regiones de los sitios

múltiples de clonado en los plásmidos vectores y que flanquean los insertos de

tomate, con las siguientes secuencias:

CV72 5’ ACGACGÏTGTAAAACGACGGCCAGT 3’
CV76 5’ AAACAGCTATGACCATGATÏACGCC 3’

Las condiciones de amplificaciónfueron las siguientes:

Buffer de PCR libre de Mg2+ 1"
MgCl2 1,5 mM
dNTPs (c/u) 50 pM
iniciador CV72 0,2 pM
iniciador CV76 0,2 uM
Taq. pol. 0,5 u
ADNtemplado (producto de lisis) 2,5ul
volumen final 25 pl

Se cubrieron mezclas con 1 gota de aceite mineral.

Los ciclos de amplificación 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

solución de lisis
Tris-CIH pH 8,5 2 mM
EDTA pH 8,5 20 rnM
Tritón X-1OO 1%

esterilizada por filtración a través de filtros de 0,2 u.

3.2.2. Extracción de ADNy cuantificación

El ADN se extrajo y cuantificó como se mencionó en 3.1.1.2.

3.2.3. Digestión, separación de fragmentos y transferencia

Dado que los locique se evaluaron son de secuencia única o de bajo núme­

ro de copias, fue necesario digerir al menos 10 pg de ADN de cada una de las

muestras con enzimas de restricción (3 u de enzima por ug de ADN) durante 3-4

hs en un volumen final de 200 pl y con el agregado de 0,01 mg/rnl de BSA acetila­

da para asegurar una digestión 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 ul de H20 bidestilada y esterilizada y se sembra­

ron con mezcla de siembra tradicional (azul de bromofenol -BPB- y xilen-cianol,

según 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 vacío con buffer fosfato 25 mM pH 6,5 y se fijaron como en
3.1.1.3.

3.2.4. Prehibridación, marcación, hibridación, detección, lavados de as­

tringencia y exposición
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Se prehibridaron con solución de PAES (ver 3.1.1.4.) y/o solución de hi­

bridización (3 hs como mínimo) (ClMMyT) y se hibridaron, con las sondas

marcadas no radiactivamente, durante la noche a 65°C en tubos de borosilicato

con rotación continua.

Marcación no radiactiva:

Se llevó a cabo mediante PCR como en 3.2.1. pero en un volumen de 100

pl y con el agregado de dig dUTP (Boehringer Mannheim, Alemania) al 5% como

se indica a continuación:

Buffer de PCR libre de Mg2+ 1x
MgCl2 1,5 mM
dATP, dCTP, dGTP(c/u) 50 uM
dTl'P 47,5 uM
Dig.dUTP 2,5 uM
iniciador CV72 0,2 uM
iniciador CV76 0,2 pM
Taq. pol. 0,5 u
ADN templado (producto de lisis) 5 “I
volumen final 100 pl

Se cubrieron las mezclas con 1 gota de aceite mineral.

Los ciclos de amplificación 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 pl de TE y 50 ul cloroformo. Se agitaron, centrifugaron y se ex­

trajeron las fases acuosas superiores.
Para controlar la incorporación y el tamaño de los fragmentos amplificados,

se corrió electroforéticamente 1 pl de c/u de las reacciones de PCR en un gel de

agarosa al 1% (con EtBr) en TAE 1X. Se fotografió el gel, se calcularon los PM de

los fragmentos y se transfirió a membranas de nylon por el método del “:squash

blot", que consiste en aplastar el gel contra la membrana con solución de transfe­

rencia. Luego esta última fue fijada como en 3.1.1.3. y tratada con el sistema de

detección de digoxigenina que se detalla posteriormente. En el caso de que se
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amplificara más de una banda, se cortaba Ia banda correcta de un gel de agarosa

preparativo, y luego se utilizaba como sonda. No fue necesario utilizaragarosa de

bajo punto de fusión.

Una vez hibridizadas las membranas se Iavaron 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 3 x 15 min a 65°C

Detección de la digoxigenina:

1) Se lavaron las membranas en solución 1.
2) Se incubaron 30 min en solución 2.
3) Se incubaron 30 min en solución de anticuerpo anti-Dig.
4) Se Iavaron 3x10 min con solución 2.
5) Se Iavaron 3x10 min con solución 1.
6) Se Iavaron 1x10 min con solución 3.
7) Se incubaron en solución de AMPPD (Tropix, EUA)durante 20 min.
8) Se expusieron a 37°C con películas autoradiográficas 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:

solución 1
Tris-CIH 0,01 M pH7.5

NaCl 0,15 M

solución 2
Tris-CIH 0,01 M pH7.5

NaCI 0,15 M
Bloqueante 0,2%

solución 3
Tris-CIH 0,01 M pH 9,5

NaCl 0,10 M
MgCI2 0,05 M

solución de anticuerpo anti-Dig:

solución 2 + 1 [JI/15ml de solución
Anti-digoxigenina-AP, Boehringer Mannheim, Alemania 150 u [200 ul. Estos anti­
cuerpos (fragmentos Fab policlonales de oveja) están acoplados a fosfatasa alca­
lina que reacciona con el sustrato quimioluminiscente AMPPD.
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solución de AMPPD: solución 3 + 2-10 pl AMPPD (10 mglml)

solución de hibridización
5X

Laurilsarcosina 0,01%
SDS 0,02%

Bloqueante (BoehringerMannheim) 0,2%

3.2.4. Detección 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 Ia mitad y un solo lavado

de cada uno de ellos. Se expusieron a 37°C con películas autoradiográficas X­

Omat o similares durante 1hs-2hs y las películas se revelaron en cuarto oscuro
como de costumbre.

3.2.5. Reutilización de membranas

Las sondas fueron despegadas de las membranas incubando las mismas

con agitación en una solución de SSC 0,1X, SDS 0,1% a 100°C y dejándola 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 incubación con la solución de lavado recién mencio­
nada.

3.3. Análisis de los genomas mediante AFLP

3.3.1. Generación de AFLP

La generación de AFLP se realizó basicamente como en Milbourne et al.

(1997) y en Vos et al. (1995), con las modificaciones pertinentes para la utilización

de tinción con plata en lugar de utilización de radiactivo (Marcucci Poltri et al,

1996).
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Para la obtención de los fragmentos de AFLP se digirieron los ADNs de to­

dos los individuos con dos enzimas de restricción simultáneamente:

EcoRl, de corte poco frecuente y Msel con alta frecuencia de corte. La digestión

se realizó a 37°C durante 4 hs. en un buffer compatible para las dos enzimas y

también para la Iigación que ocurre a posteriori.

Digestión: 50 ul de reacción

0,5 ug de ADN
Buffer RL 1x (10 mM Tris-HAc pH 7.5, 10 mM MgAc, 50 mM KAc, 5mM D'IT, 50
ng/ul BSA)
EcoRI 2,5 u
Msel 2,5 u

Ligación de los adaptadores:

A los productos obtenidos de la digestión enzimática se le agregaron 10 ul de la

siguiente mezcla de Iigación:

10 mM Tris-HAc pH 7.5, 10mM MgAc, 50 mM KAc, 5mM DTF, 50 ng-ul 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' CTGACGCATGGTI'AA 5'

Adaptador para los sitios Msel:

5' GACGATGAGTCCTTGAG
3' TACTCAGGAACTCAT 5'

PCR no selectiva o preamplificación:

Una vez producida la Iigación de los adaptadores, se realizó Ia primera PCR no
selectiva con primers +1 (E01= 5'GACTGCGTACCAATTCA 3',
M01=5'GATGAGTCC1TGAGTAAA 3') en las siguientes condiciones

25 ul volumen final con
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4ul del templado (producto de restricción/ligación),
75 ng de primers E01 y M01
0,2 mM dNTPs
1 u de Ampli Taq LD (Perkin Elmer, EUA)
1x buffer PCR,
1,5 mM MgCI2

La PCR se llevó a cabo en un ciclador térmico Perdin Elmer 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

zación.

PCR selectiva:

Para adaptarla técnica al método de tinción con plata (en lugar de marcar con ra­

diactivo el primer), fue necesario utilizar el triple de cantidad del templado (pro­

ducto de pre-amplificación) que se usa habitualmente para radiactivo, ya que me­

nores cantidades no produjeron producto visible.

en un volumen final de 20 ul.

1-2 pl de producto de preamplificación,
30 ng of cada primer selectivo +3,
0,2 mM dNTPs,
1x buffer PCR,
1,5 mM MgCI2,
0,5 u Amplitaq DNA polimerasa (Perkin Elmer, EUA),

Las condiciones de amplificación fueron las mismas que en Vos et al. (1995) pero
se llevaron a cabo en una máquina de PCR Perkin Elmer 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

Reducción 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
E32ZAAC M322AAC
E383ACT M42zAGT
E43:ATA M371ACG

3.3.2. Separación y detección de AFLPs

Los productos de amplificaciónfueron guardados a -20°C hasta ser corridos

electroforéticamente. Antes de sembrar las muestras (20 ul), sehles agregaron 10

ul de buffer de carga con ambos colorantes (azul de bromofenol y xileno cianol,

con formamida 98%), se calentaron a ebullición 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 82 (EUA). Una vez finalizada la corrida electroforética

se utilizó el sistema de Promega Biotech (EUA) "DNAstaining kit" para tinción de

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

1) fijación del gel en ácido acético al 10% durante 20 min

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

3) tinción con nitrato de plata al 0,1% y formaldehído 1,5 ml/litrode solución

4) lavado de 10 seg en agua bidestilada fría

5) revelado en solución de carbonato de sodio 30 g/l, formaldehído 1,5 mI/Iitroy

tiosulfato de sodio 1 mgll hasta obtener coloración en las bandas

6) detención de la reacción con ácido 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 hidróxido de sodio 0,2 N durante tiempos variables y levantados con papel



Wattman 3MM(Inglaterra), secados al vacío a 80°C y conservados para su análi­

sis.

3.4. Análisis de los genomas mediante SSR o Microsatélites

3.4.1. Generación de SSR

La utilización de los microsatélites, se realizó basicamente como en Mil­

bourne et al. (1997), Provan et al. (1996 a y b) con las modificaciones pertinentes

para Ia utilización de tinción con plata en lugar de utilización de radiactivo (Mani­

festo et al, 1997).

Se utilizaron los siguientes "primers", no publicados aún, cuyas mezclas

fueron gentilmente cedidas por Robbie Waugh (SCRI) para su utilización.

ernp. aparea­

Los ciclos de amplificación 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 5 min 1 ciclo

Los productos de amplificación se corrieron en geles de alta resolución de polia­

crilamida, teñidos con nitrato de plata como en (Manifesto et al, 1997).
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4. Análisis de los datos

Se utilizaron los programas Excel 7.0, Statistica v. 4.1 y NTSys pc.

4.1. Generación de la matriz básica de datos

Un fragmento de restricción (RFLP), de restricción y amplificación (AFLP) o

de amplificación (microsatélite), que posee una movilidad electroforética determi­

nada, (sin tener en cuenta su intensidad) puede estar (o no) presente en cada uno

de los individuos estudiados y esta propiedad permitió que sea codificado con 1 y

0 según su presencia o ausencia en c/u de ellos. Con estos datos se construyeron

las matrices básicas, una para cada grupo de datos; AFLP, RFLP y microsatélites

evaluados: La Matriz Básica de Datos (MBD)representó a todos los individuos y a

sus respectivas variables. Las filas correspondieron a las OTUs (unidades taxo­

nómicas operativas, -cada una es un individuodistinto) y las columnas a las varia­

bles (cada fragmento de restricción o amplificación). En caso de datos dudosos o

bien perdidos se les asignó un código arbitrario de 5. Fig. 9.

4.2. Generación dela matriz de similitud

Cada MBD se analizó con el programa NTSYS-PC (versión 1.80) (Rohlf,

1992). Se construyó primero una matriz de similitud,utilizando como coeficiente de

similitudal de Jaccard (1908), que contempla la igualdad de entidades únicamente

por las presencias compartidas. (Dudley, 1994). Cuando se utilizó la matriz de

distancia, ésta se calculó como Ia complementaria de la de similitud,es decir

Dist=1—sim

Similitud entre las OTUs l-K

J ¡-K=a/n-d

a =nro de bandas compartidas entre el Individuo l y K

n=nro de bandas totales (compartidas y no compartidas) entre l y K.



d =nro de ausencias compartidasD

Una vez generada la matriz de similitudentre todos los pares de OTUs, se cons­

truyó un dendrograma para simplificar su visualización.

4.2.1. Correlaciones entre matrices

Para ver si los marcadores reflejaban el mismo víncqu entre las OTUs se

realizó un test de correlación entre las matrices de similitudgeneradas por los tres

métodos utilizados (Milbourne et a/., 1997). Se analizaron las si'gnificancias de las

correlaciones mediante ANOVAutilizando el programa Statistica v 4.1.

4.2.2. Prueba dela diferencia entre dos coeficientes de correlación

Los valores de r se convirtieron en una función de z, según la fórmula desarro­

llada por Fisher.

=%* ln ( 1+r/1-r)

Las diferencias entre dos coeficientes se probaron, con el estadístico

(21-22)
t: «l((1/(n1-3))+(1/(n2-3)))

y su significancia se observó en una tabla de t(0L,oo).

4.3. Generación del dendrograma
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Con el objeto de visualizar fácilmente las similitudes entre los individuos, se

construyeron los dendrogramas a partir de las matrices de similitud. Se utilizaron

dos métodos de Iigamiento que se detallan a continuación. La distorsión de los

mismos se reflejó mediante el coeficiente de correlación cofenético. A partir del

árbol generado se construyó 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 distorsión debido al Iigamiento.

4.3.1. Ligamiento mediante UPGMA

Con estos datos se construyó un dendrograma utilizando el método de

agrupamiento de denominado SAHN, que agrupa en forma jerárquica y secuen­

cial a los individuos según las similitudes. Para el Iigamiento se empleó el método

denominado UPGMA Sneath y Sokal (1963), que es el promedio aritmético no

ponderado de las similitudes (o Iigamiento promedio), por ofrecer este método una

menor distorción del dendrograma.

Para determinar la distorsión que se produce al construir el dendrograma se

calculó una matriz cofenética a partir del mismo. Esta se correlacionó con la matriz

de similitudy se calculó el coeficiente de correlación entre ambas.

4.3.2. Ligamiento mediante Neighbor joining

A partir de cada matriz de similitud(generada con cada técnica) se constru­

yó una matriz de distancia, con los datos complementarios a los de similitudobte­

nidos con el índice de Jaccard, mediante la subrutina "tranformación" 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 utilizó el grupo
externo tomate.



Fig.9 : Esquema de los pasos seguidos para Ia evaluación de los datos.1) Construcción de la MBD
a partir de las autoradiografías y/o geles 2) Constmcción de la matriz de similitud utilizando el coe­
ficiente de Jaccard 3) Representación de las relaciones entre especies por medio de un dendro­
grama 4) Medición de la distorción del femograma: Construcción de una matn’zde similitud a partir
del fenograma obtenido (MC)ycomparación de la misma con la matn'z de similitud obtenida a partir
de la MBD.
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RESULTADOS



1. Caracterización fenotípica del germoplasma analizado

El objetivo de esta tesis es la caracterización 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 variabilidadpresente en

el germoplasma para caracteres de interés agronómico se recopiló y ordenó la

información 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 descripción de genotipos fueron los si­

guientes:

Resistencia a enfermedades bacterianas (Pseudomonas y Corynebacte­

n'um)

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

- Resistencia a enfermedades fúngicas

- 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 análisis completo del material en estudio.

- Resistencia a enfermedades bacterianas:

Se evaluó al menos una entrada de cada especie para resistencia a

Pseudomonas solanacearum, y todas fueron susceptibles. En cuanto a resis­

tencia a Corynebacterium sepedonicum ("Ring rot"), las entradas de S. cha­

coense mostraron genotipos susceptibles y resistentes. Otros genotipos resis­

tentes fueron: 3 entradas de S.op/ocense, una entrada de S. gour/ayi y una de

S. kurtzianum.

—Resistencia al ataque de insectos:

S. chacoense presentó altísima variabilidad en cuanto a resistencia al

escarabajo colorado de la papa (CPB), presentando una misma entrada, dis­

tintos fenotipos. Se observó también resistencia a este insecto en una entrada
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de S. spegazzinni, en tres de S. tarijense y resistencia media en una entrada de

S. commersonii; en cambio, se observó gran susceptibilidad en las entradas de

S. kun‘zianum.Respecto a la resistencia al áfido de la papa, ésta fue mediana

en S. infundibulliforme,en una entrada de S. megistacrolobum, y en dos en­

tradas de S. tan'jense. Se observó variabilidad en Ia 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 evidenció moderada resistencia al calor.

- Resistencia a enfermedades fúngicas:

Las evaluaciones de resistencia a Vertícilliumspp fueron muy variables

dentro de las especies, y aún dentro de entradas, en experimentos llevados a

cabo en distintas fechas, como por ej, S. chacoense Oka 4810, S. oommersonii
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 análisis de datos morfológicos y agronómicos puede concluirse que

existe variabilidadgenética para varios de los caracteres analizados confirman­

do que el germoplasma es una fuente interesante para la búsqueda y caracteri­

zación de este tipo de caracteres y que en la muestra analizada en esta tesis

existe una buena representación de esta variabilidad.
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Tabla 5b: Códigos utilizados para la descripción de los caracteres fenotípicos evaluados en la
Tabla Sa.

Códigos utlllzados

Rhizocfonia solani. I Verficilliumspp i



Tabla Sc: Códigos utilizados para los resultados de las evaluaciones biológicas de la tabla 53.

Y

producción de flores

2. Caracterización cariotípica

2.1. Descripción de los cariotipos

Como se mencionó en la introducción, el grupo de especies silvestres

analizadas en este trabajo no cuenta hasta el momento con la descripción de

sus cariotipos (morfología, tamaño, presencia de constricciones secundarias o

número de nucleolos). Dada la complejidad de la observación microscópica, en

este trabajo concentró el estudio en los citotipos diploides con técnicas numéri­

cas. En los citotipos tetraploides y hexaploides el análisis se limitóa realizar los

recuentos cromosómicos. Los distintos citotipos analizados y el resultado de los

recuentos cromosómicos 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 aneuploidías, fenómeno descripto como extre­

madamente raro en poblaciones naturales de este género (Wilkinson,1994).
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Fig. 10: Placas metafásicas de distintas especies de Solanum. A:S. microdontum ssp micro­
dontum Oka 7634 (2n=24); B: S. oplocense Oka 7592 (2n=24); C: S. commersoníí ssp mal­
meanum (Oka 7313) (2n=24)y D: S. gourlayi (Oka 7626) (2n=48). Las flechas indican la cons­
tricción secundaria.
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Además de realizar el recuento cromosómico, se estimaron las

longitudes cromosómicas de al menos una placa'metafásica 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 homólogos como se describe en

Materiales y Métodos).

Fig. 11: ldeogramas de las especies diploides.
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Todos los cromosomas resultaron ser metacéntricos o submetacéntricos.

Raramente se detectaron constricciones secundarias. No obstante, su

presencia fue confirmada mediante la tinción de los nucleolos con nitrato de

plata (que permitióestablecer la existencia de un máximo de dos organizadores

nucleolares en todos los citotipos diploides). (Ver Tabla 6 y más adelante).

Se realizó la medición de cada brazo cromosómico con lo que se

calcularon los parámetros 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 cromosómi­
cos del complemento; CV inter: coeficiente de van'ación intercromosómico: Par l/c: par lar­
go/corto; RBP: Razón de brazos promedio: CV RB: coeficiente de variación de las Razones de
Brazos; * promedio de 5 o 3 placas metafásicas.

Especie Long. total CV inter Par l/c RBP CV RB 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 33,66 13.78 1.57 0,69 27,36 +0336
Cmm7313' 34.71 22.30 1.81 0.70 26.70 -0.527
Mcd 7634 35,30 13.35 1,48 0.76 27.27 +0560
Ktz 6138 37,02 18,40 1,64 0,64 32,68 +0,11?
Chc4810' 38,4 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 1.53 0.65 28,84 -0,525
Tar 7494* 41.6 18.85 1 76 0.67 22.57 43,383
Gn‘7680 40,69 17,47 1.90 0,70 26,26 -0.177
Ifd 7652 42,49 21,76 1,94 0,71 23,32 -0,450

La comparación de las medias de las longitudes totales de los cromosomas

mediante análisis de la varianza (Tabla 8) en 4 de las especies (marcadas con

* en la Tabla 7) confirmó 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: Análisis de la varianza de las longitudes cromosomas de S. chacoense. S. tarijense, S
op/ocense y S. commersoníí (las longitudes están en micrones).

S. chacoense S. tarijense S. op/ocense (2x) S. commersonií
36,8 42,9 42,0 33,5
39,5 47,1 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%

AN OVA:
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 tamaños de los cro­

mosomas del complemento, se analizó el coeficiente de variación intercromo­

sómico para cada uno de los individuos. La especie cuyos cromosomas resulta­
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cromosomas resultaron más uniformes fue S. megistacrolobum y la que reflejó

mayor variación fue S. commersonii. La diferencia entre ambas fue del 38%.

En cuanto a la asimetría del cariotipo, un estimador utilizado en otro género

(Festuca, Dubcovsky, 1989) fue la razón 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 gramíneas). Sin embargo

no se observaron diferencias significativasentre las 4 especies analizadas.

La homogeneidad de los cromosomas en cuanto a sus razones de
brazos se calculó a través del Coeficiente de Variación de las Razones de

Brazos CVRB, que osciló del 22,4% al 33,1%. La correlación entre las razones

de brazos con la longitud de cada cromosoma, indicó si los cromosomas más

largos fueron los más asimétricos (-) o no (+).

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

LOÑQÍÍUEI_ +asim +cortos (pend +)cromosomlca

+asim+langos (pend -)

Razón de
Brazos

Telocéntricos Metacéntn'cos
Asimétn'cos Simétn‘cos

La mayoría de las especies mostró que los cromosomas más

asimétricos eran los más largos, si bien algunas (3) mostraron lo contrario y en

una no hubo correlación. En ningún caso se pudo observar algún otro tipo de
asociación con los demás datos.

Cuando se compararon el cociente entre el par mayor y el par menor, en

todos los casos el par más largo no superó el doble del más corto y el ANOVA
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de las 4 especies analizadas no mostró diferencias significativas, esto sugiere

que esta característica está conservada en todo el grupo evaluado.

Conclusiones:

Si bien el estudio de los cariotipos no evidenció grandes diferencias

dentro del grupo (como ocurriera en otros casos, como en los géneros Oxalis,

Festuca, Elymus), se detectaron algunas variaciones de tamaño de

cromosomas que pudieron ser correlacionadas con el contenido de AÓN (ver

más adelante).

Cabe destacar que todas las mediciones de longitudes están muy

influidas por la contracción cromosómica lograda por el "veneno mitótico", por

lo tanto hay que ser cuidadoso con las conclusiones que se deriven de estos

datos. No obstante, ha sido considerado que la utilización de agua fría como

pretratamiento (utilizada en este trabajo) para la visualización de los

cromosomas, no produce efectos artificiales en la morfología de los

cromosomas (Iijimay Fukui, 1991). Sin embargo si uno relativiza esos valores,

como ocurre con los estimadores que son cocientes de longitudes, las

conclusiones serán certeras. Sin embargo, dado el escaso tamaño de los

cromosomas el error en las mediciones es elevado, contrastando con lo que

ocurre en otros sistemas, donde este tipo de estudio proporcionó información

altamente confiable de gran valor para la caracterización de estas entidades

(como por ejemplo Festuca y Oxalis). Por lo tanto, en el caso de Solanum,

debe recurrirse a otras herramientas más precisas.

2.2. Cuantifïcación del contenido de ADN

Con el objeto de conocer el contenido de ADNde las especies silvestres

de papa que aún no cuentan con este dato, y dada su importancia en estudios

moleculares, como la utilización de estas nuevas herramientas para estudios

de variabilidad genética, factibilidadde mapeo genético y aislamiento de genes

mediante el clonado posicional, como así también la posibilidad de poder

detectar híbridos somáticos entre distintas especies sobrepasando con esta

estrategia a las barreras reproductivas (Valkonen et al, 1994), se llevó a cabo

este estudio mediante microdensitometría de células somáticas de ápice
radicular.
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2.2.1. Calibración del sistema

Con el objeto de estimar el grado de precisión con que el sistema

determina la microdensitometría nuclear, se analizaron 15 núcleos (Tabla 9)

con distintos contenidos de ADN,tres repeticiones de cada uno y se calcularon

los coeficientes de variación correspondientes.

Tabla 9: Absorbancia promedio de 15 núcleos con tres repeticiones (expresada en unidades
arbitran’as).Se detallan los promedios de las tres lecturas, los valores de o y los coeficientes de
variación.

U. a. U. a. U. a. Promedio p CV’lo

4,34 4,43 4,36 4,377 0,047 1,1
5,01 5,17 5,03 5,07 0,082 1,7
3,99 4,11 4,24 4,113 0,125 3,0
3,25 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
92,5 . 95,15 90,45 92,7 2,356 2,54

Se observó que con valores de absorbancia menores que 1,2, los

coeficientes de variación fueron muy elevados, fenómeno que no ocurrió

cuando los valores fueron mayores de 88.

2.2.2. Establecimiento de un patrón de referencia:

Un punto importante para realizar cálculos microdensitométrioos

comparativos precisos es poder relativizar las mediciones respecto a un patrón

de referencia estándar confiable. Dado que el contenido de ADN estimado en

un cultivarde S. tuberosum por Jacobsen et al. (1983) fue de aproximadamente
3,6 pg, se decidió utilizar como referencia a los núcleos de eritrocitos de pollo,

los cuales poseen una cantidad de ADNde rango similar (2,8 pg). La utilización

de núcleos 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 punto su fijación, coloración

y tiempos de hidrólisis (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 núcleos de papas
medidos en las mismas condiciones. Por lo tanto fue necesario buscar otro

tejido como patrón de referencia. Tabla 10 y 11.

Tabla 10: Núcleos de distintas especies de papas silvestres y medición 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 últimas tres columnas
se indican los picogramos de ADNpor especie, los valores de o y los coeficientes de variación.

Genotlpo n prom o cv°/. pollo prrn o cv% pg prom cv%

Chac4810 20 3,105 0,545 22,5 5,217 0,448 8,5 1,666 1,933 15.4
20 3,345 0,7 27,1 4,156 0,288 6,9 2,254
6 3,504 0,669 26,4 5,225 0,285 5,4 1,878

Tar7494 10 4,348 0.591 16,3 5,115 0,271 5,3 2,381 2,228 10,8

me 3,962 0,32 9,7 5,176 0,200 5,57 2,143 y>__
8 3,554 0,94 32 4,605 0,218 4,7 2,161

Cmm7313 40 3,524 0,46 13,1 4,596 0,355 7,7 2,147 2,135 36,1

_,_ 40 3,669 0,354 9,6 4,478 0,483 10,a_ “2,294
30 3,48 0,777 22 5,38 0,635 11,8 1,811

30 3,11 0,577 18,5 3,764 0,404 ¿”10,7 2,313
í 18 3,325 0,82 25 4,988 0,314 6,3 1,866

14 3,106 1,3 41,9 3,661 0,205 5,6 2,37_6___

_Gr17680 30 3,004 0,799 27 5,529 0,240 4,5 1,521 “1,7717 26,8
30 3,771 0,817 22 4,869 0,49 8,4 2,168
7 2,954 0,422 14,2 5,491 0,253 4,6 1,506
12 2,688 0,705 26,2 4,504 0,618 13,7 1,671

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

testigo que se utilizó.Según estos datos y los que se muestran en la tabla 8f y

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

Los núcleos de cebolla (AI/¡umcepa) han sido utilizados como patrón de

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

un contenido de ADNmayor (33,5 pg) que el de las especies de Solanum, tiene

ventajas en cuanto al tratamiento de fijación, coloración, etc. Del mismo modo

que para el otro testigo anteriormente mencionado, se correlacionaron los

valores de ADNen unidades arbitrarias con núcleos de papas medidos y

tratados de la misma forma (previa determinación del tiempo de hidrólisis

óptimo). Tabla 12 y 13. Los resultados indicaron que los núcleos de cebolla se
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comportan como un patrón de referencia confiable para los experimentos de

medición.

Tabla. 11. Unidades arbitrarias de las especies de Solanum y el testigo (eritrocitos de pollo).
Coeficiente de correlación 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

Ava. B

B = 4.1343+ .19775'A
Correlation: r = .12762

54oo o/xk o o5 o,fi/
/__.___

n 4,6 0°

3.8 o
0

3.4 - . . ‘Gs Regresslon
2.8 3 3.2 3.4 3.6 3.8 4 4.2 4.4 4.6 95% WW­



Tabla 12: Núcleos de distintas papas silvestres y medición conjunta de núcleos de cebolla en
las mismas condiciones. Se indican las unidades arbitrarias de las especies vegetales y las
correspondientes al testigo (columna promedio). En las últimas tres columnas se indican los
picogramos de ADNpor especie utilizando a este patrón para la conversión, como asi también
los valores de o y los coeficientes de variación.

Especie n prom a cv% cebol pnn o cv% pg prom cv%

Chc4810 25 4,695 0,356 7,6 69,13 3,872 5,6 2,275 2,211 6,3
14 4,714 0,296 6,3 70,72 3,112 4,4 2,233
19 4,056 0,304 7,5 63,93 8,5 13,3 2,125

Ter7494 25 4,436 0,323 7,3 69,13 3,872 5,6 2,149 2,273 18,1
16 4,773 0,334 7 70.72 3,112 4,4 2,261
19 4,538 0,313 6,9 59,13 6,091 10,3 2,571
14 4,654 0,236 5,1 73,93 2,292 3,1 2,109

cmm7313 25 5,235 0,4932 9,4 69,13 3,872 5,6 2,536 2,104 27,5
20 3,782 0,379 10 64,00 7,169 11,2 1,979
19 4,466 0,296 6,6 70,72 3,112 4,4 2,115
20 3,408 0,262 7,7 63,93 8,5 13,3 1,786

Gri7680 26 4,551 0,304 6,7 69,13 3,872 5,6 2,205 2,132 28,7
25 4,763 0,394 8,3 64,00 7,169 11,2 2,493
20 3,57 0,239 6,7 70,72 3,112 4,4 1,691
18 3,774 0,17 4,5 59,13 6,091 10,3 2,138

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

Abs. u. a. de papa Abs. u. a. de cebolla

A B

4,695 69,139
4,714 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 = 50.912 + 3.8707 ' A

Correlation: r = 51556

0 “k Regression
.2 3.a 4 4.4 4.a 5.2 5.o 95% confid.

2.2.3. Optimización del tiempo de hidrólisis de las preparaciones

citológicas procedentes de las especies de Solanum y AIIÍumcepa

Se construyó una curva de hidrólisis con HCI5N a 22°C para determinar

el tiempo óptimo de la misma. Para ello se utilizó a S. commersonii ssp.

malmeanum como representativa de todas las papas, dado que las

observaciones de los cariotipos no mostraban grandes diferencias en el tamaño

de los cromosomas con respecto a las demás especies analizadas.

Paralelamente se hizo lo mismo con el patrón elegido, AIIÍumcepa. Tabla 14.

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

S. commersonl A. cepa
Tiempo n prom CV% Tiempo n prom 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 óptimos para S. commersonii oscilaron entre 30 y 50

minutos, y para A. cepa entre 40 y 50 minutos. Se decidió estandarizar el

tiempo en 50 min dado que Ia variabilidad interna fue menor para Solanum. En

el caso de AIIÍumse prefirió que la hidrólisis sea total, situación que se alcanzó

a los 50 min. Esto se decidió debido a que si bien el coeficiente de variación fue

algo más alto que el correspondiente a 40 min, una de las ventajas de la

hidrólisis a temperatura ambiente es la relativa insensibilidad a pequeñas

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

hidrólisis en caliente (en HCI 1N a 60 °C).

2.2.4. Cuantificación del contenido de ADNde las especies de Solanum

En la Tabla 15 se detallan los contenidos de ADN medidos por

densitometría en células de ápices radiculares de plantas micropropagadas

axénicamente. Los mismos oscilaron desde 1,96 pg a 2,31 pg por núcleo para

los citotipos diploides; de 3,61 pg a 4,74 pg para los tetraploides y fueron de

6,21 pg para el citotipo hexaploide.

Los datos fueron transformados a partir de unidades arbitrarias a pg

usando como patrón de contenido de ADNde referencia de núcleos de cebolla

(33,5 pg). Los resultados se analizaron usando el método de comparaciones

múltiples de Kruskall-Wallis y se pudieron detectar diferencias significativas

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



Tabla 15: Contenido de ADN en Especies de Solanum. A: especies diploides, B: especies
tetrapioides y C: especies hexaploides. Se indica ei número de núcleos medidos (N), el
contenido de ADN promedio en pg y la van‘anza a.

A Especie N Contenido de ADN(pg)

S. spegazzinii (Oka 7506) 120 1,963 0,0288

S. vemei (Oka 7616) 81 1,945 0,0394

S. venturii(Oka 7657) 89 2,002 0,0362

S. oommersonif ssp. malmeanum (Oka 7313) 102 2,006 0,0388

S. chacoense (Oka 7546) 72 2,076 0,0480

s. chacoense (Oka A8m) 102 2,037 0.0333

s. goufiayi (Oka 7680) 105 2,075 0,0337

S. ¡nfundibulliforme(Oka 7652) 75 2,195 0,0628

S. microdontum ssp. microdontum (Oka 7634) 94 2,152 0,0360

S. op/ocense (Oka 7592) 112 2,150 0,0227

S. megistaorolobum (Oka 7504) 93 2,232 0,0317

S. tan'jense (Oka 7494) 93 2,279 0,0251

S. kurtzíanum (Oka 6138) 89 2,307 0,0288

B

Especie N Contenido de ADN(pg) o

S. tuberosum ssp. tuberosum (875.44.18 x 93 3,605 0,0560

s. aces/ÉTOÏ; 7648) 103 3,896 0,0491

s. vonfun'i(Oka 7657) 52 4,234 0,0544

s. gouríayi (Oka 7626) 86 40675 0,0443

S. tuberosum ssp. andigena (Oka 7507) 96 4,679 0,0570

S. tuberosum ssp. andígena (Oka 7674) 81 4,740 0,0535

C

Especie 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 Vnt Cmm Chc Grí Chc Ifd Mcd Opl Mga Tar Ktz

B 3,605 pg 4,740pg
Tub Acl Vnt Adg Grí Adg

t.an

Fig.13: Comparaciones múltiples de Kruskal-Wallisentre los distintos genotipos. * Diferencias

significativas (p<0,1). A: genotipos diploides; B: genotipos tetraploides y Cz-comparación entre
los distintos niveles de ploidías.
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Se observa que existe una variación continua en el contenido de ADN

(Tabla 15), tanto entre las especies diploides como entre las tetraploides. Entre

las primeras se observaron diferencias máximas del 15% y entre las segundas
de hasta un 23%.

Cuando se compararon los contenidos de ADNpor genoma haploide en

los diferentes citotipos (Tabla 16), se observó que los tetraploides (S. gourlayi,

S. venturii) poseían más ADN que los respectivos diploides. En cambio, el

citotipo hexaploide mostró 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 Ploldla Cont. ADN(genom. haploide) Desv. standard;

S. gouríayí 2x 1.038 0,0166
4x 1.169 0.0111

S. ventun'i 2x 1.001 0.0181
4x 1.058 0,0136

S. oplocense 2x 1,075 0,0114

6x 1,036 0,0104

2.3. Correlación entre el contenido de ADNy la longitud cromosómica:

En los trabajos publicados con mediciones de contenido de ADN

siempre se trató de correlacionar estos datos con otras características más

facilmente observables, como por ejemplo el volumen, área o longitud

cromosómica. Por ejemplo se observaron correlaciones significativas y

positivas en Lathyrus, Vicia, Tradescantia (Martínez y Ginzo, 1985; Bennet et

al, 1982.

En otros casos puntuales de híbridos somáticos entre S_.brevidens y

S.tuberosum por ejemplo se utilizaron dichas mediciones para determinar la

existencia de aneuploidías (Valkonen et al, 1994).

A pesar de las pequeñas diferencias en el contenido de ADNexistentes

entre las especies estudiadas de Solanum aquí también fue posible

correlacionar estos datos con las longitudes de Io's complementos



cromosómicos de las mismas en forma positiva y significativa (r =0,691 S

p=o,oo1) Tabla 16, Fig 14.

Tabla 16: Correlación entre el contenido de ADN y 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 (14)
Spg 7506 1,963 32,41
Vrn 7617 1,945 31,32
Vnt 7657 2,002 33,66

Cmm7313' 2,006 34,71
Chc7546 2,076 30,97
Chc4810' 2,087 38,4
Gr/ 7680 2,075 40,69
lfd 7652 2,195 42,49

Mcd 7634 2,152 35,30
Opl 7592' 2,150 39,77
:lilga 7504 2,232 39,05
Tar 7494' 2.279 41,6
Ktz 6138 2,307 37,02

Fig.14.: Gráfico de la correlación 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 ADNy 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 ADNexpresados en Mpb oscilaron desde 1,794

Mpb a 2,137 Mpb para los citotipos diploides; y de3,340 a 4,355 Mpb para las
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tetraploides y de 5,756 Mpb para Ia hexaploide. Las diferencias de contenido

de ADN por genoma haploide serían aproximadamente de: 127.000 kpb para

S. gourlayi; de 55.000 kpb para S. ventun'iy de 37.000 kpb para S. oplocense.

2.5. Detección de nucleolos

La tinción de nucleolos (Fig. 15) reveló la presencia de organizadores

nucleolares en los individuosestudiados. Se comprobó que todas las especies

diploides mostraban, a Io sumo, 2 nucleolos (dado que existe el fenómeno de

fusión de los mismos). En cuanto a las especies tetraploides, se observó en

todas ellas un número máximo 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 estudió 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 inhibiciónnucleolar en los individuosanalizados.

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

Para estudiar la variabilidad de estos genes .se enfocó el análisis en Ia

subunidad completa y en el espaciador intragénico transcripto.

3.1. Polimorfismos de longitud de la subunidad completa

Este tipo de variabilidad se evaluó observando la movilidad de los

fragmentos de restricción generados por enzimas que cortan el ADNgenómico en

un único sitio dentro de la subunidad repetitiva. Entre ellas, Xbal. EcoRV y Pstl

que liberaron fragmentos del tamaño de la subunidad completa, coincidiendo con

Io descripto para Solanum y Lycopersicon (Gruber, 1991; Vallejos et al., 1988).

Los tamaños se estimaron por comparación de movilidades relativas con un

patrón de genoma de fago A digerido con Híndlll después de "Southern blot"

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

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

Como primera aproximación se realizaron electroforesis en geles de

agarosa al 1% de ADN digerido con la enzima de restricción Xbal (Fig. 16 ) para

descartar la posibilidad de que existieran fragmentos de menor tamaño que

pudieran perderse en geles de menor concentración y más cortos (fragmentos de

6,5 y 1 kb) ya que se habían 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 taxonómicas, Pinnatisecta y Poliadenia

respectivamente.

Como en ninguna de las especies evaluadas pudieron detectarse

fragmentos chicos (sugiriendo, por lo tanto, la ausencia de algún sitio adicional),

se cambió la concentración de agarosa al 0,7% y la corrida se realizó durante 36
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hs a menor voltaje permitiendo así una mejor resolución de los fragmentos de

mayor tamaño (Fig 17 y Tabla 17). Sin embargo, no puede descartarse que

existan efectivamente sitios Xbal adicionales que generen fragmentos pequeños

(derivados del espaciador intergénico) los cuales no pudieron ser detectados

porque la sonda (de trigo) no tiene homología suficiente en la zona del espaciador

externo para hibridar.

Fig 16: Autorradiografía de especies representativas de Solanum cortadas con Xbal e hibridadas
con la sonda pTA71. M: marcador de peso molecular.1: chc; 2: tar; 31ktz; 4:ifd; 5:vm; 6:cmm;
7:mcd; 8: gr12x;9: grl4x; 10: acl; 11zaclg; 12:Baraka;13:Spunta; 14:0pl2x; 15:0pl6x; 16zktz (in vitro)

M 11123 4567 8910111213141516

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 estándar de
fragmentos de tamaño 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 tamaño de la subunidad completa que migra en una posición
correspondiente al tamaño de 9 kpb. Los tamaños se estimaron por comparación de movilidades
relativas con un patrón de genoma de fago K digerido con Hindlll después de "Southern blot"
hibridizado con la sonda que correspondió a la subunidad completa de tn'go.

94



Fig.17: Autoradiografía 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;
21tar; 3:ktz; 4zifd; 5:vrn; 62cmm; 7:mcd; 8:grl; 9zadg; cl; 10: Baraka; 11cv King Ed; 12: M. Pipper; 13:
opl; 14:vnt

123456788910M1112131314 kB
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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 carn'l M se observa un
estándar de fragmentos de tamaño conocido (Escalera de 1KB.Gibco-BRL).Estas condiciones de
corrida permitieron que se observaran claramente los distintos tamaños de las subunidades y la
presencia de más 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 tamaños se estimaron por
comparación de movilidades relativas con un patrón de 1Kb Gibco-BRL después de "Southern blot"
hibridizado con la sonda que correspondió a la subunidad completa de tn'go.

Como puede observarse en la Tabla 17, los tamaños estimativos de las

unidades de repetición variaron según la enzima utilizada. Esto puede explicarse

por: i

a) El error en la determinación de los tamaños de fragmentos de gran longitud

para los cuales los geles de agarosa tienen baja resolución.

b) La existencia de sitios de restricción que liberaron fragmentos muy pequeños

que no fueron detectados por perderse con el frente de corrida.

c) La existencia de sitios de restricción 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 físico con las regiones conservadas dejan de hibridar.

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

Número de indiv Genotipo Xbal Pstl

13 Chc7546 9.53 y 8.73
14 Chc7309 8,62‘
20 Cmm7373 9.40
43 Mcd7634 9.17
49 Vm7617 9,17
51 Ifd7652k 8,95
55 GrflGBO 9.17 y 3,73
60 0p/54 78 8,95
64 Acl7648 3,37 8,90
72 Adg7507 7 9.42

240 Kt26138 9,17
290 Tar7494 8,87
440 Vnt 7657 8,95 3
520 Grl7626 9.17 9,42
57o Opl7592 3,95? ‘ ' '=
730 Tbr (Baraka) 9,17
731 Tbr (M.Pipper) 9,17 y 7,87
732 Tbr EC 9,06

La pn'mera y la segunda columna enumeran las entradas analizadas mediante Southern blot de
sus respectivos ADNs previamente digen‘doscon las enzimas Xbal (tercera columna) y Pstl (cuarta
columna) y sometidos a una electroforesis larga (1,2V/cm durante 36 hs en geles de agarosa al
0,7%). En la tercera y cuarta columna se expresan los tamaños estimados (en kpb) por
comparación con la migración relativa de un estándar de ADNde 1Kb.
alos tamaños se expresan en kb

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

Con el objeto de resolver las incongruencias explicitadas se llevaron a cabo

ensayos adicionales con una tercera enzima de restricción que resultó ser

diagnóstica para la determinación del tamaño 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 288 de trigo (Ver MyM).

El sitio EcoRV está altamente conservado en un gran rango de géneros y está

ubicado en el segmento de ADNque codifica para el 5,88 (Fig. 19 ).



Fig18: Autorradiografías de las especies de Solanum cortadas con EcoRV e hibridadas con A: ITS
y B: 288.
7-... . ‘Twhr .7 v, '

A - Y . ' ' B

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 (P32)correspondiente al 288. Las membranas fueron autoradiografiadas y fotografiadas.
En los carriles X se observa un estándar de fragmentos de tamaño conocido (DNAde fago Lambda
digerido con Hind lll). Se observan los fragmentos que corresponden a las subunidades completas
(aproximadamente 9kpb ), como así también los fragmentos extras de menor tamaño: 5,1 kpb y 4
kpb en ambas entradas de cho (ind. 12 y 13); 5,1 kpb en ktz (ind. 25); 5,1kpb y 3,6 kpb en acI (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 ADN258.
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Fig.19 : Esquema del mapa de restricción de la subunidad completa basado en datos de secuencia
de distintos bancos de datos y en Borisjuk et al. 1994 y en los resultados de este trabaio.

Esquema dela subunidad repetitiva de los genes n'bosomales de Solanum

A___°__
_n_ _D_.

IGS 5.85

Presente en 12.135.62.63 5 1 kh 1

Presenteen12.13.6253 _ 3.65.11L___ 2
Presenteen70 ____ .._5.9_kb._..___ 203

_ _ _ _ _ _ _ _ __9Lb_____________1ozos

Sondas

A=Subunldadcompletade trlgo(pTA71) I 5.;on
B=ZBS(pTA71) .

ulcswxalls) {y Xhal
DI=|TS(S. chacoanse)
.... .- Tamañovariable

_ Fragmentosconservados s Kb* Sltlosvariables 4­



Tabla18:TamañosdefragmentosderestriccióngeneradosporEcoRVehibridaciónconITS

SubunidadFragmentosextras“Nvtimerodelndlvlduo

NúmerodeIndividuo

1 Nínvcoco 12

LaprimeraysegundacolumnaenumeranlasentradasanalizadasmedianteSouthernblotdesusrespectivosADNspreviamentedigeridosconlaenzima EcoRVysometidosaunaelectroforesis(12V/cmdurante12hsengelesdeagarosaal0,8%).Enlaterceraycuartacolumnaseexpresanlostamaños

_MGenotipo

Chc6116
Chc49571

'"'ch'c49572"

Chc49573

i"'Chc4956cultivo

Chc2955cultivo

‘Chc29552
Chc5341 chc7546

Chc75463
Chc7309

Chc481080
Chc4810

Cmm7310 Cmm7313 Cmm7254 Cmm7270 Cmm7292
Ktz4937 Ktz4946 Ktz4964 Ktz4971 Klz4986 Tar5889 Tar5882 Tar5891 ¡Tar5633

“Spg61087.“' Spg6147 m-Spg4201 l_

Mga3787

9 9
6,7 8,4 6,9

9
6,9 1o 1o 1o' 1o 9,6­ 9,6

10,5y9,8

9,8 9,8 9.6 9,6 9,6 6,1

5,1

Mcd7493

42

Genotlpo Mcd4396" Mcd7634 Vnt7609
vm76188 Vnt7619A

Vnt7565 Vrn7614 Vm7617 Vm'7566"

Ifd

Gr!4637 Gil4641 Gr15421 en7680 c3113604 OpI5503 Op/5476 Op/3964 Opl5476 Acl4377 Ac/5756 Acl4005 Acl7646 Adg799 Adg666 Adg557 Adg493 Adg662 "Adg463 Adg796
Adg7507

..............._H"’"k"'"A?

Tomate

Goniocalyx

Verrucoásum

Phureja

SubunidadFragmentosextrae

6,7t 6,7
'9 9I 6,7 6,7 6,7

9
6,9 6.7 6,7

9
6,7 6,9 8,4 6,4 8,4 8,9 8,9 6,6 6,6 6,6 6,9 6,7­

5,1y3,6 5,1y3,6

5,9

estimados(enkpb)porcomparaciónconlamigraciónrelativadeunestándardeADNdefagoLambdadigeridoconHindIII.alostamañosseexpresanenkb. 'Indicabandapresumiblementedoble.Todoslosfragmentosquecorrespondenaltamañodelassubunidadescompletashibridaronconel288.Ennegritase indicanlosfragmentosextrasquetambiénhibridaronconel288.
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Con la enzima EcoRV y la sonda correspondiente al ITS, se observaron los

tamaños de las subunidades repetitivas de todos los genotipos evaluados (Tabla

18, columna 3). Algunos de ellos, además mostraron la existencia de otro sitio,

presente en el espaciador intergénico (Fig. 19) que generó fragmentos cuyos

tamaños se muestran en Ia Tabla 18, columna 4, individuos 12,13,25,62,63 y 70.

Con el objeto de determinar la ubicación del sitio extra de restricción, se hibridó la

membrana con el fragmento que codifica para el ARN 288. Se determinó 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

12,113.62 y 63), y por lo tanto pudo ubicarse el sitio extra en. la porción 5'del

espaciador intergénico próximo al segmento 258. (Fig. 18, fragmento 1 (5,1 kb)

que incluye a Ia secuencia del 258.)

Heterogeneidad de las unidades de repetición localizadas mediante la enzima de

restricción EcoRV y las sondas ITS y 288:

En muchos de los genotipos evaluados, se observaron bandas muy anchas

e intensas del tamaño de la subunidad completa, sugieriendo la presencia de más

de una banda de tamaños muy cercanos, indicando por Io tanto la existencia de

más de un tipo de subunidad (hetetogeneidad de las unidades de repetición). 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

restricción EcoRV (Fig. 19). Un fenómeno 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 tamaño, no puede asegurarse que se trate

de distintos sitios ya que lo más probable es que las diferencias se deban al

cambio en los números de las subrepeticiones del espaciador externo.

El fragmento de 5,1 kpb está conservado en estas cuatro OTUs (12.13.62 y

63) que mostraron este fenómeno, correspondiéndose con el fragmento que

incluye al 288 (dado que hibrida con la sonda respectiva). El clon de S. tuberosum
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ssp andigena (ind 70) presentó un fragmento extra de 5,9 kpb y que en este caso

no hibridó con la sonda del 288 (indicando que no se corresponde al mismo

segmento que las demás entradas y que abarcaría el espaciador externo (porción

3'), la subunidad 188 y el lTS1 (ver Fig.19). La falta del otro segmento que

completaría la subunidad total, sugiere la existencia de un sitio EcoRV rio abajo

del extremo 3'del ITSZque impidióque la sonda Io 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

además poseen heterogeneidad en la secuencia nucleotídica blanco de la

endonucleasa de restricción en las distintas unidades de repetición en tándem del

cistrón. (comparar los tamaños de las subunidades y la suma de los fragmentos

extras en los ind. 12,13,62 y 63). Así, en el ind 13, existirian 3 tamaños 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 tamaños

pero sí de sitios.

Conclusiones de EcoRV:

A pesar de que la corrida electroforética no fue demasiado resolutiva y pudo

introducirerrores o diferencias en los tamaños estimados, puede observarse que

en algunos casos se detectó la presencia de dos tipos de subunidades que no se
resolvieron con EcoRV.

Con la excepción de algunas entradas de S. chacoense, S. kurtzianum, S.

Spegazzini, S.tuberosum ssp tuberosum , S. tuberosum ssp andigena, el resto
mostró un solo tamaño 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

restricción Bglll

Una de las enzimas que evidenció la existencia de un único sitio de corte

dentro de la subunidad 258 en muchas especies de los géneros Solanum y

Lycopersicon fue Bglll. En la fig. 20 se muestra un esquema con los sitios de

restricción de ia enzima Bglll en la unidad de repetición de Solanum tuberosum

ssp tuberosum.
Fig. 20: Esquema de los sitios de restricción de Bglllde la subunidad repetitiva

Esquema de la subunidad repetitiva de los genes ribosomales de Solanum

AL%LÏ.I_z
5.8 S

ITS

Sondas a 59'"
--‘ 4 :.:.,..(,:,-..'1)

a=zss(pTA71)

C=IGS(OXUIS) ü Xbal
D-ITS (S. chacoenso)
.... ._ Tamaño variabio

¡Kb

Al digerir los ADNs con esta enzima y someterlos a electroforesis, Southern

biot e hibridación con la sonda pTA71 se obtuvieron los siguientes patrones de
bandas:

Todas las entradas mostraron la presencia de 3 bandas que hibridancon esta

sonda con los siguientes tamaños estimados: 9 kpb, 5,3 kpb y un fragmento

variable entre los genotipos de 4 kpb. (ver, Fig. 20, 21 y tabla 19 col 3,4 y 5). AI
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hibridarcon sondas más acotadas en cuanto a secuencia se pudo deducir que las

bandas de 9 kpb y 4 kpb contienen secuencias de la región codificante para el

ARN ribosomal de 258 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 4 y 5). La presencia del fragmento variable de 4 kpb (Tabla 19, quinta columna)

evidencia las diferencias en las secuencias adyacentes al extremo 5' del gen para

el ARN de 258. Las diferencias entre las sumas de los fragmentos (Tabla 19, col.

7) y las subunidades totales (col.3) indican la existencia de heterogeneidad de

tamaño y de sitios Bg/II.

Tabla 19: Fragmentos de restricción de genotipos representativos del grupo, generados por Ia
enzima BgIIly distintas sondas.

Nro de ind. Genotlpo Bglll Bgnl Bglll Estimación: Diferencias

13 Chc7546 9,4 y 8,9 5,3 4,4 y 3,7 9,7 y 9,0 0,3 y 0,1
14 Chc7309 9,4 5,4 4, 9,4 ­
20 Cmm7373 no evaluado
43 Mcd7634 9,4 5,3 4,1 9,4 ­
49 Vrn7617 9,6 5,3 4.1 9,4 0,2
51 lfd7652k 9,4 5,4 3,9 9,3 0,1
55 Grr7680 9,3 5,4 3,9 9,3 ­
60 Opl5478 9,4 5,3 3,7 9,0 0,4
64 Ac/7648 9,4 5,5 3,7 9,2 0,2
72 Adg7507 9,9 5,4 4 9,4 0,5

240 Kf26138 no evaluado
290 Tar7494 9,2 5,4 3,7 9,1 0,1
440 Vnt7657 no evaluado
520 Gr17626 9,7 5,4 4 9,4 0,3
570 Opl7592 10,1 5,3 4,4 9,7 0,4
730 Tbr (Baraka) 9,8 5,4 4,0 l 9,4 0,4
731 Tbr no evaluado
732 Tbr EC no evaluado

La pn'mera y segunda columna indican los genotipos seleccionados. En la tercera se detallan los
tamaños en kpb de los fragmentos que codifican para la subunidad completa (cuyo sitio del
espaciador externo está ausente o metilado). La cuarta columna indica los tamaños de los
fragmentos que codifican para los ITS (monomórficos), la quinta. los tamaños de restricción que
contienen al gen que codifica para el ARN 258 y el extremo 5'del espaciador externo. La sexta
columna muestra la suma de las dos columnas anteriores y la séptima la diferencia entre el tamaño
de subunidad que poseen el sitio del espaciador externo y el tamaño de la subunidad que no
poseen ese sitio. Estos valores indican Ia existencia de subunidades de longitudes variables.
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Fig.21:AutorradiografíasdeespeciesrepresentativasdeSolanumcortadasconBg/llehibn'dadasconpTA71(A),ITS(82)y258(C3).

M1112345678M9101112131415112345678M9101112131415111234

5678M9101112131415

gl

Losgelesdeagarosaal0,8%sesometierona1,25V/cmdurante12hsenTAE1x.Despuésfuerontransferidosamembranasdenylonyestas fueronhibridadasconlasondaradiactivapTA71(A),condig-UTPITS(B)yconIasondaradiactiva(P32)correspondienteal288(C).Las membranasfueronautoradiografiadasyfotografiadas.Enelcarn'l1seobservaunestándardefragmentosdetamañoconocido(DNAdefago LambdadigeridoconHindIll).SeobservanlosfragmentosquecorrespondenalassubunidadescompletasquenoposeenelsitioBg/Ildel espaciadorexterno(desde9,2kpba10,1kpb),comoasítambiénlosfragmentosmonomórficosde5kpbylospolimórficosqueoscilande3,7 kpba4,4kpb.delassubunidadesqueposeenelsitiodelespaciadorexterno.Sedetectaronenelgenotipo13,2tamañosdesubunidadesque carecendelsitiodelespaciadorexterno(carriles13delasfiguras).
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Discusión de polimorfismos detectados mediante Bglll

Con esta enzima y usando como sonda a pTA71, se obtuvieron fragmentos

de 3 tamaños (Tabla 19 (col 3, 4 y 5 y Fig.21 A): el mayor de aproximadamente 9

kpb que correspondió 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

tamaño intermedio, de alrededor de 5 kpb (no variable entre las especies) y el

menor, polimórfico que osciló 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

restricción de Bglll 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 único sitio de corte dentro de estas), se

analizaron algunos individuos representativos del grupo en cuestión y se

comprobó que existía un sitio extra respecto a Lycopersicon (al menos para

algunas subunidades repetitivas).

Para determinar Ia ubicación del ITS entre los distintos fragmentos, se

rehibridó la misma membrana con una sonda específica para esta región

pudiendo comprobarse que se ubica en el segmento monomórfico de 5 kb (Tabla

19 y Fig. 21 B). Se dedujo además que el sitio Bglll que aparece en las papas

(respecto del tomate) es el que se detectó mediante secuencia del espaciador

intergénico de S. tuberosum, en la posición 1900 del mismo (Borisjuk et al., 1993)

y se verificó que la zona variable fue Ia correspondiente a la a la porción 5' de

dicho espaciador donde se describió Ia presencia de repeticiones de 53 pb en esta

región (Borisjuk et al., 1993). La existencia de polimorfismos en esta porción del

espaciador fue confirmada cuando se hibridó dicha membrana con la sonda que

corresponde al extremo 3' de Ia secuencia que codifica para el 258 (ver Fig.21 C)

y además cuando se utilizó la enzima Dral (ver más adelante). Se pudieron

distinguirde 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 más, que los polimorfismos de longitud de la subunidad
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completa ¿únicamente se originaron por variación de la longitud del espaciador
externo. l

Esto sugiere que dicha variación de tamaño podría deberse a cambios en el

número de-subrepeticiones internas que se encuentran en estazona (Borisjuket

a/., 1993, 1994).

3.2.Polimo;fismos de restricción

3.2.1.Polimorfismos de restricción evidenciados con la endonucleasa EcoRl

Se analizaron lospolimorfismos generados con esta enzima de restricción

que posee mayor número de sitios dentro de cada subunidad (Fig. 22). Los ADNs

digeridos con la misma se hibridaron con pTA71 (subunidad completa), ITS, 255 e

IGS .(Fig.23 y 24).

Fig. 22: Esquema de los sitios EcoRl de la subunidad repetitiva de los genes n'bosomales de
Solanum

Esquema de la subunidad repetitiva de los genes n'bosomales de Solanum
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Fig. 23: Autorradiografía de las especies de Solanum digeridas con EcoRl.
A,B,CyD: Electroforesis durante 12 hs a 4, V/cm("corn'da corta") de todos las muestras
hibridadas con pTA71, ITS. 258 e IGS respectivamente; E, F y G: Electroforesis durante 17 hs A
V/cm ("corrida larga") de algunas especies hibridadas con pTA71, ITS y 258 respectivamente. Se
observan los fragmentos monomórficos de 1,2 kb(|T8), 1,87kb (178 según bibliografía) ausente en
todas las entradas de S. venturii (Calle2);2,7 y 2,6 kb (258) y los polimórficos mayores de 3,8 kb
(que abarcan al 3' del 258 +espaciador externo) y al monomórfico de 3,8 kb, ausente en S
commersonii (Oka 7313) (calle 4) y S. megistacrolobum (Oka 4430) (calle 3). También se nota la
aparición de nuevos fragmentos de x kb en todas las entradas de S. ventun‘í (calle 2) y en S.
microdontum ssp gigantophylum (Oka 7530) (calle 1)
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Fig. 23: Autorradiografía de las especies de Solanum digen'das con EcoRI.
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 monomórficos de 1,2 kb(lTS),
1,87kb (17S) ausente en todas las entradas de S. ventun'i (calle2); 2,7 y 2,6 kb (258) y los
polimórficos mayores de 3,8 kb (que abarcan al 3' del 25s +espaciador externo) y al monomórfico
de 3,8 kb.

kpr123456M1234561234565ub23g, i.

l+2;4=lGS

I 1=2ss

0,5E , F. e G

Con EcoRI y pTA71 se generaron 6-7 fragmentos principales (Fig. 22 y 23

A, E). De ellos, 5 fueron monomórficos (1,2 kb (ITS); 1,87 kb (178); 2,56 y 2,73 kb

(258) y 3,8 kb (¡TS +258)) con la excepción 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 restricción ausente en esta especie, se hibridó esta membrana con

sondas más acotadas. Con la sonda correspondiente al IGS se dedujo que se

perdió ei sitio EcoRI del extremo 3' del espaciador externo (Fig. 22). Este

fenómeno también ocurrió en la entrada de S. microdontum Oka 7530 (carril 1),

pero a diferencia de S. venturii, sólo algunas subunidades perdieron dicho sitio

(Fig. 23 A, calles indicadas con 1 y 2). Por otro lado se vio con esta misma sonda

que además de la banda de 3,8 kb, en varios de los individuos había otra de

tamaño mayor y poiimórfica (Fig. 23 D)

Cuando se hibridó con Ia sonda que corresponde al 258 pudo observarse

los fragmentos de 2,56 y 2,73, como así también el de 3,8 kb (suma de 1,2kb

(ITS)+ 2,6 kb (258) explicable sólamente por falta o metilación del sitio ubicado en

el 5' del 258 (ver Fig. 22). ¡Sin embargo hubo 2 entradas que carecieron de este

fragmento de adición (S commersonii (Oka 7313) y S. megistacro/obum (Oka
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4430) (carriles 3 y 4 de la fig. 23 C). Esta desaparición de la banda podría

explicarse por la existencia, del sitio que está en la región 5' del 258 en todas las

subunidades repetitivas. En el resto de las especies que poseyeron este

fragmento de adición (3,8kb), la diferencia de intensidad sugeriría que entre el

33% y 50% de las unidades repetitivas serían las responsables (perdieron ese

sitio); ya que el fragmento de 1,2 kb correspondiente al ITS que está incluido en el

de 3,8 kb, también estaba presente. Se observó además que estas bandas de

adición fueron de intensidad variable, pero en general de menor fuerza que las de

2,5 o 1,9 kb, pero de mayor intensidad que la de 1,2 kb correspondientes al ITS

Fig. 23 A. En cambio la señal fue más 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 disminución general de la

intensidad sugiere que esos fragmentos podrían estar menos representados por

tratarse de especies con ploidías mayores que se estuviesen perdiendo en su
evolución.

Otra posibilidad es que el sitio estuviera afectado por metilación (en tomate

datos de secuencia (Kiss et al, 1989) mostraron que este sitio GAATTC está

seguido por CG que propiciaria la metilación como se mencionó anteriormente).

No se observaron polimorfismos para esta banda (3,8kb), salvo su ausencia

anteriormente mencionada, y se verificó que abarca al 258 y al espaciador

intragénico (Fig 23 C).

Cuando se trató de corridas más resolutivas y evaluadas con la sonda

completa, pudo observarse la presencia de bandas dobles de este tamaño

aproximado (0,1 a 0,3 kb de diferencia Fig 23 E), como así también diferencias de
intensidad entre ellas.

Explicación de ausencia de sitios:

Cabe la posibilidad de que se sean producto de sitios de restricción metilados en

algunas unidades. Este fenómeno fue descripto en Borisjuket al, 1994 para EcoRl

y cita de Gruenbaun et al, (1981),

El tamaño de la subunidad completa estimada (9 kb promedio), debería

obtenerse como suma de todos los fragmentos generados por enzimas que tienen
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sitios de corte múltiples en la unidad de repetición. Sin embargo, la suma de

tamaños de los fragmentos suele sobrepasar largamente el tamaño total de la

subunidad. En Borisjuket al 1994, se demostró que las bandas de 2,6 y 2,7 kb

presentes en todas las especies que ellos analizaron (algunas de las cuales

compartimos en este trabajo), pertenecían al fragmento 258. Esto fue comprobado

para todas las especies aquí evaluadas. De esta manera e! segmento .7mn\lñrI I lu vu <2.

kb) estaría generado por el sitio más próximo al extremo 3' de la secuencia que

corresponde al 25 S (conservado en plantas dicotiledóneas y en y el de menor

tamaño (2,6 kb) por el sitio que está 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 tamaño aproximado de la subunidad completa. La banda

que hibrida con el 258 (3,8 kb) es la suma de ITS y 258 y es monomórfica, (sin

considerar su ausencia en las dos entradas anteriormente mencionadas) y la otra

corresponde al IGS

Tabla 20: Tamaños de los fragmentos generados por EcoRl y la sonda que corresponde al IGS.
Se indica además la longitud del espaciador externo para cada individuo, calculada a partir de la
diferencia entre el tamaño total estimado a partir de la digestión con EcoRV e hibridación 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
Bindica que el fragmento abarca al espaciador externo y al fragmento EcoRl del gen 188.

Número de Genotipo Fragmentos Espectador ¡Subunidad
1 chc 6118 3,57 2,9 9
2 chc 4957 1 3,26 2,9 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 2,9 9
9 chc 2955 2 3,41 2,8 8,9
11 chc 5341 3,41 2,8 8,9
12 chc 7546 no evaluado 2,8 8,9
13 chc 7546 3 no evaluado 3,7 y 2,8 9,8 y 8,9
14 chc 7309 3,41 2,8 8,9
16 chc 4810 80 3,41 3,1 9,2
17 chc 4810 3,41 2,9 9

19 cmm 7310 4,04 3.9 1o A
20 cmm 7313 4,04 3,9 10
21 cmm 7254 4,04 3,9 10

22 cmm 7270 4,04 3,9 10 A
23 cmm 7292 4,04 3,9 10

24 ktz 4937 3,75 3,7 93 A
25 ktz 4946 3,75 3,7 9,8
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0,67

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



Número de
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

'55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

72
73
74
75
7a
77

Genotipo
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
mcd 7530
mcd 7493
mcd 4398
mcd 7634
vnt 7609

vnt 76188
Vnt 7619A
vnt 7585
vrn 7614
vrn 7617
vrn 7586

lfd

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

gonlocalyx
verrucossum

phureja

Fragmentos

3,75
3,84
3.41
3,41
3,41
3,41
4.14
3,75

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

4,84 y 3,75
3,75

sjfivaw
3,41
3,57
3,57

5.12B
5.12B
5.12B
5.12B
5.12a

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

4,85 y 3,41
3,41
3,57
3,57
3,41
3,41
3,75
3,75
3,41
3,41
3,41

Espaciador
4,4 y 3,7

a7'
3,7 _
15'
3,5
3,5

_ 2

2.9y2,4
29

””aay26
2,9
3,1

4 y 3,.1M_ _ __
¿e
25
25
25
25
¿9
29
26
25
¿e
29
23
¿e
ze
29
25
za“
23
za
23
ze
ze
¿s
25
25
23
¿a
3

ze
23
23
3

23
25
3

a7
¿a
23
3

Subunldad
1Q5y98

9,8
9,8

’16
9,6
9,6
8,1

'_—9y&5
g A

94y8]
9

9,2

W_>10,_1 y 9_,2
m7

a7A
a]

¿7*
a7
9

9Ae]
a7
a7
9

ap
BJ
sJ
9

a7
a9
8A
m4
8A
es
ap
me
ae
es
ag

87A
a1
a9
a9
‘9
a1
89
8]

,bfi
as
sm
BJ

“m1

005'
014
nos
nos
nos
1-41-­

0.85
064y0
1.04
0 84

0.84y0,‘
1.15
0.89
0.81
0.97
0.97

095
037
145__

0.81
"061

lll

035
1A1'
095
045
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061
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059
031
057
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031
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041"‘



Por lo tanto:

a) Con la excepción del sitio del espaciador, los demás, están conservados en

todas las especies estudiadas (siempre que el que está ubicado en el 5' del 258

esté sujeto a metilación y no que se haya perdido en algunas subunidades),

concordando con Borisjuket al 1993.

b) En S. ventun'i se perdió el sitio EcoRI del espaciador cercano a la unidad 17S

en todos las subunidades que pudieran integrarla

c) El sitio EcoRI ubicado en el extremo 5' del gen 258 de las entradas S

commersonii (Oka 7313) y S. megístacrolobum (Oka 4430), está en todas las

subunidades o bien hay mutaciones en las bases que siguen al sitio impidiendosu

metilación, favoreciendo el corte por la enzima.

3.2.2. Polimorfismos de restricción evidenciados con la endonucleasa Dral

Esta enzima posee al menos un sitio de corte conservado en la región que

codifica para el 258, 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 Ia 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 utilizó la sonda de Ia subunidad completa de

trigo. Según el mapa de restricción citado en Borisjuk et al 1993 Fig. 25, con esta

enzima se generarían 3 fragmentos, 2 de los cuales incluirían al espaciador

externo y uno al espaciador interno y el extremo 5' del 258. Hibridando con la

sonda del 258 se comprobó que el fragmento polimórficocorresponde a la porción

5' del espaciador externo, que concuerda con los datos obtenidos con Bg/IIantes

mencionado, y además evidenciando Ia presencia de un sitio no"descripto aún 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 Borisjuket al 1994

que se encuentra hacia el 3' del IGS (las subrepeticiones internas están hacia el

5', ver Bglll, antes). Pudo observarse también la presencia de fragmentos de

mayor tamaño (5,8-6 kb) en algunas de las especies estudiadas: todas las

112



entradas de S. tan'jense a excepción de (Oka 5633); S. goun‘ayi(Oka 5421 y Oka

7680); todos los clones de S. tuberosum ssp andigena (a excepción del clon 483),

S. goniocalyx, S. verrucosum y S. phureja (Tabla 21 y Fig. 25), sugiriendo la

perdida de algún sitio interno. La única explicación válida parece ser la pérdida del

sitio Dral presente en el espaciador externo frente al 258, generando de esta

manera un segmento de aproximadamente 6,7 kb, que no contiene al ITS (Fig.

24).

Mediante hibridación con la sonda ITS, se descartó que se trate del sitio

que se encuentra en el extremo 5' de la zona que codifica para la subunidad 17S

(que generaría un fragmento de aproximadamente 5,2 kb que sería revelado por la

sonda ITS). AIutilizar esta sonda, también se observó que el fragmento de 1,2 kb

(constante para todas las entradas) que abarca parte del ITS1 e ITSZ,en tomate

presentó un tamaño 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 Ia sonda ITS, que revela únicamente los fragmentos de 2,7 kb y 1,2 kb. Este

último evidenció menor tamaño en tomate, sugiriendo que el ITS1 es de menor

longitud que el correspondiente a dicho fragmento altamente conservado en el

género Solanum, que además se comprobó al amplificar por PCR la zona que

abarca a los |TS1 y 2 y al 5,88 (ver más adelante).
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Fig. 24: Esquema de los sitios Dra! de Ia subunidad repetitiva de los genes n'bosomales de
Solanum
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Tabla 21: Tamaños de los fragmentos de restricción generados por Dral e hibn'dados con la sonda
completa de la subunidad de tn’go (pTA71) y con el fragmento que abarca una porción del 3' del
25s de tn'go.

Número Genotipo
chc 6116

chc 4957 1
chc 4957 2
chc 4957 3

chc 4956 cultivo
chc 2955 cultivo

chc 2955 2
chc 5341
chc 7546

chc 7546 3
chc 7309

chc 4810 80
chc 4810

cmm 7310
emm 7313
cmm 7254
cmm 7270
emm 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
mcd 7530
mcd 7493
mcd 4398
mcd 7634
vn! 7609
vnt 7618B
vnt 7619A
vnt 7585
vm 7614
vm 761 7
vm 7586

Ifd

gr1 4837
gd 4841
gn' 5421

Fragmentos
3,94
3,57

3,64 y 3,57
3,66
3,57

3,84 y 3,66
3,57
3,75

3,57 y 3,40
3,75 y 3,46

3,57
3,66
3,57
4,14
3,94
394
4J4
3.94

3,75 y 3,46
3,75 y 3,57
3,75 y 3,40
3,75 y 3,40

3,57
5,80

6,20 y 3,13
6,60 y 3,47

3,48
4,30 y 3,65

4,14
4,14 y 3,46

4,14
4,14

4,64 y 3,75
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
6,20y3,13

Fragmentos
2,68 y 1,22,

sln 2,68
2,68 y 1,22

Suma
7,84
7,47

7,74 y 7,47
7,56
7,47

7,74 y 7,56
7,57
7,65

7,56 y 7,30
7,65 y 736

7,47
7,56
7,47
6,04
7,84
7,64
6,04
7,64

7.85 y 7,36
7,65 y 7,47
7,65 y 7,30
7,65 y 7,30

7,47
7,02

7,36
8,22 y 7,55

6,04
8,04 y 7,36

6,04
6,04

6,74 y 7,65
7.65
7,55
7,55
7,65
7,36
7,65
7,65
7,36
7,14
7,36
7,36

7s35,_____.s_

7,03
7,03

T Subuntdad
6
9

6,7
6,4
6,9
9

6,9
6,9
6,9

96y69
6,9
9,2
9

__.10.
10
1o
10'
1o

96­
96

195y96
96
96
95
96
96
61

9y65
9.

94y67
9

9,2
191y92

8,7
6,7 ­
6,7

6,7 '
6,7
9

9 O

8,7
6,7
6,7
9

8,9
6,7
6,7
9

6,7
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Número Genotipo Fragmentos Fragmentos Suma Subunidad
55 gr17680 (6,64 y 4,56) 3,24 8,9
56 gr13804 3,21 7,11 8,4
57 opl 5503 8,4
58 opl 5476 3,21 7,11 8,4
59 opl 3964 3,12 7,02 8,9
60 opl 5478 3,21 y 2,51 7,11 y 6,41 8,9
61 acl 4377 2,90 y 2,63 6,80 y 6,53 8.6
62 ac/ 5756 2,90 y 2,51 6,80 y 6,41 8,6
63 acI 4005 3,05 y 2,63 6,95 y 6,53 8,6
64 acl 7648 3,21 y 2,63 7,11 y 6,53 8,9
65 adg 799 5,67 y 3,12 8,7 '
66 adg 668 5,67 y 3,37 9,1
67 adg 557 5,67 y 3,37 8,9
68 adg 493 5,67 y 3,37 8,9
69 adg 662 5,67 y 3,55 9
70 adg 483 3,55 7,45 9,1
71 adg 796 5,67 8,9
72 adg 7507 5,67 y 3,21 8,7
73 Huinkul MAG 6,24 y 3,55 9,1
74 tomate 3,37 sin 2.68 y 1,3 9,8
75 gonio 6,24 y 3,57 8,9
76 verrucossum (7,63 6,24 4,39) 3,37 8,7
77 phureja 5.31 y 3.21 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 homología con

trigo no se manifieste.

3.3 Polimorfismos en el espaciador ¡ntragénico

La determinación del polimorfismo de estos fragmentos fue estudiada en

profundidad en el caso de hongos (White et al, 1990). Basándose en estos

estudios, se diseñaron oligonucleótidos adecuados para amplificar a los

espaciadores ITS1 e ITSZ y el gen de 5,88. Para ello se compararon las

secuencias de oligonucleótidosdiseñados para hongos con las secuencias de los

genes ribosomales descriptos en el banco de genes para varias especies

vegetales (trigo, cebolla, tomate, poroto) para así estudiar su grado de

conservación y la factibilidadde uso para estudios similares en plantas.

La movilidadelectroforética de los productos de amplificación se analizó en

geles de agarosa tehidos con bromuro de etidio (ver MyM) y los resultados

obtenidos se muestran en la Fig. 26 A. En algunas de las muestras se observó 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 tamaño) no hibridó con la sonda

correspondiente (pTA71) por lo que no se consideró entonces para su estudio

(Fig 26 B). En ninguno de los casos se observó diferencias en el tamaño de

dichas bandas (641 pb) , evidenciando un alto grado de conservación de dicho

fragmento en todos los individuosy especies estudiados.
Fig. 26 A: Amplificaciónde los ITS de especies de Solanum mediante PCR en geles de agarosa
teñidos con bromuro de etidio. Los marcadores de peso molecular se indican con M.1:tar, 2: ktz;
3:Marys Beard; 4: King Edward; 5: Mans Píp[ er; 6:Spunta; 7: Huinkul MAG; 8:Serrana; 9:Baraka;
10,11:Adg; 12: acl; 13: grl4x; 14: opl6x; 15: opl2x; 16,17zchc; 18: vrn; 19: spg; 20: mga; 21zmcd; 22:
cmm. P: Prosopis '

1 2 M P ' Pb

3 4 5078‘I'liill |3l3|4|5lh17iSIUZUZI 33

M 43""

Fig. 268: Autorradiografía de los ITS hibn'dada con pTA71. Las flechas indican el fragmento de 641
pb.
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4. Análisis y cuantificación de la variabilidad genetica en Solanum
basándose en marcadores moleculares selectivamente neutros

Para la evaluación y caracterización de la variabilidad genética existente

en el germoplasma, y para la cuantificación del grado de similitudexistente entre

las distintas entradas del banco de germoplasma, y obtención de una

identificación genotípica específica (documento de identidad genética para su

inclusión 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 mutación. Como se explica en la introducción, los RFLP

fueron, tradicionalmente, los marcadores más utilizados para estudiar Ia

evoiución y mapas comparativos (sintenia evolutiva) en Solanaceae y se cuenta

con una gran cantidad de sondas públicas ubicadas en los cromosomas

respectivos y caracterizadas tanto en la especie de referencia (tomate, L.

escu/entum) como en papa (S. tuberosum). Detectan, fundamentalmente,

cambios estructurales como son deleciones, inserciones, inversiones, etc. Las

sondas utilizadas en este trabajo fueron casi todas "anónimas" por lo que no se

sabe si corresponden a genes, aunque aún en este caso, lo más 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 algún locus en particular tenga una dinámica evolutiva propia. Los AFLP

detectan, fundamentalmente, mutaciones de punto, ya sea en el sitio de
reconocimiento de las enzimas EcoRI o Msel como en cada uno de los 3

nucleótidos diferenciales ubicados en el extremo 3' del primer de amplificación.

Los microsatélites detectan mutaciones fundamentalmente causadas por el

fenómeno 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 Ioci dispersa en el

genoma. Para ello se usaron 15 sondas caracterizadas y utilizadas previamente

para la construcción del mapa comparativo de papa y tomate (ver Materiales y

Métodos) y que hibridan con secuencias genómicas de bajo número de copias

localizadas en 12 grupos de ligamiento básicos. Se observaron en promedio 20

bandas por genotipo diploide, y 24,1 bandas por genotipo poliploide. Si bien el

ANOVA no detectó diferencias significativas entre ambos grupos de citotipos,

debido a la gran varianza de los datos (se agruparon números de alelos de

distintas especies y además con sistemas reproductivos diferentes y posiblemente

evolución diferencial de los genomios que integran a los poliploides), se detectaron

en algunos casos mayor número de bandas en las especies poliploidesque en las

diploides. Esto sugiere que se detectan los homeoalelos, fundamentalmente en S.

tuberosum ssp andígena. Tabla 22.

Los ADNs de las distintas entradas se digirieron separadamente con las

endonucleasas de restricción 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 restricción de forma independiente (EcoRl, EcoRV y BamHl) e

hibridadas con 51 sondas de bajo número de copias de la genoteca de tomate

revelaron la siguiente información:

El grado de polimorfismoencontrado por sonda resultó ser alto. Sobre un

total de 51 sondas analizadas, los porcentajes encontrados fueron los siguientes:

o 10% correspondió a sondas que revelaron bandas monomórficas con las tres
enzimas analizadas.

o 24% correspondió a sondas que revelaron polimorfismos con una única

enzima. l

o 27% correspondió a sondas que revelaron polimorfismos con 2 enzimas.

o 39% correspondió a sondas que revelaron polimórfismoscon las 3 enzimas.

La mayoría de las sondas se seleccionó según su distribución en el

genoma, según las observaciones recientemente mencionadas y según la
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facilidad de su lectura. Todas ellas fueron polimórficas y mostraron un promedio

de 4-5 bandas-marcadores polimórficos por sonda. Se detectaron solamente 5
bandas monomórficas en todo el análisis. i

Dado que un gran porcentaje (76%) de las sondas evidenció polimorfismos

con más de una enzima, esto indica que los RFLP están detectando

principalmente rearreglos del tipo estructural como deleciones, inserciones,

translocaciones o inversiones, más que mutaciones de punto que eliminen o

generen sitios de restricción. Este fenómeno también está descripto en otros

géneros, como en Sorghum, Zea, (Lijavetzky, 1997 y Lijavetzky, comunicación

personal), Tn'ticum (Feingold, 1998). A continuación se muestra una

autoradiografía que revela los polimorfismos hallados con_tres genotipos (S.

gonioca/yx, S. phureja y S. verrucossum), con tres enzimas de restricción (EcoRl,

EcoRV y Híindlil).

con tres sondas distintas.

El EV HIII El EV H/ll El EV H/ll
GPVGPVGPV GPV GPVGPV GPV GPV GPV

ft: ‘ - « - .1' a

Las 15 sondas, generaron entre 60 y 93 marcadores polimórficos (4-5

marcadores/sonda). En Ia Fig. 27, se muestra a modo de ejemplo, los patrones

de todos los genotipos después de la hibridación del DNA genómico de cada

entrada (digerido con Dral), con Ia sonda TG510, que fue una de las que reveló

mayor grado de polimorfismo.

4.1.1. Construcción de la MatrizBásica de Datos
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Las bandas RFLP observadas fueron codificadas como presentes o

ausentes en una matriz básica de datos (MBD)(Fig. 28) en donde se registran las

Unidades Taxonómicas Operativas (OTUs) en un eje y las variables en el otro.

(ver esquema de generación de datos en Materiales y Métodos, Fig. 9). Se utilizó

una única combinación de sonda-enzima, para evitar la redundancia de los datos

generados.

Fig.27: Autorradiografía de las especies de Solanum.
Los ADNs de todos los genotipos fueron digeridos con Dral, transferidos a una membrana de nylon
e hibn'dizados con la sonda TG510 marcada con dig-UTP. Se pueden observar las bandas
polimórficas M: patrón de ADN del fago Lambda digerido con Hindlll. A: chc, B: cmm; C: klz; thar;
E: spg; F: mga; G: mcd; H vnt; l: vrn; J: ifd; K: gon; L: verr; M: phu; N: grl; O: opl; P: acl; Q: adg; R:
Huinkul; S: tomate. *ADNcontrol. Con flechas se indican los distintos marcadores polimórficos

xv

Hana“

OQD‘WGD-D'ñi
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Fig.28.MBDdeRFLPsdetodoslosgenotipos.Sedetallanloslociquegeneraronlasbandasytambiénloscromosomasalosquepertenecen.Seespecifica,enlaprimerafila.elnombredelassondas.Enlasegunda,elnúmerodevariable.Enlatercera.elpesomoleculardecadavan'able(banda)en pb.EnIapn’meracolumnasedetallanlosOTUs.Loscódigos,(1)correspondenapresenciadelabanda.(0)ausenciadelabanda,(5)dato perdido.Ennegritaseindicanlasbandasdiagnósticasparalasespeciesanalizadas(Tabladeanaldevariablesalfinal).
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4.1.2. Númerode alelos presentes en las entradas

Como puede observarse en la tabla 22, un gran número entradas (45% de

los datos de todo el grupo) resultaron con una única banda (resaltadas en negrita).

Se calculó el grado de homocigosis mínimo a partir de estos datos, para las

especies diploides estimándose 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 reproducción que poseen

estas especies, que son fundamentalmente autógamas. Sin embargo este cálculo

adolece de algunos errores debido a que se están evaluando bandas (ya que no

se cuenta con ensayos de progenies para determinar el estado de los loa) y en

caso de detectarse homeoalelos, que pueden estar en homociogosis, no se

computan, por Io tanto se subestiman enormemente estos datos en las ploidías

superiores a 2. Debido a que fueron analizados 15 loci, éstos pueden no ser

suficientemente representativos del comportamiento del total del genoma.

Además, la precisión de la estimación es distinta según el grupo siendo mayor en

el caso de los diploides, ya que en los poliploides, la contabilización de los

homeoalelos disminuye el valor calculado dado que se considera heterocigosis a
variaciones debidas al mismo Iocus cuando son debidas a Ioci ubicados en los

cromosomas homeólogos.
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4.1.3. Indices de contenido polimórfico de cada sonda de RFLP.

El grado de polimorfismo capaz de detectar un marcador molecular

determinado, está dado por la fórmula que se describe en Materiales y Métodos:

PIC=1-2p¡2

Se calcula para cada locus la frecuencia (pi) de cada alelo en todos los

genotipos.

Se considera que los marcadores más informativosson 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 afirmación 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 Ia influencia de las diferentes modalidades reproductivas

(autogamia, reproducción 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 Iocus diferente, y eso no

siempre es cierto, particularmente cuando hay más'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 según los niveles de ploidía. 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 Ioci

muy polimórficos y otros con menor grado de polimorfismo.
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Tabla 23: Estimación del Ïndice de Contenido Polimórfico de cada sonda de RFLP. En la
pn'mera columna se indican las sondas evaluadas, en la segunda, el valor de PlC de los citotipos
diploides y en la tercera, el valor de PIC de los citotipos poliploides. En al penúltima fila se indica el
promedio y las desviaciones estándar de los valores de PIC de las sondas evaluadas y en la última
el valor de PIC promedio y desviaciones stándard 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
t9510 0,98 0,88
th74 0,04 0,87
tg441 0,46 0,84
tg444 0,29 0,81
tg408 0,69 0,74
tg479 0,32 0,06

its 0,94 0,67
th45 0,39 0,03
tg473 0,39 0,93
tg393 0,43 0,04
tg183 0,13 0,004 ______
tg404 0,44 0,46

Promedio y desv. std 0,44 10,268 0,530,388
Total 02410,149 02710,136

4.2. AFLP

Con las 4 combinaciones de primers EcoRI/Msel con tres nucleótidos

selectivos (+3) utilizadas (ver Materiales y Métodos) se obtuvieron 251 bandas

(62 bandas en promedio por combinación de "primer")considerando a todos los

individuos independientemente del nivel de ploidía. Las mismas fueron evaluadas

como 251locí sin considerar posibles alelismos, a pesar de que estos no pueden

ser descartados. Todas las combinaciones produjeron marcadores polimórficos

(entre todos los individuos). Como testigos de las corridas electroforéticas y para

una buena evaluación de las bandas, se repitieron 3 individuos cada 10 o 15

calles. Se incluyeron en el análisis todas las bandas existentes, monomórficas y

polimórficas, reflejando más realmente la variabilidad relativa existente entre los

genomas (Fig. 29).
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Fig. 29: Gel de AFLP de las especies analizadas teñido con nitrato de plata, se muestra el patrón
de bandas generado mediante Ia combinación de primers E32M32. Se indican bandas
características de Ia especie S. commersoníi. A: chc, B: cmm, C: ktz; D: tar; E: spg; F: mga; G:
mcd; H: vnt; I: vm; J: ifd; K: gon; szerr; M: phu; N: grl; O: opl; P: acl; Q: adg; R: Huinkul y S:
tomate.

QA

4.2.1. Construcción de la MatrizBásica de Datos

Las bandas AFLP observadas fueron codificadas como presentes

ausentes en una matriz básica de datos (MBD)(Fig. 30) en donde se registran I

Unidades Taxonómicas Operativas (OTUs) en un eje y las variables en el otro.
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4.2.2. Número de Ioci polimórficos por entrada

En la Tabla 24 se indica el número de bandas presentes (computadas

como alelos dominantes) para cada uno de los 251 loci evaluados con cada

combinación de oligonucleótidos selectivos +3. Si bien el número total de loci

evaluados fue de 251; el número de bandas visibles para cada entrada fue de 75

por genotipo (en promedio). No se observaron diferencias significativas entre el

número de bandas presentes en los genotipos diploides y los poliploides,

fenómeno inesperado ya que se supone que este parámetro está íntimamente

asociado al tamaño del genoma. Por el contrario, el promedio de bandas de los

genotipos diploides fue de 81,8 i 16,48 y el de los poliploides fue de 58,2 i 25,72

bandas por genotipo (para evitar errores en estos cálculos se eliminaron los datos

de las combinaciones de oligonucleótidos que tuvieran más de un 10% de datos

perdidos). Estos resultados podrían estar indicando:

a) que los genomas de los cromosomas homeólogos no serían lo suficientemente

distintos entre sí como para generar bandeos diferenciales, evidenciando una

reciente historia evolutiva;

b) que en los genotipos diploides tienen una extensa historia evolutiva con

aparición de variantes especificas reflejadas por numerosas bandas únicas (en

la tabla 44-45 anal de variables AFLP)se observan al menos 21 bandas únicas

para los genotipos diploides mientras que sólo hay 5 para los poliploides).
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Tabla 24. Número de bandas de cada genotipo por combinación de oligonucleótidos selectivos +3
de AFLP. En la primera fila se indica el número de Ioci de cada combinación, en la segunda el
nombre de los oligonucleótidos +3 utilizados. En la primera columna se detallan las entradas
analizadas y en la última el total de bandas por genotipo. En negrita se resaltan los genotipos que
tuvieron más de un 10% de datos perdidos.en algunas de las combinaciones de oligonucleótidos
ensayados.

Nro de loci 60 79 54 1oo 251
Comb e32m31 e32m32 e38m42 e43m37 total

cnc6116 17 33 14 24 33
Chc49571 17 4o 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
cnc2955c 1a 30 11 23 32
Chc29552 14 20 a 15 57
Chc5341m 18 24 6 7 55
Chc7546 15 26 11 27 79

Chc75463 16 30 1o 1o 66
Chc73091 19 24 16 21 ao
Chc48108 6 1 1 3 11
Chc4810 13 33 12 25 83

Cmm7310 17 31 16 31 95
Cmm7313 17 33 19 3o 99
Cmm7254 16 33 19 30 103
Cmm727o 16 31 19 30 96
Cmm7292 16 34 a 6 64
Ktz4937 16 35 7 4 62
Klz4946 17 34 14 27 92
Ktz4964 17 37 16 26 96
Ktz4971 17 4o 19 27 103
Ktz4986 19 34 14 24 91
Tar5889 16 29 15 26 86
Tar5882 12 27 17 22 7a
Tar5891 13 4o 16 25 94
Tar5633 14 33 14 24 35
Sp96108 14 23 16 '27 35
Sp96147 17 27 15 27 86
Spg4201 15 30 15 25 85
Mga3787 a 31 15 22 76
Mga7504 a 25 17 20 7o
Mcd6881 14 32 15 24 85
Mcd7530 14 29 15 27 35
Mcd7493 13 25 9 5 52
Mcd4398 13 29 13 27 87
Mcd7634 13 26 19 23 a1
Vnt7609 15 22 16 24 77

Vnt7618b 1a 21 17 24 ao
Vnt7619a 1a 19 15 25 77
Vnt7585 19 27 16 27 39
Vm7617 16 25 17 26 a4

Ifd 13 23 9 13 68
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Nro de loci 60 79 54 100 251
Comb e32m31 e32m32 e38m42 e43m37 total
Gonío 22 25 16 26 89
Verru 13 30 11 22 76
Phur 23 25 21 27 96

Gr14837 11 27 8 25 71
Gr15421 13 20 9 18 60
Gr13804 11 10 3 7 31

Opl5476 8 16 3 4 31
OpI3964 7 17 8 5 37
OpI5478 7 11 2 3 23
Acl4377 10 23 17 13 63
A015756 14 29 17 19 79
Acl4005 11 23 17 17 68
¡lc/7648 12 24 17 18 71

Adg799 12 23 21 17 73
Ad9668 13 12 14 11 50
Adgs57 12 9 12 12 45
Adg493 12 10 6 4 32
Ad9662 12 16 12 16 56
Adg483 23 27 18 20 88
Adg796 20 33 19 21 93
Adg7507 23 33 20 22 98
Huinkul 23 39 16 25 103
Tomate 10 27 12 20 69

4.2.3. Índice de contenido polimórfico promedio por combinación de

oligonucleótidos selectivos

Se calculó el índice de contenido polimórfico promedio por combinación de

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

consideraron en este caso únicamente las bandas polimórficas. En Ia tabla 25 se

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

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

para estos análisis 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).
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Tabla 25: Indices de contenido polimórficopromedio de las distintas combinaciones de
oligonucleótidos selectivos +3 de AFLP. En la última fila se indica el valor promedio de las cuatro
combinaciones utilizadas y su desvío estándar.

Comb. de primer 2x ' 4k

e31 m32 0,304 10,1 30 0,296 “¿0,143

e32m32 0,342 i0,144 0,306 i0,140

e38m42 0,276 i0,143 0,356 320,128

e43m37 y 0,279 i0,143 ‘ 0,303 10,147

Promedio 0,300i0,03 l 0,334i0,02

4.3. MICROSATELITES

Se analizaron 7 microsatélites que fueron desarrollados por el SCRI

(Scottish Crop Research Institute) y su secuencia aún no está publicada. Si bien

el número de combinaciones de oligonucleótidos fue, como se menciona, de 7, el

número total de loci analizados fue mayor porque, en algunos de los casos hubo

combinaciones que fueron capaces de amplificar más de un locus genómico

(multilocus).

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

entradas de papa obtenidos del estudio del Iocus 8024, donde se observa la

presencia de 17 alelos, diferentes.

Fig.31 Patrón de bandas del microsatélites 8024 en el germoplasma de Solanum. Las
amplificaciones y electroforesis se efectuaron como se indica en Materiales y Métodos. El gel
resultante se reveló con Nitrato de plata. A: chc, B: cmm, C: ktz; D: tar; E: spg; F: mga; G: mcd; H:
vnt; I: vm; J: ifd; K: gon; L:verr; M: phu; N: grl; O: opl; P: acl; Q: adg; R: Huinkul y S: tomate.

A B C D E F G H IJKLM N O P Q RS
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4.3.1. Construcción de la MatrizBásica de Datos

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

perdidos (5) en una matriz básica 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 similitudy

los dendrogramas (ver Materiales y Métodos).

EI grado de polimorfismo encontrado por Iocus (combinación de

oligonucleótidos) resultó ser relativamente alto. El número de alelos por cada

combinación de oligonucleótidos fue entre 4 a 34 (sin considerar la existencia de

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

Fig. 32: MBD de Microsatélites de todos los genotipos. Se especifica, en la primera fila los
nombres de los Ioci,. En la segunda, el número de van’able (banda) según su tamaño. En la
primera columna se detallan las OTUs. Los códigos, (1) corresponden a presencia de la banda,
(0) ausencia de la banda, (5) dato perdido.

Microsatéllte 15 9 24
0TU\Variable 1234567891111111111222222222233333m ‘ ' ' :1 ‘ ‘ ' 6777777777W

m- "mm- n¡14 sam»-n n meo/u 90123456789012345Ch06116c m1 1CW7 m1 m1MKII!)CW72W1W1m m1 m1m1m
Chc4957'3m1 (¡WWW m1 00000100000010000CMR: W1OCDCDCDCDCD1000OCDCDm1 m1m1mch6611m m1 m1m1mChow m1 00000101oooocmooChc29552 m1 m101mCh05341m m1 m10100000100mChc7546 m1Cth5463WÍOÍW m1 1mChc73CB1W1m1 m1 101“¡INMChc48101 WWWChc48102m m1 m1m1mCmm7310W 1m“) (¡WK!)Cmm7313m 1W10 W1C!)Cmm7254m 1W10Cmm7270W 1W10 m1“)Cmm7292W 101W“) W1C”¡02637mmm (¡HW (13011301(meow¡(12%(¡WWW (¡HW (m1
¡“2864 " WÍM
¡(12071 WWII!)KRW m1 '' (WfllnnTamWHEN WÍW WWII)T8588?WHIÏÏIXXXD W1W1W m1TRISBQ1 101mW1W1W W1m1mTam 1m1 1m
Sp961mmmm (1301WWW m1m010wSp96147 "I ""="""""'""" MKII-HUMW MKII-Max)Spg4201 01mmo1 0001WÍQWW muxficmMga3787 W10Mga7504WKXÍW m101m1axmm W1C)W581M1W MHWÍW WÍOHIIDW753)m1 1mm(¡D1 mwmo
Medusa ooooooooooocmoooooooocmomoooooo oomoooooo1o10000W IIIIIlIlIIII¡unnñm IIIIIIIIM0d7634W1m1m G13101m1axmm m101mVnt76lBW 01111W m1Vl'lt7618m 01101W (WK!!!)



Vnt7619a WWW 0110100000000000000000000000000000ooooooooooomoooo
Vnt7585 ooooooooooaxnoooooooooooooooooocn 0110100000000000000000000an 00000000000010000
Vm7617 oo1ooo1ooooooooooooooooooooooooooo 110000000000000000 00000000100000000
Ird 1oooooooooooooo1oocmooooaxn55 00000000001000000
Gonloca CDO1CID1 10000 000000000001 (DGI)Venuco W1W 0001001 00000000000010000
Phureja 100000
Gr14837 oooooooooooooooooooooo1m1oooooooo ooo1o1oooocncmooooo1oocnooooooooo 1
Gr6421 0000000000000000001010000011000000 10mmomooocmo1 00000010001000000
Gr13804 W10101W10® (131501 00000010001000000
Opl5476 oooooooooooowoooooooooomoooooooo oo1soooocnoomooooooo1oooooooooooo 00000000001
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Ad9662 W101 oooooo1ooooooooo<mocnm1o1oo1ooo CDCDCDCDCDHWOCD
Adg463 I-I'ÍM1m1mm oooooo1oooooooooooocmoooo1oo11ooo000000000001
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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 número de

alelos superó al máximo esperado para el caso extremo de heterocigosis,

sugiriendo la existencia de microsatélites multiloci. A continuación se describen

observaciones particulares de cada microsatéliteen 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 evaluó considerando

que la existencia de una banda única, se debe al estado de homocigosis de dicho

locus, si bien se sabe que podrían existir alelos nulos. Sin embargo, esta posible

fuente de error es minima ya que los alelos nulos para microsatélites se toman en

cuenta únicamente en determinadas situaciones, dado que no necesariamente

reflejan la ausencia del Iucus (las SSR o repeticiones en tándem) sino a que las

secuencias adyacentes que se aparean al oligonucleótido pierden su

complementaridad por mutaciones puntuales (cuyo mecanismo de aparición es

distinto al de los alelos SSR). Otra fuente de error, específica para los poliploides,

es la subestimación de la homocigosis debido a la presencia de los homeoalelos.

Como se mencionó anteriormente para el cálcqu de homocigosis con datos de

RFLP, no se cuenta con ensayos de progenies para verificardichos estados.

o Microsatélite 8024:

La mayoría 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 único
alelo en todas las entradas de S.acaule .

o Microsatélite 8006:

En la mayoría de los casos de detectó 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.

o Microsatélite 8009:

La mayoría 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 detectó la

presencia de alelos nulos en todas las entradas de S. chacoense y en casi todas
las de S. commersonii.

o Microsatélite 8010:

Dado el elevado número de bandas por cada entrada, se estima que

posiblemente se amplifiquen al menos 3 Iocidiferentes. Por ejemplo, S. chacoense

6116 (Tabla 26, fila 1,col 8010), presentó 5 bandas, al igual que S. kurtzianum

4964, S. spegazzinii 6108, S. microdontum 4398, S. venturíi 7585 (tabla 26, fila

26, 33, 42 y 47, col S010, respectivamente) y con 6 bandas S. spegazzinii 6147,

4201 y S. vemei 7617 (Tabla 26, fila 34, 35 y 49,col 8010, respectivamente);

entre las especies diploides. Entre las poliploides, hubo hasta 7 bandas en S.

goun'ayi 3804 (Tabla 26, fila 56,col 8010) y en el resto distintos valores, hasta 1

banda por entrada como en Sacaule 7648 (Tabla 26, fila 64,col SO10) y S.

oplocense 3964 (Tabla 26, fila 59,col S010).

o Microsatélite S011:
Se encontró en estado de homocigosis en casi todas las entradas diploides,

con algunas excepciones en S. chacoense, S. kurtzianum, S. spegazzíni 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.

o Microsatélite 8015:

Esta combinación de primers no produjo buenas amplificaciones en muchos

de los genotipos diploides, (posiblemente debido a cambios en la secuencias

nucleotídicas adyacentes a los microsatélites haciendo que no sean

completamente complementarias a los oligonucleótidos usados en la detección),
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pero sí en los tetraploides, detectándose en muchos de los casos 4 y 5 bandas,

indicando alto grado de heterocisgosis de los homeoalelos y entre si.

o Microsatélite 8016:

Se evidenció 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. Índice de contenido polimórfico por combinación de oligonucleótidos.

Recordando que el grado de polimorfismo que es capaz de detectar un

marcador molecular determinado. está dado por Ia fórmula que se describe en

Materiales y Métodos para cada locus.

PlC=1-2pi2,

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 continuación en Ia tabla 27. Esos valores se computaron suponiendo un

Iocus por combinación de oligonucleótidos, por lo tanto, hay valores que

sobreestiman el cálculo. Los índices variaron de 0,0495 (8026) a 0,90 (8015)

dentro de los genotipos diploides; y de 0,0495 (8026) a 0,795 (8015), para los

poliploides.

Tabla 26. Detalle del número de alelos de cada OTU con los distintos microsatélites. Se resaltan
en negn'ta los que revelan a más de un IOCUs.‘multilocus. En la pn‘mera fila se describe el número
de locí estimado, en la segunda, los nombres de los microsatélites. En cada columna se indica el
número de bandas observadas, con p se indica el dato perdido, y nulo indica la ausencia de
banda. En Ia penúltima columna se indica el número putativo de alelos homocigotas de cada Iocus
y en la última se registran los porcentajes estimativos de homocigosis de cada entrada calculados
relativos al número de loci que resultaron con amplificación. Se consideró que cuando hubo una
única banda presente (1 en Ia tabla) se trata de un locus homocigota.

Diploides
Nro locl estlm 1 1 2 3 2? 3 1

Mlcrosatéllte 24 6 9 10' 11 15 26 hom %hom

1 ch061 16 1 1 nulo 5 1 p 1 4 80

2 chc49571 2 1 nulo 4 1 p 1 3 60
3 chc49572 2 1 nulo 3 1 2 1 3 50

4 chc49573 2 1 nulo 3 p 2 1 2 40
6 chc4957c 2 1 nulo 4 1 2 1 3 50

7 chc5611m 2 1 nulo p p p 1 2 33
8 chc2955c 2 1 nulo 3 1 p 1 3 60

9 chc29552 2 1 nulo 4 1 p 1 3 60

147



Mlcrosatéllte

chc5341 m
chc7546

chc75463
chc73091
chc48 108

chc481 0
cm mc1

cmm731 0
cmm731 3
cmm7254
cmm7270
cmm7292
m4937
ktz4946
ktz4964

ktz4971
“24986
ta r5889
tar5882
tar5891
tar5633

sp96108
sp96147
spg4201
mga3787
¡11937504

mga4430
mcd6881
mcd7530
mcd7493
mcd4398
mcd7634
vnt7609

vnt761 8b
vnt7619a
vnt7585
vrn7614
vrn7617

ifd

gonio
verru

phur
gfl4837

N‘

.n.¡N“maaaa¿aaaaaamamnaa¿aaao

'U

nulo
nulo
nulo
nulo
nulo

d

¿Add-¡Atde

nulo
nulo
nulo
nulo
nulo
nulo
nulo
nu|o
nulo
nulo
nulo

A

Q-‘NuNU-DNNNQNQANNQúANNN-DNN-I'U'U'U-l-¡

.n O
o

¿wdmwmwm###AGUQQQQQOQM#NAUbbmwMNMdNNUQ-leSh-h

d d .n 0|

NduNddd'U'U-r-¡U'U'O'U'OU'O'UMN'UU

N'U-‘AUNJ'U'U'U'UNd-¡Nd-¡U-l

'U'U'Udvv'o'oJ-l-l-l-ld-l-h-h-l-IA-I-I-l-l-h-IA-¡NN-l-h-ld-l-¡A-h-lv'o'od

hom %hom

3 60
25
40
20
75
40
40
60
80
75
67
71

71

57
60
80
83
100
83
57
67
29
29
29
86
80
67
33
17

50

17
60
50
67
40
80
50
60
57
80
75
33

M0hb0w#N#-Uw-‘NU¿NésthNthmmmhwámm-áw-thNUANA

4o

148



Mlcrosatéllte

gfl48412
gfl5421
gfl7680
gfl3804
gfl5503
ad4377
ac6756
acMOOS

ad7648
adg799
adgGGB

ad9557
adg493
ad9662
adg483
adg796
adg7507
Huhkm
tomate

MIcrosatéllte

op5476
ng964
op6478

24

ddMNaMNNa-oAAAAAMANA

24

M-bM

uMAQAAMd-I-h-h-l-IA'OU'U'U'UO

¿Ada

Tetraploides

9 10'

1 6

2 5

2 5
2 7
2 3

3 3

3 3

1 2

1 1

5 P
4 4
4 5

4 5

4 5

4 5
6 6
3 6
4 5

1 p

Hexaploides
9 10'

2 P
1 1

2 .2 i.¡h).3

cd A

UMámMMQwMQJMUMdU-DMM

-¡'oo.0|.hnoo)0).;nocnnoabh)o¡.n1:c»h)

a G

MMM

28 horn %hom

p 2

p 0
1 3

p 0
1 3

1 2

1 2

1 4

2 5
1 2

2 2
1 2

1 1

1 2

1 3

1 "1

1 2

2 1

p _3

20 hom g%hom

p 2
1 5

1 2



Tabla 27: Indices de polimorfismosdetectados en los genotipos de Solanum.
En Ia pn'mera columna se indica el nombre del microsatélite. En la segunda y tercera, se indican los
índices en cada grupo de ploidía.

Denominación Diploides Poliploides
SO15 0.90 0.795

8009 0.736 0.2075

8024 0.679 0.466

8026 0.0495 0.04069

SO11 0.898 0.454

8006 0.891 0.675

SO10 0.885 0.408

De estos resultados puede observarse que los microsatélites más

apropiados para la discriminaciónde estos taxones son: 8015, 8006 y 8010, que
son los que muestran un mayor índice en ambos grupos de citotipos. En cambio el

8026 no tiene utilidad más que para diferenciación por los bajísimos valores que
se observan.

4.4.Comparación de la eficiencia relativa de los distintos marcadores

moleculares empleados para detectar variabilidadgenética en papa

Para evaluar la capacidad relativa que tienen los distintos marcadores

moleculares en el estudio de Ia variabilidadgenética se necesita, al menos, que se

cumplan estos dos aspectos: capacidad para detectar Ia variabilidad genética

(índices de contenido polimórfico) y capacidad de los diferentes ensayos para

determinar la relación genética entre los genotipos.

Para el caso de RFLP y AFLP cada banda fue considerada como

perteneciente a un locus simple e independiente, mientras que para SSR

(marcadores de visualización co-dominante) cada combinación de "primers" fue

considerada como un locus simple (e independiente). Con el fin de evitar

alteraciones de los índices de polimorfismo por Ia inclusión del grupo de control

externo tomate (en diploides y poliploides) y del cultivar Huinkul MAG (entre los

genotipos diploides), los mismos fueron excluidos del cálcqu antes mencionado.
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Considerando el resultado de la utilizaciónde 15 sondas seleccionadas de

RFLP, se produjo un total de 93 y 60 productos de digestión 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,

sólo 6 fueron monomóficas (aproximadamente el 93% y 90% evidenciaron

polimorfismospara 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 combinación

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 18,8 y 11,8

bandas por ensayo para cada grupo, de las cuales el 99% evidenciaron

polimorfismos en ambos grupos.

El hecho que el número 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 únicas, que al momento del cómputo de bandas totales, fueron

consideradas incrementando dicho valor. Por este motivo, cuando se computaron

el total de bandas por genotipo, (no en grupos) este fenómeno 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 pn'mera columna se indica la técnica utilizada. En la segunda, el número de ensayos
realizados con cada herramienta; (en el caso de RFLP y SSR. estos valores se aproximan al
número de Iocievaluados). En la tercera, el número de marcadores totales generados (número de
alelos (o locr)detectados en todo el grupo), en la cuarta, el número de marcadores que resultaron
polimórficos,en Iaquinta, la efectividad de cada técnica representada por el número de bandas por
ensayo y en la sexta. el porcentaje de marcadores polimóriicos.

A: diploides
# # BANDAS # BANDAS BANDAS POR %POLIM

ENSAYOS TOTALES POLIMORFICAS ¿NSAYO
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 POLMQRFICAS ENSAYO
RFLP 15 61 55 4,1 90
AFLP 4 144 129 36 89
SSR 7 83 82 11.8 99

El porcentaje de polimorfismofue elevado en todos los casos y Ia técnica

más efectiva en cuanto a generación de datos fue la de AFLP (mayor número de

bandas por ensayo).

4.5.Estimación de Ia distancia genética entre la papa cultivada y su

germoplasma relacionado basado en las bandas compartidas

Se observó que 2/3 del total de bandas (AFLPy RFLP) eran comunes entre

diploides y tetraploides, mientras que sólo 1/3 de las bandas de microsatélites lo

eran. Esto era previsible considerando la elevada tasa de evolución de estos tipos

de marcadores (SSR) (ver Tabla 29). No obstante la disimilitudde tamaño de los

fragmentos amplificados, fue posible la amplificación de prácticamente todos los

microsatélites en todas las especies analizadas. Esto indica la alta conservación

de las zonas flanqueantes donde hibridizan los primers, con algunas excepciones.

El microsatélite 8006, evidenció la existencia de alelos nulos en todas las

entradas de las especies de S. microdontum, S. chaooense y el 8009 en S.
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commersonii (aunque estas no poseen los menores índices de similitud con S.

tuberosum ssp. tuberosum (Huinkulen este caso) (Milboume et al., 1997).

La variedad de tomate utilizada casi no produjo amplificaciones con ningún

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 Ia 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 Ia tabla 30 se indican en particular los loci de RFLP

y SSR.

Como puede observarse en estos datos, (tabla 29b), el análisis del conjunto

(2x vs poliploides), indica que el número 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 número de bandas RFLP y AFLP compartidas entre los

citotipos diploides y poliploides fue casi del doble respecto de las diferenciales. En

cambio, en número de bandas compartidas de SSR respecto de las diferenciales,

constituyeron sólo la mitad. (tabla 29a, col 1). Es decir, el germoplasma diploide y

el poliploide comparten, proporcionalmente, más bandas de AFLP y RFLP que

bandas SSR (que son las de evolución más rápida). El caso de los microsatélites

es distinto porque es conocido que la conservación del número de repeticiones de

estas secuencias hipervariablesno es usual entre especies distintas, aún en casos

de que estén relacionadas. A pesar de esto, existe un número de bandas

compartidas importante que reafirma el concepto anterior. Cuando se compara

con la referencia de papa cultivada exclusivamente, la proporción se invierte y el

número de bandas diferenciales supera a las compartidas dando una idea de toda

la variabilidad no presente en Ia especie cultivada potencialmente aprovechable

para el mejoramiento. En cambio, prácticamente no existen diferencias en el

número de bandas compartidas entre papa y las especies diploides o poliploides,

es decir el número de bandas que papa comparte con su germoplasma
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relacionado es el mismo independientemente de la ploidía del grupo y

confirma la estrecha relación evolutiva entre especies de distinta ploidía y en

particular, con la papa cultivada.

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

a) Comparación de los números absolutos de bandas compartidas y diferenciales
2x vs poliploides 2x vs Papa Poliploides vs Papa
+/+ +/- o -/+ +/+ +/. o -/+ +/+ +/. o -/+

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

b) Relación entre bandas no compartidas y compartidas.
2x vs poliploides 2x vs Papa Poliploides vs Papa

RFLP -0,61 3.2 2,5
AFLP 0,47 0.9 0.4
SSR 1,75 7,14 2,56

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

c) Proporción 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 número de bandas totales, es decir se calcularon las
relaciones entre las bandas no compartidas y las bandas totales.

4.6. Distribución de alelos en los loci sinténioos de RFLPy SSR.

Con el objeto de conocer la distribución particular de los alelos en los loci

sinténioos dentro del germoplasma, se evaluaron el número de ellos presentes en

cada grupo de ploidía y para cada sonda de RFLP y'microsatélite individualmente

(dado que el número 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 y

tetraploide, osciló 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 Ia elevada similitud

genética entre los dos grupos de citotipos, como se indicó 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 T6183 (7) y

Tg408 (10), no generaron alelos diferenciales entre ambos grupos de ploidías.

El microsatélite 8024, mostró un único alelo común entre diploides y po­

liploides (5,8%) y el microsatélite SO10, mostró 14 alelos comunes (46%); y

los demás mostraron valores intermedios (Tabla 30).

Para los microsatélites 8010, 8006 y 8026 Ia mayoría de los alelos

provinieron de las OTUs diploides indicando su alta variabilidad en estos citoti­

pos.

EI hecho que exista un porcentaje importante de alelos comunes en am­

bos grupos de ploidías, podría indicar la existencia de fragmentos genómicos

provenientes de las diploides, presentes en las especies poliploides, y dada Ia

elevada tasa de mutación de estos segmentos, indicarían, como ya se indicó,

una reciente historia evolutiva; aunque no puede descartarse que algunos sur­

gieran por convergencia evolutiva.

Tabla 30. Número de total de variantes alélicas por locus. En la primera fila se indica el número
de cromosomas evaluados en todos los genotipos analizados. En la primera columna se indica
el locus genético, (A: sonda genómica y número de cromosoma entre paréntesis y B: microsa­
télite) en la segunda. el número de alelos en el conjunto de las especies diploides; en la terce­
ra, el número de alelos en el conjunto de las especies poliploides, en la cuarta, el número de
alelos comunes y su porcentaje respecto del total de alelos por Iocus entre paréntesis y en la
quinta. el número total de alelos por Iocus en todo el germoplasma.
A
# de cromosomas 1152 1008

Sonda # # de aielos por Iocus
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
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“¿de cromosomas 1152 1008 _ ____ _______
Microsatélite# # de alelos por Iocus

_______ Diploides Poliploidesm WW¡Comunesflmw_______Totales__g_fl__
8024 12 6 1 (5.8%) 17

_._ sooe 14 6 5(33%) 4,“- .715 m- ,
8009 23 18 10 (32%) 31
so1o. 30 14 14(46%) 3°. o
801 1 27 20 13 (38%) 34
8026 3 2 1(25%) ____ 4 _
8015 18 22 9 (29%) 31
totales 127 88 53 (35%)“ __ 162

4.7. Potencial genético de las especies silvestres:

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

ca potencialmente utilizablepara aumentar la base genética de la papa cultiva­

da en programas de mejoramiento y también dirimircriterios para elegir cuáles

entradas (o "accesiones") resultaría necesario conservar en bancos de germo­

plasma para preservar dicha variabilidad, se prestó particular atención a la

evaluación 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

b

c

V global (todos los genotipos conjuntamente);

en forma individual (por entrada) y)

agrupados por especies, como taxones simulados (cada una involu­V

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

especie).

a) Se construyó un “taxón simulado" que agrupó a todos los alelos presentes

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

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

de genotipos (utilizando las tres metodologías) reveló 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 sólo se está

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
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b
V

del todo representativa de los alelos presentes en ella y puede conducir a

una subestimación 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 interespecíficos y que algunos de los alelos que

HuinkulMAGcomparte 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 pasaría con cualquier otro cultivar

de papa que pasó por una etapa de mejoramiento genético). Estos hechos

nos debe hacer cautelosos en las conclusiones del origen de las homolo­

gías encontradas dado que algunas de las mismas no serían debidas a un

parentesco cercano sino a transferencias horizontales de segmentos cro­

mosómicos a través de los cruzamientos amplios, aunque también es cierto

que la facilidad de estos cruzamientos está directamente relacionada a la
cercanía evolutiva entre las especies que se anzan. Lo que también es

cierto y los hace interesantes para estas comparaciones, es que los marca­

dores moleculares (al ser fenotípicamente y selectivamente "neutros") re­

presentan mucho mejor la evolución "natural" que los caracteres fenotípicos

"clásicos" que suelen ser objeto de selección artificial (y natural). Es decir,

que los marcadores moleculares aportan información menos sujeta a los

condicionantes explicados ofreciendo menor sesgo que los caracteres

morfológicos, particularmente aquellos de interés agronómico.

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.

kurtízanum 4964, S. commersonii 7254 y S. tan'jense 5891, en orden decre­

ciente; y las entradas que mostraron menos alelos novedosos hasta llegar a

Huinkul MAG fueron; S, gonioca/yx, 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 cercanía evolutiva con la papa

dado que las últimas pertenecen a otra subespecie de Solanum tuberosum

y por lo tanto al taxón más emparentado con el genotipo de referencia. S.

goniocalyx, S. phureja y S. oplocense también son especies cultivadas e

interfértiles con la papa comercial. Por Io tanto, tomando en cuenta los fac­
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tores condicionantes enunciados en el ítem anterior, se puede afirmar que,

con marcadores moleculares, si bien se demuestra que a mayor cercanía,

se corresponde un menor número de alelos novedosos, no podemos extra­

polar conclusiones sobre el origen de esa cercanía evolutiva, la cual bien

puede tener componentes artificialesademás de los naturales.
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La correlación entre el número de cromosomas evaluados y el número de

bandas novedosas (a) resultó negativa al igual que la correlación con las bandas

novedosas relativizadas respecto del total de cromosomas evaluados (b). Esto

está indicando que en los citotipos poliploides, el número de alelos novedosos es

menor que en los diploides. La correlación entre el número de bandas totales y el

número de cromosomas evaluados fue también negativa, evidenciando una dismi­

nución de detección de alelos en los citotipos poliploides (correspondientes a los

homeoloci), debido posiblemente a mayor homocigosis o . Por otro lado, Ia corre­

lación entre número de datos perdidos y el número 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 Ia tabla 32 se detallan los coeficientes de correlación entre los distin­

tos datos.

Tabla 32: Coeficientes de correlación entre número de cromosomas y a) número de bandas nove­
dosas, b) bandas novedosas relativizadas; c)número 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 -O,69
b) Nro de crom y nov relativizadas -0,44'
c) Crom y total -0.48
d) ‘Novy perdidos -O,36

c) Se construyeron taxones simulados representando a cada una de las especies

y se compararon entre sí.

Para relativizar los datos, debido al número distinto de genotipos utilizados

en cada taxón simulado y al distinto nivelde ploidía, se analizaron los cocientes de

los alelos novedosos respecto de los alelos totales por taxón, 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 ocasionó discrepancias y el coeficiente de correla­

ción entre ambos grupos de relativizados de ambas formas fue de 0,972.

Si bien estas diferencias posiblemente reflejan diferencias en Ia antigüe­
dad evolutiva de cada una de las especies (acumulación relativa diferencial de
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mutaciones en función del momento de especiación), estas interpretaciones deben

tomarse (en este caso) con suma cautela y son sólo especulativas, dado el bajo

número de individuosanalizados por taxón (en casos extremos representados por

una sola entrada) y el posible error de muestreo en las entradas analizadas que

podrían no ser representativas de la variabilidad genética global del grupo taxo­

nómico. No obstante, el grado de acercamiento genético concuerda con estos da­

tos con la excepción de tomate, que muestra un valor intermedio de bandas nove­

dosas respecto del cultivar. Este dato inesperado, podría indicar que la distancia

genética respecto del control externo es tan grande que resulta errónea, particu­

larmente por el hecho de utilizar los datos de microsatélites que prácticamente no

tuvieron amplificaciones en tomate. El orden decreciente de especies con mayor

número de alelos novedosos relativos fue: S. chacoense, S. taríjense S. kurtzia­

num, , S. commersonii, S. microdontum, S. acau/e, S. op/ocense, S. gour/ayi, S.

venturii, S. spegazzinii, tomate, S. verrucosum, S. tuberosum ssp. andigena, S.

¡nfundíbu/liforme,, S. megistacro/obun, , S. vernei, S. gon/oca/yx y S. phureja.

Los porcentajes de bandas novedosas respecto del total de bandas de ca­

da taxón 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

vación de las secuencias evaluadas mediante cada herramienta disminuye de

AFLP a RFLP a SSR.

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

- “e E 3=u2‘--—Eaeggegefiíe_5¿Esïágaágaegggé’ñá'zá:ÉQ'U’ÉE8>2%Emomezgs%
%novaflp o 1217 23 28 2810 30 29 29 32 22 21 26 31 38 35 37 41
%novrflp o 57 60 4o 53 eo 62 58 78 56 54 52 58 62 63 58 7163 68
%nov ssr o 75 5a 80 60 86 76 66 50 80 82 90 33 90 89 88 77 87 92

162



Tabla34:Númerodealelosnovedosos(ausentesenelcultivarHuinkulMAGypresentesencadataxónsimulado(evaluadosmediantelastres herramientas).Enlafila1,sedetallaelnombredelasespeciessimuladas;enla2,elnúmerodegenomios(liploidesanalizadosporespeciesi­ mulada;enla3,elnúmerodecromosomasevaluados;enla4elnúmerodeentradasportaxónsimulado;enIa5,6,7-8,9,10-11,12,13elnúmero debandasnovedosas,totalesydatosperdidos,segúncadatécnica(AFLP,RFLPySSRrespectivamente);enla14,elnúmerodebandasnove­ dosastotales(todaslastécnicas);enla15elnúmerodebandastotales(todaslastécnicas);enla16eltotaldelosdatosperdidos(todaslastéc­ nicas),enlafila17,elporcentajedebandasnovedosasrespectodelastotales,enIa18,elporcentajedebandasnovedosasportaxónsimuladoconlastresmetodologíasrespectodelasbandastotalessincontarlasnovedosas;enla19,larelacióndeIusdatosperdidosrespectodeltotalde bandasyenla20,elporcentajededatosperdidosrespectodeltotaldebandas(variables)evaluadas.
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Con el objeto de evaluar de qué manera el número de alelos no presentes en el

cultivar de papa ("novedosos") depende de la ploidía o número de genomas eva­

luados, se realizaron las siguientes correlaciones.

1. Se correlacionó (para el total de especies simuladas) el número de cromoso­

mas evaluados con el número de alelos novedosos obtenidos, dando un va­

lor de i=0,69 y cuando se correlacionaron el número de cromosomas evalua­

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

2. Cuando se eliminó del conjunto total de datos (diploides y poliploides) al taxón

S. tuberosum ssp andígena (que por pertenecer a Ia misma especie que Ia pa­

pa cultivada es el taxón genéticamente más relacionado y podria estar afec­

tando la correlación), dicho coeficiente no mostró cambios respecto del total

(r=0,70).

3. En cambio, cuando se eliminó del análisis a S. oplocense y S. gour/ayi, este

coeficiente ascendió a 0,78.

4. Correlacionando únicamente los datos de las especies simuladas diploides, el

valor ascendió a 0,93. Es decir, que en el caso de las especies diploides, este

valor sí está muy regulado por el número de cromosomas evaluados.

Como puede apreciarse, existen algunas excepciones de importancia a la

regla general que muestra que el número de alelos novedosos está correlacionado

con el número de genomas evaluados. Estas excepciones están representadas,

fundamentalmente, por S. oplocense y S. gour/ayi, especies poliploides que tienen

una cantidad sensiblemente menor de alelos novedosos que las otras especies de

igual ploidía. Como se mencionó más arriba, estas diferencias podrían reflejar una

historia evolutiva diferente en las especies analizadas (por ejemplo diferencias

temporales en los momentos en que se produjeron las poliploidizaciones, incorpo­

ración en tiempos distintos de alguno de los genomas, etc.). Esto es un fenómeno

ya conocido para otras especies poliploides. Por ej. el genoma D del trigo hexa­

ploide muestra un número sensiblemente menor de alelos que los genomas A y B.
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En Ia colza cultivada ocurre, también, algo parecido en el sentido de ser un alopo­

liploidecon diferente grado de variabilidad según el genoma componente.

Del análisis comparativo entre distintos marcadores moleculares pudo ob­

servarse que los cambios de proporción (aumento relativo de bandas diferenciales

y disminución de las compartidas) fueron, proporcionalmente, más acentuados

para RFLP y SSR, que para los AFLP; sugiriendo que los marcadores evalúan

distintas modalidades de evolución de las secuencias que detectan. El comporta­

miento de los AFLPs respecto a los RFLP no es un resultado esperado, ya que se

considera que los primeros serían marcadores de evolución más lenta que los

SSR pero más rápida 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 podrían ser consecuencia de que, en este grupo taxonómi­

co, la tasa de mutación puntual es, en términos relativos, menor que la tasa de

mutaciones por rearreglos estructurales (deleciones, inversiones e inserciones, las

que serían detectadas principalmente mediante RFLP). En este contexto, resulta

de interés analizar las utilidades relativas que pueden tener estas herramientas

moleculares.

Volviendo al análisis de la variabilidad presente en el germoplasma de pa­

pa que no forma parte de este cultivoy que serviría 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 discriminación similar (tabla 29). Considerando a

los microsatélites en forma individual fue posible cuantificar, en cada especie, el

número 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 información 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 locus estudiado (Tabla 35 ). S. gonioca/yx, S.

phureja, S. verruoossum, 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 contraposición, en muchos de los casos se observó que existía 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 taxón simulado (evaluados para cada microsatélite). En
cada casilla se indica el número absolulto de alelos novedosos y debajo. el porcentaje que repre­
senta en ese taxón dicho número. En la última fila se indica el número total de alelos novedosos y
su porcentaje.

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

l C i...

so15 5 1 4 5 6 1 4 0 2 0 O 1 O 7 4 7 13

96 100 100 100 100 100 100 100 0 100 0 0 100 0 100 100 100 100

509 nMo Nub 1 4 2 3 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

5024 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 0 100 0 100 100 100 80

5026 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

% 50 0 50 0 0 0 0 O 0 0 O 0 0 0# 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

so6 5 5 2 2 1 0 nmo 1 1 1 1 0 1 2 1 1 2

% 100 100 100 67 33 0 100 100 100 100 0 100 100 100 100 50
so10 10 7 8 6 5 0 6 4 1 1 2 1 0 5 2 2 5

% 83 70 80 86 71 0 75 67 50 50 67 100 0 71 50 67 63
total 35 17 23 20 20 6 26 14 8 6 7 4 3 28 15 20 41

82 80 86 58 G7 75 90 83 91 76(DN ÑÑ m m mÑ O)o a)C (D O

4.8. Grado de homocigosis de las entradas

El porcentaje de homocigosis de cada entrada se estimó a partir de los loci

de RFLP y SSR que tuvieron una única banda en cada genotipo respecto del total

de loci evaluados. Como puede observarse en Ia tabla 36, la entrada que mostró

mayor porcentaje de homocigosis fue S. gon/oca/yx y S. megístacro/obun 3787 y Ia

más heterocigota, S. spegazzin/i 6108, (menos de 20 % de datos perdidos), dando

cierta imprecisión al cálculo. 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 cultivoautógamo, también se sabe que se trata

de un cultivar argentino antiguo y muy heterogéneo, por lo que no se descarta que
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demuestre poseer varios alelos por gen -ya se ha visto para varios caracteres fe­
notípicos e isoenzimas- y además debe considerarse que Ia medición aquí efec­

tuada posee bastante error debido al relativamente alto número 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 subestimación de este método de evaluación en los citotipos poliploides,

se describen únicamente los porcentajes estimativos de homocigosis de las espe­

cies diploides

Tabla 36: 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 Ioci).Se resaltan en negrita a porcentajes que se calcularon con menos de un 20% de datos
perdidos.

Geotipo _%perd _% Hom>5Geotipo perdí _°_/9_Hom_
¿Goniocalyx 14 64 'Chc4957cí 14 45
:____Mga37a7 19 64 ._Cmm7310_ __ 29 __¿“55. __

Tar5882 29 64 áMcd4398 24 45
¿_7cmm731,3 33 59 %__spgs147____19__45___

Ktz4986 24 59 Tar5633 29 45
¿___Cmm727o 24 55 . __Tar5891____,__24 ____ _45_ __
g-Gmssï 19 55 ; tomate 29 45

Ktz4937w 14 55 'Chc48101_3a____41___
' Ktz4946 24 55 ,cnc4a102 33 41

Ktz4964 24 55 ¿cnc4957z ___1g___41_
Klz4971 24 55 ¿cnc49573 24 41'

,F Mcd6881__ 24 55 Ch06116c‘___4_3__ ____41__
l Vnt7585 24 55 Mcd7493 19 41

-Vnt7609 24 ss ¿_Mcd7634ü _714______4__1_
g Vnt7618 24 55 e Phureja 29 41

Vnt7619a 14 55 uwSpg4201m 19 ___,4717_
Chc2955c 19 50 j Venuco 29 41
chc5341m 19 50 cnc29552 ____>29_ _ as

¿Cmm7254 aa 50 Chc75463 52 36
_Cmm7292 29 so Mcd7530__fl14w_w36 _

Ifd 33 50 Sng108 19 36
Mga7504 4a 50 Chc73091 __33_ _ 32 _

' Opl3964 29 50 Chc7546 67 32
Tar5889 aa 50 ¿Chc561_1_ng.____62_____“27

; Chc4957 24 45 g Vm7617 62 23
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4.9. Indices de Contenido polimórfico promedio

Con el fin de estimar la capacidad de los diferentes marcadores mole­

culares para detectar variabilidadgenética, se calcularon los PICs según lo ex­

plicado en Materiales y Métodos (sección análisis de datos) y de acuerdo a lo

descripto por Powell y Rafalski et al. (1996) y Milbourne et al. (1997).

Los índices más 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 arrojó los índices promedios más bajos (PIC =

0,240 y 0,258). En el caso de los AFLP, los índices fueron relativamente más

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 polimórficopromedio y sus desviaciones estándar para los
distintos marcadores moleculares.

GENOTIPOS DIPLOI- GENOTIPOS POLIPLOIDES
DES .=

RFLP 0,240 :t 0,1493 0,258 :t 0,1345 __
AFLP 0,307 :l:0,1400 0,332 i 0,1378
SSR 0,720 i 0,3076 0.435 :t 0,2563

Se calculó para cada locus (Milbourneet al., 1996) según la fórmula:

1-Zpi2

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

Tanto para el caso de AFLP como de RFLP cada banda fue considerada

como perteneciente a un Iocus distinto (e independiente). En el caso de RFLP,

esta consideración implica que los valores calculados seguramente sobreesti­

man al valor del PIC, debido a que cada sonda suele hibridar con varios frag­

mentos de restricción (bandas) pertenecientes al mismo locus o eventualmente

a Ioci genéticamente ligados (como sugiere la sondaTG479(3) (tabla 22), que

revela un elevado número de bandas). Este podría ser un típico caso de una

sonda conteniendo secuencias codificantes, las cuáles hibridan con todos los
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miembros de una familia multigénica, por lo que estos loci no serían indepen­

dientes entre sí. Como no es posible determinar cuáles bandas son alélicas

entre sí (se requerirían de cruzamientos y estudios de segregación), se asume

el error en el cálcqu del PIC. En el caso de AFLP también se producirán algu­

nos casos de falta de independendencia por Iigamiento genético de los loci

detectados, pero el error es mucho menor que para RFLP. En cambio, en los

SSR se parte de la consideración de que todos las bandas visualizadas a partir

de la amplificación con un par de primers pertenecen a pn'on'al mismo locus, a

pesar de que hay casos en los cuales se observó que existen más bandas que

las que podrían esperarse, por lo que debe haber más de un Iocus 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. Más aún, 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 estadísticamente significati­

vas, independientemente del nivel de ploidía analizado. Resulta de interés

destacar que no se detectaron diferencias entre los valores de PIC comparando

distintos niveles de ploidía para estos dos tipos de marcadores.

En cambio, al igual que lo que ocurre en otros sistemas biológicos, cla­

ramente se observa la gran capacidad de discriminación de los microsatélites.

Esto es particularmente destacable, considerando que dentro de los valores

promediados, el microsatélite 8024, tuvo un índice 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 Ia 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 sí. Todas las correlaciones fueron significativas
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estadísticamente (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 número de datos es muy alto (n=1225 y n=1128 para las

OTUs diploides y n=171 y 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 acentúen la correlación

(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 corrrelación 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 ploidías por separado y también en forma conjunta.

Los valores de correlaciones en los citotipos diploides (corregidos, es decir sin

considerar Huinkul MAGni 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 ploidía, 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).

AI agrupar a todos los citotipos en una única 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 valores (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 más altos

se obtuvieron con los genotipos poliploides, quizás debido al gran número de

datos respecto de las OTUs evaluadas. En la fig. 34 se muestran los gráficos
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de las correlaciones entre las matrices de similitudde todos los genotipos entre
todos los marcadores.

A pesar de que las correlaciones entre AFLP y Microsatélites fueron ba­

jas aunque significativas según (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 generación (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 fijación en el trans­

curso de la evolución. Por lo tanto, las correlaciones bajas son esperables, da­

do que estarían 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: Comparación de matrices mediante coeficientes de correlación producto-momento
(Pearson). Matn’zsuperior (cursiva): correlaciones entre matrices cofenéticas. Matriz inferior.
correlaciones entre matrices de similitud.Datos subrayados: correlaciones sin grupos externos

2,523132: 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 ssn
RFLP___7__7_v_A” 0,73 0,664 m._________ _0,641M ______

"AFLP 0,552 0,556 0,92 0,736 o.698
_ssRm_h 0,510 0.528 0,640 0,6378 0,35

B

n=171¿153___7_. RFLP AFLP _ n_________y_SSR W___ __ _¿
RFLP 0,94 o,497 0,449 .o,47a 0.495 '
AFLP>__V_____>___1_0,731m 0.97 __0,851g7¿s«7_
SSR 0,631 0.587' 0.777 0.764 0.97

C,.. __ ­
n=2211 RFLP AFLP SSR
RFLP ___ _,_-_
AFLP 0,503 0,505
SSR. _ _ _ a 0.441M 0.505% ____.

Los valores de las correlaciones disminuyeron cuando se consideraron

todos los citotipos juntos. Si bien no existe una explicación clara a este com­
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portamiento, posiblemente pese el hecho de que se están comparando entre sí

especies con dinámicas e historias evolutivas distintas en las que el cambio de

ploidía esté implicado(especies recientes -sobre todo entre las poliploides- con

especies más antiguas -mayoría 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 MBDsegún se indicó previamente, utilizando el programa NTsys y el índi­

ce de Jaccard, se construyeron los dendrogramas de las especies empleando

UPGMAcomo método de ligamiento. Se crearon en total 6 árboles correspon­

dientes a las 3 técnicas (AFLP, RFLP y SSR) y a los distintos citotipos (diploi­

des y tetraploides). (Fig. 33 A y B)

En este caso se consideró a cada genotipo como OTU y a cada banda

polimórfica como variable. Se construyeron matrices por separado según los

niveles de ploidía, obteniendo una para diploides y otra para poliploides. Se

decidió separar las matrices según el grado de ploidía, con el objeto de no in­

crementar la similitudentre las OTUS diploides. Este fenómeno podría ocurrir si

existieran entre los genotipos poliploides, híbridos de los genotipos diploides



Fig.33.Dendrogramasdelasespeciesconlostresmarcadoresmolecularesutilizados.A:diploides.B:tetraploides.SeutilizóeiIndicedesimilitudJaccard,métodode agrupamientoSHANconIigamientopromedio(UPGMA).Enelejeinferiorseindicanlosvaloresdesimilitudaiosqueseunenlostaxonesenestudio.Lasbarrasde coloresdistinguenlasdistintasespecies. AAFLPRFLP

oTomate

S.kurtZIanum.HuinkulS.megistacrolobunS.venturííS.commersonii

S.chacoenseS.tan'jenseS.SpegazziniS.microdontumí
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La distorsión de cada uno de los fenogramas se estimó mediante el coe­

ficiente de correlación cofenético (rAFLp=0,92y 0,97 rRFLp=0,81y 0,94 y

rssa=0.85 y 0,97 para diploides y tetraploides respectivamente) Tabla 39 y Fig.
34.

Fig.34: Correlaciones cofenéticas. A: genotipos diploides y B genotipos tetraploides. Se indican los
resultados obtenidos con los 3 marcadores moleculares desarrollados y sus coeficientes de correla­
ción cofenéticos en cada caso. En el eje x, se representaron las matn'ces de similitudy en el eje y, las
matrices cofenéticas.
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En todos los casos puede observarse que las entradas de una misma

especie se agruparon con índices de similitudesmayores que entre especies

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

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

género. Otra apreciación que surge de la observación de los mismos, es que

los valores de similitudentre especies, son relativamente cercanos unos a

otros, Io que por un lado confirma que se trata de especies de evolución re­

ciente y que guardan aún mucha similitudentre sí, pero por otro lado, esta
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similitudpuede producir errores en la estimación de las relaciones entre espe­

cies. Este fenómeno también se observa cuando se construyen los taxones

simulados, para ver la relación entre especies (Fig. 38) ya que no se conserva

la agrupación de los taxones con las distintas metodologías.

4.11.2.Dendrogramas generados mediante todas las técnicas molecu­

lares conjuntamente
Observando los coeficientes de correlación entre los distintos sistemas

(Fig. 32 y tabla 39), los datos obtenidos mediante las tres herramientas mos­

traron un ajuste similar, portal motivo, se evaluaron a las OTUs con el total de

los datos aportados por las tres metodologías, totalizando 526 variables. Se

construyeron las matrices de similitudy dendrogramas para cada ploidía y se

graficaron (Fig. 35 A y B.). Para este conjunto de datos se calcularon los coefi­

cientes de correlación cofenéticos que fueron de 0,93 y 0,97 para diploides y

tetraploides respectivamente.



Fig.35:Dendrogramasdelasespeciesdiploides(A)ytetraploides(B)contodoslosdatosdeAFLP,RFLPySSRligadosmedianteUPGMA.Enelejeinfe­ riorseindicanlosvaloresdesimilitudalosqueseunenlostaxonesenestudio.Conbarrasdecoloresseindicanlasentradasdeunamismaespecieyen barrasnegraslosquetienenigualprocedenciageográfica.A
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Tanto en diploides como en poliploides se respetaron los agrupamientos

de las entradas de una misma especie con mayor similitudque entre especies,

si bien era previsible dados los datos obtenidos de manera individualcon cada

herramienta. Los valores de similitudpromedio entre ellas se aproximaron a los

descriptos en Ia tabla 40A. También se verificó que las entradas tetraploides

poseen mayor similitud genética dentro que las entradas diploides, principal­

mente S. acaule, como puede apreciarse en los valores de similituddentro ex­

presados en la tabla similituddentro. En los dos árboles se observa que el gru­

po externo tomate, muestra la posición más 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 posicionó próximo al grupo integrado por S. gonioca­

Iyxy S. phureja entre los diploides, y agrupada con un grupo de clones de S.

tuberosum ssp andigena entre las tetraploides. S. tan'jense mostró mayor cer­
canía con S. chacoense, ambas descriptas en la misma serie taxonómica co­
mo se mencionó anteriormente. Todas estas observaciones concuerdan con

las ubicaciones taxonómicas propuestas por Hawkes (1989).

Respecto a la coherencia con Ia ubicación geográfica, se observaron al­

gunos ejemplos como en el caso de S. ventun'i 7618A y 7619B, S. tan'jense

5889 y 5882, y S. acaule 5756 y 4005. Del mismo modo, pero dentro de entra­

das, se agruparon los individuosde S. chacoense 7546, 4957 y 2955.

Con referencia a los clones de S. tuberosum ssp. andigena que mostra­

ron mayor cercanía con el cultivar Huinkkul MAG, dicha asociación no se vio

vinculada por la procedencia geográfica. (Tabla 3).

4.12. Distribución de los índices de similitud

Para observar gráficamente la distribución de los índices de similituden­

tre todos los individuosgenerados con cada marcador molecular, se construyó

un histograma (Fig. 36) con todos los índices de similitudentre todos los pares

de OTUs, eliminando el grupo externo tomate, por ser considerado como grupo
externo de referencia.

179



Se puede apreciar que su distribución 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 índices de similitudde Solanum sp.

A: Distribución de los índices de similitud generados mediante AFLP.B: Distribución de los índi­
ces de similitudgenerados mediante RFLP. C: Distribución de los índices de similitud genera­
dos mediante SSR. Se observa el decrecimiento de los valores promedios hacia los valores de
menor similituddesde AFLP a RFLP a SSR.

AZAFLP

450

400

350

300

250
3
3 200o
2 150

10050 zz0‘ .__ü ¿4'¡”main/vn, -,
0.05 0.15 0.25 0.35 0.45 0.55 0.65 0.75 0.35 0.95 _ E:

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 N'

Upper Boundarles (x < boundary)

450 B’RFLP

400

350

'300

250

200

150

N 1oo
o
of 50

"" o

En c=ssn
fi) ' '
m
a)
3D
E
2D

15) /:41m
cf a) %%7rh ' '4 5mo ///e;v . —NI'I'IÉ

180



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 índices 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 mostró menor

sensibilidad para detectar variación dentro de especies respecto de RFLP. En

cambio y como se esperaba, SSR fue la más discriminante a este nivel, con la

excepción de S.ventun'ícuyos valores superaron a los de RFLP.

Utilizando AFLP, el índice de similitud promedio más bajo, correspondió

a S. chacoense, (0,587) y el más alto a S. acau/e (0,880), mediante RFLP en

cambio, el de menor valor correspondió a S. spegazzinii (0,509) y el de mayor

índice correspondió también a S. acaule (0,727). Utilizando SSR, S. gour/ayí

tuvo el menor valor (0,145) y S. venturíi el mayor (0,622). Promediando todos

los índices obtenidos con los tres métodos, la especie que tuvo menor variabili­

dad fue S. venturíi (0,681) y Ia de mayor variabilidad S. gour/ayii (0,411). En Ia

fig.37, pueden observarse gráficamente estos resultados. Si bien se detectaron

valores mayores y menores, todos estaban muy próximos unos a otros. (RFLP

y AFLP) '

Fig. 37. Coeficientes de similituddentro de especies con las tres herramientas. Se cal­
cularon para las especies que se evaluaron al menos dos entradas como por ej. S. megísta­
crolobum.

Similitud dentro de especies

Indicesdeslmllltudpromedio

AFLP
IRFLP
DSSR

Especies
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Tabla 40: Coeficientes de similitudpromedio dentro y entre especies.

A: Coeficientes de similitudpromedio (csp) y desvío estándar de cada una de las especies.
calculados a partir de cada marcador molecular. En el caso de S. megistacro/obun, solamente
dos entradas fueron computadas y por lo tanto carece de desviación 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
¡cnc-Che 0,587 0,135 0,604 0,124 0,357 0,161 _¿_ 0,516 :_ 0,272

"Cmm-Cmm 0,749 0,130 0,602 0,076 0,360 0,065 0,570 0,354
Ktz-Ktz 0,723 0,047 0,630 0,076 0,269 0,051 5 0,541 0,350

rar-Tap 0,674 0,066 0,539 0,113 0,196 0,099 ¿70,470 770,293
Spg-Spg 0,790 0,044 0,509 0,110 0,443 0,0924 0,561 0,342 M
Mga-Mga 0,717 ' 0,571 0,400 ' 0,429 0,159
Med-Med 0,656 0,069 0,617 0,066 0,376 0,079 0,550___5_N0,319

___ynt-Vnr 0,812 0,071 0,610 0,066 0,622 0,201 0,661 ¿0,365
GrI-Grl 0,566 0,091 0,521 0,074 0,145 0,126 0,411 g 0,273
OpI-Opl 0,756 0,077 0,596 0,126 0,263 0,010 0,536 0,326
AcI-Acl 0660 0,024 0,727 0,101 0,356 0,046 ,_0,654____¿ 0,413

Adg-Adg 0,697 0,132 0,613 0,097 0,338 0,117 3 0,549 0,325

4.14. Índices de similitud promedio entre especies

Por otro lado, se calcularon los índices de similitud promedio de cada

especie, con el resto de las especies del mismo grupo de ploidía. 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 más diferente del resto fue nuevamente S. gonio­

calyx (0,216) y la más semejante S. vernei (0,452) (Tabla 40 B). Con SSR to­

dos los valores fueron muy bajos.

Las comparaciones entre los genotipos poliploides, reflejaron mayor si­

militud entre ellos. Nuevamente Huinkul MAG, tuvo el valor máximo dentro del

grupo (0,467) y el mínimo correspondió a S. tuberosum ssp. andígena (0,4),

aunque todos los valores fueron muy similares. Con RFLP, S. gourlayi tuvo

mayor similitud con el resto (0,506) y Huinkul MAGtuvo la menor similtud.

Mediante SSR, la más semejante fue Huinkul MAGy la más distante, S.
acaule.

En el total del germoplasma pudo observarse (Tabla 40 C), que Huinkul

MAG tuvo el mayor índice promedio para AFLP y S. commersonii el menor.

Con RFLP, S. vernei tuvo el máximo y S. commersonii el minimo.
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Tabla 408: Coef de similitudpromedio y desv. standard entre espoecies, calculados con cada
marcador molecular y separados por niveles de ploidía.

Diploides

Vnt­

Vm761 7

Genio

Phur
Huinkul

Acl­

Huínkul
Tomate

En todos los casos se observó que los índices de similitud promedio

dentro de las especies fue superior al índice entre especies, ya sea cuando se

compararon dentro del mismo nivel de ploidía o con el total de los individuos.

Los índices de similitudpromedio entre especies poliploides entre sí, fue­

ron mayores que los que se observaron entre las especies diploides entre sí

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 ploidía.

SIMILITUDESPROMEDIO ENTRE TODAS LAS ESPECIES ESTUDIADAS

AFLP RFLP SSR

Cho-s 0.352 0.360 0.087

Cmm- m m 0.064
Ktz- 0.349 0.301 0.115
rar» 0.337 0.334 0.093

Spg- 0.369 0.392 0.091
Mga- 0.344 0.316 0.122
Moda 0.356 0.392 0.113
Vnt- 0.340 0.310 0.114

Vm7617 0.396 0.482 0.051

Ifd 0.411 0.296 0.044

Gonio 0.349 0.229 0.077

Ven’u 0.347 0.327 0.053

Phur 0.387 0.312 0.073
Gm 0.411 0.345 0.075

OpI- 0.347 0.422 0.072
ACI- 0.363 0.373 0.054

Adg-v 0.370 0.382 0.068
Huinkul 0.426 0.355 0.117

4.14. Similitud entre OTUs(especies) simuladas:

Con el objeto de analizar la relación 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 similitudy los dendrogramas correspondientes para cada

grupo de ploidía. La matriz de similitud obtenida para especies díploides se

muestra en la Tabla 42 y se destacan los valores mayores y menores de simi­

litud. Los coeficientes de correlación entre ellas fueron bajos, y se resumen en

la siguiente tabla 43:
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Tabla43: Coeficientes de correlación entre matrices de similitudde especies simuladas.
obtenidas mediante las tres herramientas separadas por nivel de ploidía. A: Diploides simula­
das y B: Poiploides simuladas

AFLP RFLP
AFLP
RFLP 0,467
SSR 0,256 0,165

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 obtenidos, como en el tipo de agmpamientos a

los que condujeron.

Los agrupamientos que evidenciaron mayor coherenciacon la clasifica­

ción taxonómica clásica fueron los obtenidos con AFLP. Por ej. S. chacoense y

S. tan'jense se agruparon y por taxonomía clásica pertenecen a la misma serie

taxonómica (Yungasensa). Por otro lado, las especies diploides S. phureja y S.

goníocalyx, que son especies 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 más del 0,75 de similitud.Los den­

drogramas se muestran en Iafig. 38.

Los resultados más extremos fueron los obtenidos con los microsatélites

dado que los valores fueron extremadamente bajos. Además del control exter­

no (tomate) del cual se mencionó que estaba fuera de la escala de conserva­

ción evolutiva mínima necesaria a nivel de las secuencias de nucleótidos adya­

centes a los Iocipara permitir la unión de primers y permitirasí detectar bandas

amplificadas, varios taxones mostraron índices de 0 (ver tabla 436). Estos re­

sultados indican que estos marcadores hipervariables sólo serian taxonómica­

mente confiables a distancias evolutivas cercanas (dentro de una subespecie,

entre subespecies y entre especies muyemparentadas)
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Fig. 38: Dendrograma de las especies simuladas generados mediante UPGMAy el ín­
dice de Jaccand. A: especies diploides y B: especies poliploides
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Tabla 42l: Matn'zde similitudde todos los taxones diploides simulados.
Cada taxón "simulad0"contiene toda la información de los alelos de todas las entradas que
pertenecen a dicho taxón. Los taxones S. vemei, S. infundibulifonne, S. goníocalyx, S. verruco­
sum, S. phureja, Huinkul MAG y tomate están constituidos por una única entrada. Los índices
de similitud corresponden a los calculados utilizando la fórmula de Jaccard. A: Matriz de simili­
tud con datos provenientes de AFLP. B: Matn‘zde similitud con datos provenientes de RFLP. C:
Matrizde similitudcon datos provenientes de SSR.

A
Aflp simul che omrn ktz tar spg rnga mod vmt vm lid gonio verru phu hulnk tomate

cho 1,(XD
cmm 0,497 1,0(D
Idz

0,417 0,51 0,331 0,423 0,432 0,404 0,431 0,423 0,45) HID
gonio 0394 0,358 0,391 0,30 0,33 0,39 0,338 0,348 0,344 0,351 1,000
verru 0,411) 0,324 0,315 0,355 0,403 0,416 0,382 0,291 0,374 0,4CB 0,344 1,00)
phu 0, 0,425 0,412 0,424 0,381 2,129 0,371 HID

huink 0494 0464 0,45 0,46 0,484 0,427 0,526 0,450 0,483 0,442 0,581 0,3% 0,670 1.000
039)tomate 0,33 0,341 0,39 0,313 0,325 0,336 , 0,30) 0,297 0,30) 0,296 m 0,3% 0,5 1,000

B

RFLP slmul che 0mm Ktz tar spg mga mod vmt vm lfd gonio verru phu hulnk tomate
che ,Cfl)
0mm 0,328 1,000
ktz
tar 0,426 0,294 0,388 1,000
spg 0,379 0,4(1') 0,358 0,478 1,000
mga 0,279 0,357 0,283 0,375 0,4(5 1,01)
mod 0,5CB 0,35 0,404 0,438 9,922 0,3% 1,000
vmt 0,29 0,320 0,36) 0,362 0,447 0,341 0,4(B 1,01)

vm7617 0,35 0,35) 0,292 0,476 0,5(D 0,588 0,4(D 0,476 1,00)
lfd 0,241 0,250 0,361 0,382 0,389 0,219 0,3& 0,243 0,294 1,01)

gonio 0278 0,15 0,316 0,343 0,18 0,36 0,3& 0,20) 0,429 0,2% 1,01)
verru 0,319 0,33 0,4% 0,378 0,327 0,23 0,375 0,319 0,250 0,387 m 1,011)
phu 0,35 0,313 0,354 0,326 0,413 0,368 0,375 0,2% 0,550 0,387 0,425 0,318 1,000

hulnk 0,311 0,219 0,394 0,313 0,4CD 0,33) 0,343 0,3% 0,5(1) 0,316 0,286 0,357 0,357 1,01)
tomate 02m 0,111 0,192 0,213 0,170 0,114 0,167 0,137 0,138 0,081 QQH 0,1% 0,122 0,152 1,!!!)

c
SSR simul che cmm ktz tar spg Inga mod vmt vm lfd gonlo verru phu hulnk tomate

0,000 0,027 0,029 0,057 0,043 0,079 0,074 0,048 0,118 1,000
verru _ mm 0,033 0.007 0,071 m 0.097 0.100 m 0,200 0,125 1,000
phu 0,031 0,091 0,008 0,043 0,042 0,200 0,036 0,056 0,091 0000 0,071 0,000 1,000

huink 0,064 0,152 0,081 0,1 0,156 0.174 0.075 0,097 0,003 0,043 0,200 0,100 0, 1,00)tomatemmmmmmmmmmmmmopasmn

ohc 1
cmm 0,132 1,0(¡3
ktz 0,123 0,171 1,0(D
tar 0,151 0,154 9,23 1,000
spg 0,1(5 0090 0,085 0,CB1 10m
mga 0,067 0,10 0,091 0,10) O, 1,01!)
mod 0,175 0,063 0,076 0,061 0,174 0,147 1,00)
vmt .170 0114 0162 0143 0,077 0,174 0,150 1,00)

vm7617 0,067 0,067 0,059 0,066 0,CB4 0,111 0,114 0,080 1,0(1)
ifd 0,0560,040 (mm m 0,136 m 0,1070046 m 1000

0,087
0049
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5. Técnica R: ANÁLISIS DE LAS VARIABLES:

Análisis inverso de las matrices de similitudpara determinar variables gue pue­
dan diferenciar especies, entradas, o genotipos dentro del grupo analizado.

El análisis inverso de las matrices básicas de datos (Crisci, 1983), pro­

porciona información acerca de la asociación de variables y si las mismas po­

seen similitudtotal 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 cuestión no

cumplen con el criterio de independencia. Sin embargo, en la mayoría de los

casos aquí estudiados, Ia causa es el agrupamiento taxonómico, es decir, un

grupo de marcadores se asocian por surgimiento independiente, selección

(natural o artificial), o aumento (por fenómenos de deriva génica) del conjunto

de marcadores en un grupo reproductivo, sin necesidad de estar genética­

mente Iigados entre sí. 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 taxonómico (a pesar

de esta falta de independencia en ligamiento genético). Además permite de­

terminar cuando 2 o más bandas son diagnósticas para entidades o grupo de

entidades, simplemente observando el dendrograma.

Se estudiaron dichas asociaciones en los diferentes grupos de ploidías y

con los distintos métodos moleculares. Además, se estableció la probabilidad

de que dichas bandas puedan utilizarse como criterio de separación taxonómi­
ca. Estos resultados se expresan en la tabla 44.

Tabla“: Identidadde las variables diagnósticas para los taxones estudiados.

En negro se indican los nombres de las variables diagnósticas. En negrita se indica la probabi­
lidad de acertar al utilizardicha variable como indicativa de ese taxón.
A: Variables diagnósticas considerando sólo 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 diagnósticas considerando sólo los citotipos tetraploides, B1: Variables generadas
mediante AFLP (10% datos perdidos); BZ: Variables generadas mediante RFLP (3% datos
perdidos) y B3: Variables generadas mediante SSR (3,6% datos perdidos)
C: Variables diagnósticas considerando todos los citotipos. C1: Variables generadas mediante
AFLP (6,6% datos perdidos); C2: Variables generadas mediante RFLP (6,8% datos perdidos) y
C3: Variables generadas mediante SSR (8,5% datos perdidos).



DIPLOIDES
A 1
AFLP
S. commersonnii
S. commersonnii
S. kudzianum
S. megitracolobum
S. spegazzinií
S. ventun'í

S. ventun‘i V
S. vemei
S. vemei
S.cmm (sin 7292), mga, verrucossum
S.gon¡ocalyx, S.phureja, Huinkul, Lycopersicon
S.mcd (7530,4398, 7634), S. venturii
Todas las OTUs
Todas las OTUs
Todas las OTUs

A 2
RFLP
Lycopersicon

Lycopersicon
S. chacoense 7309 1
S. phureja
S. ventun'i

A 3
SSR
Huinkul
S microdontum 7530
S spegazzinii 6147

chacoense 4957 2,' 4957 3, 4957 4
chacoense 73091
commersonii
goníocalyx
goniocalyx, Huinkul
gounayi 4837
goufiayi4837
kunzianum 4946
microdontum 7493
spegazzinii 4201
spegazzinii 6108
tan'jense 5882
tan'jense 5891 __V
vemei 7617
vemei 7617

Var#
7o
165
35

244

142

211
182
41
213
105

250

98
98
84
90
98
98

var#
204

52
187
230

179
155

184
187
197
251
121
157

104

°/o

92

100
100

100

90
100
100
100

98
98
90
90
98
88

var#
223

227
23

249
146
206

19
24

71

67 h __fl

"55

’'52

100

100"­

100
100
100



TETRAPLOIDES
B 1
AFLP
Huinkul
Huinkul
Lycopersicon
Lycopersicon
Lycopersicon _ _.
Lycopersicon y Huinkul

acaule
acaule
acaule __
acaule
acaule y Lycopersicon
acaule 5756
gouríayii 5421,_3804 _
tub ssp adg 799, 483, 796, 7507 y Huinkul
tuberosum ssp adg 483, 796, 7507 y Huinkul

S. tuberosum ssp adg 483, 796, 7507, Huiinkuly
Lycopersicon
S. tuberosum ssp adg 483, 796, 7507, Huiinkuly
Lycopersicon _ ¡A
S. tuberosum ssp andígena (799, 668, 557, 493,
662, 483, 796, 7507) yssp. tuberosum (Huinku)!
S. tuberosum ssp andlgena (799, 668, 557, 493,
662, 483, 796, 7507) y ssp. tuberosum (Huinku)!
S. tuberosum ssp andlgena (799, 668, 557, 493,
662, 483, 796, 7507) yssp. tuberosum (Huinku)!
S. tuberosum ssp andígena 7507
S. tuberosum ssp andigena 799, Huinkuly 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 OTUsmenos Lycopersicon y acl4005
Todas las OTUsmenos Lycopersicon y acl4005
Todas las OTUs menos S. Gouflayii3804
Todas las OTUs menos S. Gouríayii5421
Todas las OTUs menos S. Gouríayii 5421, 3804
y Lycopersicon _ a_, y
Todos las OTUs menos S. Tub ssp adg 557 y S
acl 4377

mmmmmmmmm

B 2
RFLP
Lycopersicon
Lycopersicon
Lycopersicon
S. acaule 5756
S. acaule 7648
S. tuberosum ssp. Andigena 483
Solanum tetrap/oides
Solanum tetraploides

56

161

11
150

183
133
48
157
59
206
4
118
4
246
162
81
9

22

20
101
85

32

30

63

100
100

81
100
100
100
100
100
100

100

100
100
100

100

100

100
100
100
100
100
100

82
143
54
116
205
84
46
123
171
178
141
120

172
31
41

148

191

40
152

228
153
251
249
105
121
210
237
210
237

186
149

225

1m
1M
1m
1wu
1M
1mu
M
M
1m
1m
1oo_
M
1m
1M

100

63

100
94
100
94
94
94
100
100

83
143
93
130ms,
1m

Am
1%

.179

1h

42

1m

219
248
173

En

14
24
57
51

62
28
39

m5

1óo'_—

1M“

81

31

69d
81
wm
100
100

81

75

n'

94

u
94

94
mí”
94



Solanum tetraploides

B 3
SSR
Huinkul V y __
S. acaule 4377
S.acaule 4005
S.acaule 5756
S. acaule
S. gourlayi 3804
S. gouflayi 3804
S. gounayi 3804
S. gouríayi 5421
S. goudayi 5421
S. gour1ayi 5424, 3804
S. tuberosum ssp andígena 493,
668,557,483, 796, 7507 y Huinkul
S. tuberosum ssp andlgena 662, 668
S. tuberosum ssp andígena 662, 668
S. tuberosum ssp andígena 796, 493
S. tuberosum ssp and/gena 799 y Huinkul
S._tuberosum ssp and/gana 7507

TODOS LOS CITOTIPOS
C 1

AFLP __ __
S. commersonnii
S. commersonnii
S. commersonnii, S. megistacrolobun y S. verru­

ventun'i

spegazzinii
megistacrolobun
vemeí 7617
vemeí 7617mmmmmmmmm

RFLP
S. venturíi _>_
S. chacoense 7309 1.
Lycopersicum
Lycopersicum

C 3
SSR
S microdontum 7530
S microdontum 7493 7
S spegazzinii 6147
S. chacoense 4957 2, 4957 3, 4957 4
S. chacoense 73091
S. commersonii
S. goufiayi 4837

venturii y S. microdontum (7530,4398, 7634)

70
165
182

46
168
7
142
197
230

94

100
100
100
100
100
100
100

100
94
94
100

100

100
100
94

97

98

97
97
100

88
100

100
77

25

133
32

156

103
121

90

168
123

95

18
153
139

223
204
184

62
171

213
244
187
155

59

57
20

104
105

69
63
147

100

94

100
94

100
100

100

94
100

100

94
94

83

98

97
98
100

88
100

100

42

136
109
23

106

139

167
180
23

227

156

714
22

71'
mü

94

94
1oo“_2
m6

94"

94

97
98
100

92
92

9'2' —
m
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S. gounayi 4837 115 92
s. kunzianum4946 114 92 1 7a 15 n"
US.microdontum 7493 ________ 47 94 105 92 ____ ____
S. spegazzinii 4201 94 92 2 78
S. spegazzinii 6108__ _______ 142 96 18 92 A11__W76_
S. tan‘jense 5882 139 96 45 94
S. tan'jense 5891 151 96 30 76 fiÑ
S. vemeí 7617 131 96 51 94 52 94

S. vemeí 7617 ____V 3 78 7 78

Las siguientes variables estuvieron únicamente presentes en las siguientes

especies y fueron diagnósticas de las mismas.

Mediante AFLP se encontraron bandas diagnósticas para las especies

S. chacoense, S. commersonnii, S. kurtzianum, S. megitracolobum, S. micro­

dontum S. phureja, S. spegazzinii, S. ventun'i, S. vernei dentro del grupo de las

diploides en números que van desde 1 hasta 6 bandas (tabla 44 A1). Con

RFLP, solamente se hallaron'bandas específicas de especie en el caso de S.

ventun'iy Lycopersicum y bandas en entradas determinadas como S. chacoen­

se 7309 1, y ot'rqs dos S. chacoense, 7546 (ver tabla 44A2). Finalmente, con

microsatélites se pueden diferenciar las especies S. goníocalyx, S. vemeí, S.

commersonii, S. spegazzini,S.chacoense, S. ventun'iasí como individuos parti­
culares (ver tabla 44 A3).

Para el grupo de poliploides, con AFLP se individualizaron a S. gourlayí,

S.oplocense, a las dos subespecies de especies S. tuberosum (ssp andígena

(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 diagnósticas para el

cultivar Huinkul MAG.Además de estas bandas especificas de especie, fue

posible separar individuos particulares como S. acaule 5756, S. goudayii 5421

y al conjunto de S. gour/ayíi 5424, 3804 y a otros grupos de individuos detalla­

dos en la tabla 44B1. Los RFLP permitieron la discriminación de S. acaule, de

las especies tetraploides del género Solanum respecto de tomate y de indivi­

duos particularesltabla 44 82). Con microsatélites, a excepción 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. vemeí 7617 etc. (tabla44 B3).
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Entre el conjunto total de citotipos, se encontraron bandas diagnósticas

de especies y se detallan en la tabla diagnóstica de especies.

Tabla 45: Bandas diagnósticas de especies Se detalla la identidad de las variables que fueron
diagnósticas para los taxones indicados, indicando. en la pn‘mera fila, dentro de qué nivel de
ploidía (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 van‘able (var)
diagnóstica y en negn'ta (%) se indica la probabilidad de acertar al utilizar dicha variable como
¡ndicativade ese taxón dentro de los gmpos de ploidías correspondientes.

AFLP 2x
Taxon Var

S. chacoense 33

S. microdontum 55

S. phureja 191
S. gourlayí 92

Huinkul 82

AFLP 4X6X
S. gourlayi 3
S.aplocense 169

AFLPxx
Taxon Var

S. chacoense 33
S. microdontum 55
S. commersonii 70
S. commersonii 223
S. microdontum 55

S. acaule A 46
S. acaule 52
S. acaule 167
S. acaule 168
S. acaule 171
S. acaule 180
S. ventun'i 7
S. ventun'i 15
S. ventunl 23
S. ventun'i 142

S. kurüianum 52
S. megistacrolobum 91
S. megistacrolobum 187

S. vemei 18
S. vemei 155
S. vemei 156
S. vemei 211

S. spegazzinii 227
S. spegazzinii 244__
S. spegazzinii 230

S. phureja 191
S. gouflayi 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

RF LP XX
Taxon Var

S. chacoense 87
S. commersonii 58

S. ventun'i 8
S. ventun'i 59
S. vemei 23

S. phureja 26

%
90

68
98

96

SSR 2x u
Taxon Var °/o

S. chacoense 68 90

S. infundíbullífonne 98 92

S. spegazzini 46 94
S. ventun'i 36 90

Tomate 85 92
S. phureja 63 94

SSR4X6X
S.aplocense 129 95
Tomate 29 95

SSR XX
Taxon Var %

S. chacoense 68 90
S. infundibullíforme 98 92

Huinkul 66
Lycopersicum 29
Lycopersicum 85 92
S. Spegazzini} ___ 46 94

S. ventun'i 36 90
S.commersonii 35
S.commersonii 57
S.commersonii 83

S.veme¡ 3
s.vemei 7
S.veme¡ 51
S.veme¡ 52
S. vemei 131
S.acaule 58

S. phureja 63 94
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Huínkul 82 98

De particular interés resulta la aplicación de los marcadores para la clasifica­

ción 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 INTAde Balcarce. Por lo tanto, los datos de AFLP, RFLP y

SSR confirman su ubicación taxonómica. Un dato más que soporta esta con­

firmación, es Ia pérdida, en todas las entradas evaluadas, de un sitio EcoRl 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 análisis de agrupamiento de forma inversa, es decir viendo la

asociación entre las variables según 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. Asociación de las van‘a­
bles utilizando el índice de Jaccard y UPGMA. (Método R de análisis). Bandas con similitud
absoluta, (1) constituyen bandas diagnósticas A: bandas diagnósticas para las especies diploi­
des y B: bandas diagnósticas para las especies tetraploides

RFLP RFLP

Técnicá R (diploides) Técnica R (Poliploitles)

pg;
——cEt[—I—I—ïr¡llirllñrllliiil

0m 015 0.9 015 Im IIIIIIIIIIIIIIIIIIIÏ]
CM 000 015 0:0 015 Im
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Se observó entonces que la mayoría de las variables generadas me­

diante RFLP, no están relacionadas entre sí (similitud < que 0,75). Analizando

las variables que tenían similitudabsoluta (Tabla 44 A2 y BZ),se encontró 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 diagnósticas 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 diagnósticas del género Solanum respecto de Lycopersicum y

La banda 8 (sonda TG479, cromosoma 3) y la 59 (sonda TG245, cromo­

soma 1) fueron características de todas las entradas de S. ventun'i.

Por otro lado, en este taxón se perdió un sitio de restricción EcoRI en el

espaciador externo de los genes ribosomales respecto de todas las especies
analizadas como se mencionó anteriormente.

En la tabla 46 se detallan las variables y las sondas y cromosomas a los que

pertenecen y que resultaron diagnósticas de taxones y/o genotipos.



Tabla 46: Localizaciónde las bandas diagnósticas generadas mediante RFLP, en sus respecti­
vos cromosomas. En la pn'mera columna se indican los taxones, en la segunda el cromosoma
donde se localizan las variables, en la tercera, el nombre de la variable, en la cuarta el nombre
de la sonda de Ia genoteca de Comell, en la quinta estado de la banda (propiedades) de ta
banda, si está presente, ausente o es única y en la sexta, el grupo citológico que permitió su
detección (diploides,(2x), tetraploides (4x) y todos los citotipos (xx)).

Especie y/o indivi- I Cromosoma I LVariables I l Ioci J I Banda I Grupo de
duo análisis

L. esculentum | 6,8, 4,1 | 13. TG482(6 )TGS10(8) | única l >0t
14,19,20,22,2 TGS74(4) TG245(1)

4,43,57

r L. escu/entum l l 2 J 28, 30 I ausente I I 2x

f L. escu/entum | | 3, 3.4, 1, 11 | 2, 15, 27. | única ] L 4x
2, )

I L. esculentum I I 3,6, 4, 1, 12j 3, 10, 25, TG482(6) I ausente I I 4x
39,42. 50 TGZ45(1)

S. acaule 7648 única

S. chacoense 4810 29 única

S. chacoense 7309 única

S. commersonii 67 única
7270

L. escu/entum [ 6,8,4,1 1 13,14.19.2o,2 TG482(6). | única J | XX
. TGS10(8),TGS74(4)

TG245(1)

s. phureje l 10.8 ] l 40.47 | TG408(10) TGS10(8) | única | | 2x

S. tuberosum ssp I 2 I l 32 I ITS(2) I única I I 4x
andígena 483

s. ventun'i | 3. 1 I | e. 59 | | TG479(3) TG473(12) ] | única 1 [ xx

Las bandas diagnósticas de tomate se ubicaron en los cromosomas 6,8,4,1
considerando el máximo número de individuos de Solanum. En los otros taxo­

nes, los fragmentos discriminantes pertenecieron a uno y hasta dos cromoso­

mas. S. ventun'i,fue la única especie que tuvo bandas diagnósticas respecto de

todos los individuos, junto con S. chacoense 7309 y S. commersonii 7270.



DISCUSIÓN



El interés de los sistemáticos en proponer clasificaciones genealógicas (filoge­

néticas) radica en que Ia filogenia es la principal causa de las similitudes y dife­

rencias entre organismos. Esto quiere decir que si dos especies cercanas com­

parten características similares, es más probable que esto se deba a haber he­

redado esas características de un ancestro común, que a dos adquisiciones

independientes de características idénticas (Goboloff, 1998). El interés en el

conocimiento de la genealogía, radica en que mediante él, Ia transmisión de la

informaciónsobre 'Ias características de los organismos clasificados podría rea­

lizarse con mayor eficacia/eficiencia. Mediante las herramientas utilizadas en

este trabajo se pretende un conocimiento más acabado del grupo de especies

aquí 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/taxonómicos mediante el análisis de la variabilidad

de los genes ribosomales.

1.EVALUACIONES FENOTÍPICAS

La información recopilada del banco de germoplasma, refleja la importancia

que tienen estas colecciones así como también el interés particular que tiene,

para el mejoramiento, una adecuada evaluación 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 características distintivas:

o Elevada variabilidad en la especie S. chacoense.

o Escasa producción de flores de S. commersonií y S. vernei (en las condi­

ciones deI ensayo).

o Escasa liberación de polen del grupo.

o Elevada producción de tubérculo.

o Susceptibilidad generalizada a Pseudomonas solanacearum.

o Existencia de plantas resistentes e inmunes a Vertici/Ilumspp, en S. cha­

coense, S. commersonii, S. kurtzianum, S megistacrolobum y S. oplocense.

o La alta susceptibilidad a PLRV, con excepciones en S.acau/e, (del Vas, te­

sis), S. kurtzianum y S. tarijense.
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o Varios genotipos con resistencia al taladro de la hoja (Empoasca fabae) y a

nematodes (Me/oidogyne (hapla Nematode)).

Esta informaciónrefleja, fundamentalmente, que los evaluadores se concentra­

ron en describir características de interés agronómico, por lo que los datos

pertenecen a caracteres fuertemente influídos por la selección natural o artifi­

cial. Estos datos no reflejan adecuadamente Ia variabilidad genética integral del

germoplasma más que para aquellos caracteres para los que fue evaluada.

Para obtener una informaciónmás precisa se requiere de la evaluación de ca­

racteres primariamente neutros frente a la presión selectiva como los aportados

por trabajos como los de esta tesis. Se podrá argüir que esta información

aporta un interés más bien teórico, de poca utilidad agronómica. Sin embargo,

la probabilidad de encontrar en una muestra de germoplasma variantes para

algún carácter de interés no evaluado hasta ahora estará relacionado con la

variabilidad genética global del genoma la cual ayudará, además, a seleccionar

un grupo representativo de genotipos para realizar análisis que no pueden rea­

lizarse sobre un gran número de muestras. Además, la combinación de ambos

tipos de informaciones permitirá el diseño de cruzamientos controlados, con el

fin de mapear genes de interés que aún 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 a/., 1996) y a modo de ejemplo pueden citarse:

Gro1 (resistencia al patotipo R01 de Globodera rostochiensis, crom 7)

Rx1 y Rx2 (resistencia a PVX,crom 12 y crom 5 respectivamente)

R1 (resistencia a Phytophtora ¡nfestans, crom 5)

R3 (resistencia a PhytOphtora ¡nfestans, crom 11)

H1 (resistencia al patotipo R01 y R04 de Globodera rostochíensis próximos al

locus Rx2, en el crom 5)

Proteina de almacenamiento (10-15 copias en el corm 8)

Color de la flor (3 Iocr)

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

indicó anteriormente, la mayoría de las propiedades de interés agronómico,

están controladas por numerosos genes. El estudio de los caracteres cuantita­

tivos (QTL o Quantitative trait Iocr)mediante marcadores moleculares, permitió

determinar que los mismos no estaban determinados por múltiples genes con

efectos relativamente pequeños e iguales (Falconer, 1993), sino que un gran

número de caracteres cuantitativos estaba determinado por varios loci 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 búsqueda de nuevas variantes alélicas o loci no

detectados aún, como ocurrió con los claros ejemplos de mejoramiento en to­

mate, utilizando el análisis de QTL en retrocruzas avanzadas (Fulton et al,

1997). Mediante la estrategia de efectuar cruzamientos con germoplasma sil­

vestre, seguida de numerosas retrocruzas y evaluación de estos caracteres

cuantitativos, fue posible por ejemplo, localizar variantes alélicas de la especie

silvestre L. Hirsutum que incrementaron los valores de productividad, sólidos

solubles y color de fruto. (D. Bernacchi en preparación). Por otro lado, se intro­

dujeron alelos (genes) de L. pimpineI/ifolliumpara incrementar el tamaño del

fruto, a partir de esta especie, que posee frutos muy pequeños. Aproximada­

mente un 50 % de los nuevos genes (alelos) hallados, fueron únicos en las es­

pecies silvestres analizadas. Un ejemplo similarpuede mencionarse para arroz,

que gracias a esta metodología (análisis de QTL en retrocruzas) fue posible

introducirdesde 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 número de entradas exóticas que existen en los bancos

de germoplasma y el limitado número de recursos y tiempo disponible, es ne­

cesario maximizar la chance de encontrar nuevas variantes alélicas y genes

útiles para mejorar tanto la base genética de los cultivos en general, como para

incrementar las posibilidades de cada uno. Por lo tanto, el análisis de variabili­

dad que se realiza en este trabajo, permitiríaseleccionar 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.DIFERENCIACIÓN CITOLÓGICA

2.1 .CARIOTIPOS

Las evaluaciones citológicas permitieron detectar los citotipos diploides

(2n=24), los tetraploides (2n=48) y hexaploides (2n=76). En oportunidades

aisladas se observaron aneuploidías, fenómeno 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, parámetro que fue de gran utili­

dad en Festuca y E/ymus. Los cromosomas más largos fueron los de S. ¡nfun­

dibu/Iiforme, S. gour/ayi y S. tarijense y los más pequeños los de S. vernei, S.

spegazinii y S. venturii. Las tres primeras especies pertenecen a distintas se­

ries taxonómicas (Cuneolata, Tuberosa ¡iiy Yungasensa (Hawkes, 1990)) y las

últimas tres a la misma Tuberosa iii.Por lo tanto, el criterio de morfología de los

cromosomas, no se adecuaría a la clasificación en series, al menos entre los

que poseen mayor tamaño.

La comparación con los cromosomas descriptos por Pijnacker y Ferwerda

(1984) para S. tuberosum ssp tuberosum, parece indicar que las especies aquí

analizadas suelen tener un número relativo mayor de cromosomas metacéntri­

cos (con algunas excepciones), sin embargo la morfología y el tamaño del pri­

mer par cromosómico concordaron con la descripta para esa variedad de papa.

También la presencia de la constricción secundaria, cuando pudo ser observa­

da, se ubicó en el segundo par cromosómico descripto.

Contrariamente a lo esperado, la existencia de un agrupamiento ("cluster") de

genes ribosomales SS (mapeado tanto en papa como en tomate en el cromo­

soma 1) no estuvo acompañada de una constricción secundaria detectable en

estos genotipos.
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Si bien el estudio de los cariotipos no evidenció grandes diferencias dentro del

grupo (como ocurriera en otros casos, como en los géneros Oxalis, Festuca,

E/ymus), se detectaron algunas variaciones de tamaño de cromosomas que

pudieron ser correlacionadas positivamente con el contenido de ADN (Tabla 14

y Fig. 8).

El análisis 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 condensación. En rigor, ninguna de las dos

condiciones se cumplen totalmente, ya que es muy difícilconstatar que la con­

tracción de los cromosomas sea la máxima, y por otro lado existen evidencias

de que la morfología de los cromosomas cambia dinámicamente durante los

estados de la metafase mitótica, al menos en Hordeum (Fukui y Kakeda, 1994),

por Io tanto hay que ser cuidadoso con las conclusiones que se deriven de es­

tos datos. No obstante, en la literatura, se considera que la utilización de agua

fría como pretratamiento para lograr la contracción cromosómica, no produce

efectos artificiales'en la morfología de los mismos (Iijima y Fukui, 1991). Por lo

tanto relativizando esos valores de longitud, como ocurre con los estimadores

que son cocientes de ellas, las conclusiones serán más certeras. Sin embargo,
dado el escaso tamaño de los cromosomas el error en las mediciones es ele­

vado, contrastando con lo que ocurre en otros sistemas, donde este tipo de

estudio proporcionó información altamente confiable de gran valor para la ca­

racterización de estas entidades (como por ejemplo Festuca y Oxalis). Por lo
tanto, en el caso de Solanum, debe recurrirse a otras herramientas más preci­
sas.

2.2.CONTENIDO DE ADN

La utilización de la microdensitometría conlleva a la imprescindible elección de

un testigo de referencia. En este caso en particular, la utilización de los eritro­

citos de pollo como patrones, no resultó de utilidad. Se observó que los eleva­

dos valores de los CV de los genotipos evaluados se debieron al testigo que se

utilizó.Según 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 ADNrespecto de las de las
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especies analizadas, mostró un comportamiento coherente, reflejando correc­

tamente las variaciones en los procesos de fijación y tinción de los preparados
como se muestra en el valor del coeficiente de correlación de la tabla 10.

Los contenidos de ADN, mostraron una distribución continua entre las distintas

especies. Las especies diploides que están en los extremos de distribución han

sido clasificadas en la misma serie taxonómica Tuberosa (Hawkes, 1990). Sin

embargo, ya es un hecho conocido que esta serie está formada por especies

de muy diferentes orígenes, por lo que esta observación no se contrapone con

su validez evolutiva sino que confirma otras evidencias de heterogeneidad ta­

xonómica.

Si se considerara a las especies como representantes de series, podría decirse

que la serie Tuberosa difiere en contenido de ADN de la Megistacroloba y Yun­

gasensa y Ia serie Commersoniana de Yungasensa y Tuberosa.

Esta generalización se ve indirectamente apoyada al considerar que distintas

entradas de diferentes ubicaciones geográficas mostraron igual contenido de

ADN.Por ejemplo cuando se analizaron las diferencias entre dos entradas de

S. chacoense que pertenecen a distintos lugares geográficos, como así tam­

bién entre dos entradas de S. tuberosum ssp. andígena de diferente habitat, no

se observaron diferencias significativasdentro de cada especie. Además, como

se verá más adelante, los datos de agrupamientos derivados del análisis de

AFLP, también apoyarían la existencia de estas entidades taxonómicas, por lo

que el contenido genómico podría ser propuesto como criterio de clasificación.

En cambio, Ia comparación entre las dos subeSpecies de S. tuberosum, mostró

diferencias significativas. Esto podría reflejar la diferenciación 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 inclu­

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 i

0,08 pg (Jacobsen et aI., 1983) en donde analizó 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 ADNde 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

bico/or y con resultados controvertidos para Vicia faba (Greilhuber y Ebert,

1994)

Dada la experiencia adquirida en cuanto a las características de la coloración,

las diferencias entre los tratamientos de hidrólisis, utilización de controles ade­

cuados, en este trabajo se midieron conjuntamente con el patrón 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 último sea

el mínimo 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. berthau/tii, su conteni­

do fue estimado en 1,74 pg por Arumuganathan y Earle, (1991), S. me/ongena

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 vínculoentre todas las especies y que fenómenos de

"explosión del contenido de ADN repetitivo", no se evidenciaron en este géne­

ro como mecanismo de evolución preponderante

En Lycopersicum (género altamente relacionado a Solanum), se han descripto

valores de 2,0, 3,9 y 5,1 pg para el tomate común; y para especies silvestres

relacionadas como L. hirsutum, L. pimpine/Iifo/ium, L. racemíf/orum 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 aquí estudiadas pero notándose gran variabilidad en las variedades

mejoradas. Este fenómeno concuerda con lo evaluado en este trabajo, res­

pecto a las diferencias entre el cv. Baraka y la subespecie S. tuberosum ssp

andigena.

Los contenidos mencionados en Solanum y Lycopersicum están dentro del

mismo rango u orden de magnitud, sugiriendo que esta característica no sufrió

grandes cambios en estos dos géneros (conocidos por estar estrechamente
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relacionados desde el punto de vista filogenético). Esta conservación intergené­

rica indica que la variación en el contenido de ADNno es un mecanismo central

en la evolución y diversificación 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 más altos, como por ejemplo de 5,4 pg para los citotipos diploides (2n=24)

de N. othopora, de 4,8 pg para N. paniculata y de 10 y 12,5 pg para N. tabacum

(4x). También el género Capsicum, tanto en las especies cultivadas como sil­

vestres, mostró un contenido de ADNmayor que Solanum (de 8 a 12,9 pg para

formas diploides de 2n=24). Ambos géneros (Nicotiana y Capsicum) están filo­

genéticamente más alejados de Solanum que Lycopersicum. Mientras Solanum

y Lycopersicum tienen mapas genéticos casi idénticos (los mapas comparati­

vos entre ambos sólo 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 basándose en la homología de

los clones utilizados, se observó que apenas un 31 % del genoma está conser­

vado entre estos géneros (Pillenet al.,1996),

Para estudiar las variaciones en el contenido genómico que acompañaron el

fenómeno de poliploidizaciónse estudiaron las relaciones por genoma haploide

de los diferentes citotipos de las mismas especies. Cabe mencionar, que se

detectó un individuotetraploide de S. ventun'ientre las muestras analizadas. Si

bien, S. venturii, no posee otros citotipos (Hawkes, 1990), hay que destacar la

gran capacidad de formación de gametas no reducidas característica de este

grupo de especies. No obstante deberían analizarse más individuos para des­

cartar un posible error.

Los valores de contenido genómico en los citotipos poliploides no arrojaron

múltiplosexactos de los valores genómicos haploides. El hecho que los conte­

nidos de ADN por genoma haploide difieran (tanto por aumento como por dis­

minución)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 ploidías como

Tradescantia (Martínez y Ginzo, 1985), Bulnesía (Poggio y Hunziker, 1986),
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etc. En cambio en algodones alotetraploides, las diferencias fueron muy pe­

queñas.

Actualmente existen listas de contenidos de ADN de más 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 ploidía, no presentan o es muy escasa la varia­

ción en su contenido de ADN,como son los casos de Hordeum, Avena que son

monocotiledóneas. El género aquí estudiado (Solanum) sería un ejemplo para

dicotiledóneas a contrapunto de otros géneros de dicotiledóneas como La­

thyrus, He/¡antus, Viciay Crepis que presentan variaciones de hasta 9 veces.

3.CONSTRICCIONES SECUNDARIAS Y GENES RlBOSOMALES

Los estudios de taxonomía y evolución utilizando a estos genes, se llevaron a

cabo en numerosos taxa. Específicamente 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 único sitio dentro de la

unidad de repetición en tándem, proporcionaron información acerca de la va­

riabilidad de los tamaños, atribuidos usualmente a cambios en el número de

subrepeticiones en el espaciador externo. Esto se comprobó aquí principal­

mente en Southerns con la enzima Bglll, que en el género Solanum mostró po­

seer un sitio adicional respecto a Lycopersicum ubicado, justamente, en el es­

paciador externo. Los tamaños estimados para la unidad de repetición fueron

de 8,6 kpb a 10,5 kpb según la especie y siendo más 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 resolución, (mediante Ia enzima EcoRV) se encontraron,

para ciertas entradas de las especies S. kurtzianum, S. Spegazzini,

S.tuberosum ssp tuberosum, S. tuberosum ssp andígena y S. chacoense la

coexistencia de varias bandas (entre 2 y 4). Con la misma enzima, también se

detectó la presencia de al menos dos tipos de subunidades en algunos de es­

tos casos. Las intensidades de radiactividadasociadas a estas bandas super­

numerarias y sus tamaños relativos respecto a la banda principal fueron varia­
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bles indicando heterogeneidad en la composición de las unidades de repetición

en los agrupamientos o clusters. Por muy sorprendente que sea esta falta de

homogenización de las secuencias, la misma ya fue descripta para varias es­

pecies incluyendo Solanum (Borisjuket al, 1993,1994). Se descarta la presen­

cia de otros agrupamientos de estos genes fuera del cromosoma 2 porque no

fueron evidenciados en los análisis de segregación 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 atribuira por lo menos dos causas:

1) La pérdida de algún sitio de restricción de algunas de las subunidades den­

tro del espaciador intergénico ya sea por mutación o, más probablemente, co­

mo consecuencia de metilación. Bglll tiene citosina en el sitio de corte,

5'AGATCT3', y su actividad se ve inhibida por metilación de ese residuo. A me­

nos que el fenómeno de metilación sea consecuencia directa de la secuencia,

no se trataría de variación de la presencia del sitio, sino inhibición del mismo.

Un fenómeno que se ha explicado en la literatura y que favorecería la metila­

ción de C, es la presencia de CG a continuación de los motivos reconocibles

por las enzimas. Este mismo evento se menciona para el caso de EcoRI. Estas

unidades carentes del sitio Bglll adicional se asemejarían a la situación de to­

mate donde existe un único sitio para esta enzima, pero resulta difícilhípoteti­

zar si esta variante minoritaria es un relicto evolutivo previo a la separación de

ambos géneros o una convergencia evolutiva.

2) La deleción (o duplicación) de las subunidades de repetición del espaciador

intergénico o, más probablemente, la presencia de subunidades de distintas

composiciones nucleotídicas y tamaños (ya que Ia suma de los fragmentos ge­

nerados por Bg/ll(para una entrada determinada) no siempre concuerda con el

tamaño de la subunidad completa (que no tiene sitio de restricción en el espa­

ciador)). Dichas diferencias oscilaron desde 0,1 a 0,7 kpb, dentro de cada en­
trada.

La región responsable de este comportamiento variable pudo ser localizada en

el extremo 5' del espaciador gracias a las hibridaciones diferenciales con la

sonda codificante 'para el rRNAde 288 y los resultados de digestión con la en­

zima Bglll recién, mencionada y Dral. Esta otra enzima (Dral) permitió confir­
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mar Ia variabilidad de la porción 5' del espaciador externo. La misma posee al
menos 3 sitios dentro de la subunidad.

A pesar de Io dicho, con la excepción de las especies mencionadas (S. cha­

coense, S. kurtzianum, S. Spegazzini, S.tuberosum ssp tuberosum, S. tubero­

sum ssp andigena), el resto mostró un solo tamaño de subunidad.

Dentro de los polimorfismos de sitios de restricción, una enzima que mostró

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 observó una

alta conservación de dichos sitios en las porciones codificantes. En todas las

entradas de la especie S. venturii se comprobó la pérdida de un sitio en la re­

gión mencionada (extremo 3'del espaciador, próximo al 17S).

EI sitio EcoRl de del extremo 5'del 25S, evidenció estar ausente o inactivado

por metilación 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 metilación es

muy alta ya que datos de secuenciación en tomate, (Kiss et al, 1989) mostraron

que este sitio GAATTCestá seguido por CG y que propiciaría la metilación.

En todas las entradas de S. venturii y en S. microdontum (7530) se observó,

además, que existían fragmentos de aproximadamente 5 kpb que no hibrida­

ban con el 258 y que estaban ausentes en las demás especies, salvo algunas

de ellas, pero con señal muy débil (los mismos fragmentos se han descripto

para L. pennellii, (Vallejos et al 1988)). Al hibridar con IGS, se comprobó que

los fragmentos de 5 kpb contienen al espaciador externo, además se corroboró

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 Ia posible metilación, dejan su contraparte en el espaciador

tambien con 0,1 kpb alternativos, esto debería hibridar con el espaciador ex­

terno y se detectarían bandas que explicarían la presencia de fragmentos con

0,1 kpb de diferencia, produciendo, al menos, bandas más anchas. EI hecho de

no detectar estos fragmentos, se contrapone a Ia hipótesis de Borisjuk (1994),

que propone la existencia de Io dos sitios posiblemente metilados del 3' del

258. En cambio, la ausencia de estos fragmentos 0,1 kb podrían sugerir la
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existencia de dos tipos de subunidades con tamaños que difieren en 0,1kb, en

lugar de la metilación (ver Fig. 22).

Sorpresivamente, fragmentos de idéntico tamaño 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 mutación (evolución). 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 (Martínez, 1997: Marcucci Poltri, 1996). Por lo tanto, el

hecho de suponer que casi todos sitios están involucrados en regiones no codi­
ficantes es bastante correcto.

Los RFLP detectan fundamentalmente rearreglos (pequeñas deleciones, inser­

ciones, inversiones) sobretodo cuando se usan enzimas de restricción que re­

conocen 6 bases (y no 4, por ejemplo),(no en el caso de los genes ribosoma­

Ies) y las regiones afectadas son fundamentalmente no codificantes (intrones y

secuencias intergénicas) pero más 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 I_aaparición de A y T, que

de G y C porque debido al fenómeno de metilación de citosinas tiende a haber

más transversiones CG a ATque alrevés.

La velocidad de mutación de los marcadores de tipo SSR, está gobernada por

otro mecanismo distinto a los otros 2 (recombinación desigual y deslizamiento

de la DNApolimerasa). Además, las presiones de selección de cada uno de los

microsatélites evaluados, puede ser variable, ya que algunos, se obtienen a

partir de secuencias publicadas, que corresponden a regiones genómicas pre­

sentes en los genes aunque rara vez sean codificantes.
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La evaluación de todo el genoma mediante marcadores moleculares se desa­

rrollóempleando 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 Ia sección anterior, resultan bastante complejos para estudios de

variabilidad genética en este género, y no obstante la gran información genera­

da, se está analizando únicamente una porción limitada del genoma localizada

en el cromosoma 2, por lo tanto no se consideraron en el análisis de agrupa­

miento. Para no generar información 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), sólamente una combinación sonda­

enzima fue considerada para los posteriores análisis mediante RFLP con son­

das representativas de todo el genoma.

Los AFLP mostraron un alto número de variables de posición desconocida. Si

bien no puede asegurarse la distribución homogénea por todo el genoma y

menos la cobertura total del mismo, el reciente catálogo de marcadores publi­

cado por Roupe et al. (1998), conteniendo la distribución de marcadores en el

genoma con sus respectivas posiciones en el mapa sugiere que, si bien hay un

agrupamiento con localización preferencial de algunos de ellos en determina­

dos cromosomas, se observó al menos un locus representativo de cada grupo

de ligamiento para cada combinación de oligonucleótidos ensayada. La alta

capacidad de multiplex de los AFLP permitió que se evaluaran aproximada­

mente 250 loci con tan sólo 4 combinaciones de oligonucleótidos.

Los microsatélites utilizados, hasta el momento no han sido mapeados, y en

consecuencia se desconoce su ubicación cromosómica. Si bien el número de

combinaciones de oligonucleótidos específicos evaluados es de 7, se observó

que al menos uno (8010) evidentemente es multilocuspara muchas de las en­

tradas analizadas, aunque no se sabe a cuántos loci totales involucra. Esto fue

así aún en S. phureja, S. tuberosum ssp. andigena, especies más 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, sólo esporádicamente se ob­

servó mayor número de bandas que las esperables de un solo locus (tabla 26).

Esto podría explicarse considerando que los microsatélites fueron desarrolla­

dos a partir de un cultivarde papa y que los loci supernumerarios presentes en

el genoma de las especies silvestres se perdieron durante la domesticación de

la papa

Una observación interesante es el bajo número relativo de alelos diferentes

observado en las OTUs hexaploides (S. op/ocense) respecto del resto de las

entradas poliploides evaluadas. Esto se podría explicar por poca antigüedad

evolutiva de la especie (como ocurre en el trigo hexaploide), por una alta tasa

de fijación de alelos (esta especie es autógama con un alto porcentaje de mul­

tiplicación vehiculizada por semillas botánicas), o bien presentan alelos nulos

no detectados en los cromosomas homeólogos que podrían indicar mayor di­

vergencia entre los genomas que le dieron origen.

Las especies tetraploides (también autógamas), en cambio, presentaron un alto

grado de heterocigosis en los cromosomas homeólogos.

Los indices de contenido polimórficode AFLP y RFLP no mostraron diferencias

significativas entre ellos, y tampoco cuando se compararon los diploides vs. los

poliploides (Tabla 37), esto último a pesar de la diferencia entre el número de

genotipos analizados en cada grupo (1200 cromosomas en los 50 genotipos
diploides vs 936 cromosomas en los 16 genotipos poliploides). Esto podría es­

perarse si se consideran genomas de 24 cromosomas alopoliploides, totalizan­

do 40 "unidades diploides de genoma".

Los valores de los índices de contenido polimórfico de AFLP fueron compara­

bles a los reportados recientemente en papa cultivada (Milbourneet 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 índice detectado en una población de mejoramiento formada por 40

clones de Eucalyptus dunnii (originario de una limitada región de Australia

(Marcucci Poltri et al, 1998 datos no publicados) a pesar de tratarse de una

única 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 máximo de PIC que puede obtenerse cuando hay únicamente dos alelos,

es de 0,5 y dicho valor se alcanza únicamente cuando el 50% de los individuos

presentan la banda.

En el caso de los microsatélites evaluados, el valor de los índices 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 evaluación del microsa­

télite 8026 de papa, que mostró un índice de 0,04 (disminuyendo el promedio

en forma considerable).

Los coeficientes de similitudpromedio dentro de especies fueron comparables

en los dos niveles de ploidía y con los tres marcadores utilizados. Los valores

más altos de similitud se obtuvieron con AFLP, luego siguieron los generados

por RFLP y por último 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 mutación a la

que están sometidas estas últimas secuencias. También hay que destacar que

dentro del grupo se observó la presencia de alelos nulos, que podrían indicar

disimilituden las regiones colindantes a los motivos de repeticiones, o ausencia

de los loci, por rearreglos genómicos.

AI 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 podría indicar el tipo de
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variabilidadque cada marcador es capaz de detectar, ya que los RFLP detec­

tan rearreglos (inserciones, deleciones, translocaciones); los microsatélites,

cambios en el número de repeticiones y los AFLP fundamentalmente, mutacio­

nes puntuales, y en fragmentos pequeños 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 evaluación utilizados se midie­

ron mediante eI coeficiente de correlación 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 información

(526 variables, 273 loc1).La topología de los árboles generados de esta forma,

no mostró diferencias con los individuales.

En este caso, en donde se utilizandatos que provienen de distintos segmentos

genómicos que probablemente no posean la misma velocidad de mutación, no

sería del todo correcto la utilización de UPGMAcomo 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 similitudque entre especies.

4.3.TOPOLOGÍA DE LOS DENDROGRAMAS

El reloj molecular plantea una tasa de evolución (tasa de mutación) constante

en el tiempo. Asumiendo marcadores ubicados en regiones no codificantes,

esta hipótesis debería ser cierta, porque no hay una presión de selección que

los lentifique(como es el caso de las secuencias conservadas ribosomales o

genes que codifiquen para propiedades morfológicas, sujetas a distintas pre­

siones de selección). Bajo este supuesto, la aplicación del UPGMA para la

construcción de los árboles 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 mutación, se plantea una posible limitación a la utilización

de UPGMAcomo algoritmo para establecer las relaciones entre los taxones.

4.3.1.APLICACIÓN DEL MÉTODO DE UPGMA

En términos generales, todos los genotipos de una misma especie se agrupa­

ron con similitudesmayores que con las demás especies.

La posición de Lycopersicon esculentum, como grupo externo fue correspondi­

da con las tres tecnologías.

Utilizando UPGMA, S. commersonii formó un agrupamiento que la unió al resto

de los taxones con menor similitud, tanto para AFLP como RFLP. Con SSR, las

ramas del árbol resultaron muy próximas y no podria afirmarse con certeza que

la similitud sea la más baja con el resto de los taxones. S. commersonii está

considerada como la especie menos evolucionada del grupo, según Hawkes

(1990) y Hawkes y Jackson (1992).por lo tanto, los AFLP y RFLP estarían apo­

yando a dicha hipótesis. S. gonioca/yx y S. phureja, también se agruparon con

ambas metodologías, no así con SSR.

EI cultivar Huinkul, mostró distintas posiciones según la técnica evaluada, sien­

do la más coherente con los datos de orígen de los cultivares Ia que la posicio­

na junto con S. phureja y S. goniocalyx, ambas especies cultivadas y que

aportaron parte de su genoma en programas de introgresión de caracteres en

la papa común (S. tuberosum) después de cruzamientos amplios. Esta situa­

ción se registró con los AFLP.

La posición de Lycopersicon, fue claramente la de un grupo externo (outgroup)

con las tres tecnologías. En cuanto a Ia clasificación en series, sólo se respetó

dicho orden en el dendrograma de AFLP, agrupa’ndose con mayor similitud las

entradas de S. chacoense y S. tan'jense, actualmente 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 similitudentre ellas con las tres tecno­

logías. S. acaule reflejó mayor similitud dentro, que S. gour/ayi, a pesar de que
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esta última eSpecie estuvo representada por sólo dos entradas, y pertenecien­

do a distintas ubicaciones geográficas. El grupo externo (tomate). se comportó

como tal, en los fenogramas de AFLP y RFLP. no así en SSR. En este punto

hay que destacar, que en las condiciones de apareamiento ("annealing") de los

oligonucleótidos, casi no se observaron amplificaciones indicando alta especifi­

cidad de secuencia.

Los clones de S. tuberosum ssp andígena, se ordenaron de diferente manera y

no mostraron asociación alguna con otras entradas pertenecientes a la región

de colección. Asimismo, sus asociaciones con Huinkul no respetaron a un ge­

notipo determinado.

Toda esta información, está gobernada por el número de /oc¡que se evaluó con

cada herramienta y tiene distinto peso, al considerar las comparaciones entre

ellas. Obviamente, los 250 /oc¡ analizados con AFLP, a pesar de ser una tec­

nología de visualización dominante, superan ampliamente la cobertura genómi­

ca respecto de los 14 loci de RFLP y de los 7 microsatéiites evaluados, a pesar

de que el número de variables fue de 80 para RFLP y de 160 para SSR.

4.3.2.APLlCAClÓN DEL MÉTODO DE NElGHBOR-JOINING

Cuando se construyó el árbol empleando el algoritmo de Neigbor Joining a par­

tir de las matrices de distancias generadas mediante el complementario del

índice de Jaccard, las especies S. chacoense y S. tar/'jense, ambas considera­

das dentro de la serie taxonómica 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 sección de la clasificación

En el caso de S. commerson¡¡_que pertenece a la serie Commerson/ana, la

hipótesis evolutiva de su clasificación la ubica dentro de las más primitivas del

grupo. Ésta, fue ubicada como más distante del resto de las especies, en los

arboles construidos a partir de AFLP y RFLP como se mencionó anteriormen­

te; y en el caso particular de la utilización de NJ, también mostró mayor diver­

gencia del grupo pero solamente en el caso de RFLP (datos no mostrados).



CONCLUSIONES



CARIOTIPOS Y CONTENIDO DE ADN

o Si bien el estudio de los cariotipos no evidenció diferencias conspicuas, se

detectaron variaciones de tamaño de cromosomas que pudieron ser corre­
lacionadas con el contenido de ADN.

o El contenido de ADN de las especies diploides varió 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.

o En el proceso de poliploidizaciónno se conservarón los contenidos origina­

les de ADNde los genomas haploides.

o El número de organizadores nucleolares (NORS) aumentó proporcional­

mente a la ploidía, indicando que en este grupo taxonómico no se produjo

el fenómeno de inactivación de los mismos.

VARIABILIDADDE LOS GENES RIBOSOMALES

o Polimorfismos de longitud

o Los tamaños de las unidades de repetición pudieron ser estimados con

las enzimas Xbal, EcoRV y Bg/II(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).

o Se registró variabilidad intraespecífica en estos tamaños en todas las

especies analizadas y se demostró que esta variabilidad está funda­

mentalmente localizada en Ia porción 5'del espaciador intergénico.

o En algunos casos el grado de variabilidad fue tan grande que se la en­

contró entre individuos pertenecientes a la misma entrada como fue el

caso de S. chacoense.

o Fué posible detectar heterogeneidad evidenciada por la existencia de

por lo menos dos tipos de subunidades en algunos taxones con Xbal y
otras enzimas.

o En contraste, se registró un alto grado de conservación relativa en S.

commersonii.
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o Polimorfismos de restricción:

. Se detectaron polimorfismos para la porción 5’del IGS y el sitio Dral,

ubicado en esa región estuvo ausente en algunas subunidades de

todas las entradas de S. tar/'jense, a excepción de (Oka 5633); S.

gour/ayi (Oka 5421 y Oka 7680); todos los clones de S. tuberosum

ssp andígena y Huinkul MAG (a excepción del clon 483), S. gon/oca­

/yx, S. verrucosum y S. phureja.

. El sitio EcoRI mostró variabilidad de dos tipos: ausencia en el IGS y

metilación diferencial en la región 5' del 258. Lo notable para el resto

Ícs sit'c-sScar?! fue su conservación (corroboréndose la existencia(l)

de los dos sitios EcoRI en la porción 3'de la subunidad 258) salvo en

S. venturii donde se perdió el sitio EcoRl del espaciador cercano a la

unidad 17S en todos las subunidades que pudieran integrarla.

VARIABILIDAD DEL GENOMA

o Se utilizaron AFLP, RFLP y SSR para evaluar la variabilidad existente abar­

cando 272 /oc¡genómicos diferentes.

o Con las tres técnicas los genotipos pertenecientes a una misma especie se

agruparon con mayor similitudentre sí, que con los de otras especies y el gru­

po de control externo (Lycopersicon), se comportó como tal (mostrando menor

similitud con el resto del grupo).

o En cambio hubo discrepancias en los agrupamientos generados por los distin­

tos tipos de marcadores tanto respecto a la taxonomía clásica como entre sí.

o La mejor concordancia con la taxonomía clásica se logró mediante AFLP re­

sultando ser los marcadores que mejor describen las distancias interespecífi­

cas en los distintos grupos de ploidía e intergenéricas con respecto a Lycoper­

sícon. Los microsatélites resultaron más discriminativos para distancias genéti­

cas estrechas (intraespecíficas o interespecíficas si las especies están muy

relacionadas).

o Los índices de similitud entre los genotipos fueron comparables entre AFLP y

RFLP y menores que los de SSR.
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El número de alelos diferenciales entre el cultivar Huinkul MAG y los citotipos

diploides fue mayor que respecto de los poliploides.

Basándose en estos datos se podria proponer como criteriopara la conserva­

ción de germoplasma el mantenimiento de distintos números de genotipos to­

tales según las especies, conservando mayor número de aquellas entradas

pertenecientes a especies que ofrezcan mayor número de alelos distintos (no­

vedosos)

EI promedio de los índices de diversidad o indices de contenido polimórfico

entre los citotipos diploides y poliploides calculados con las distintas técni­

cas, no difiriósignificativamente sali/c para Pcs microsatélites.

Los índices de similitudcalculados con los tres sistemas utilizados resulta­

ron positiva y significativamente correlacionados, con valores promedios de

coeficientes de correlación de 0,57 para diploides y 0,73 para poliploides,

obteniendo los valores más altos las correlaciones entre AFLP y SSR inde­

pendientemente del nivel de ploidía.

Las especies con mayor homogeneidad (índices de similitud más próximos

y menores varianzas) fueron S. acau/e y S. venturii mientras que S. cha­

coense y S. gour/ayifueron las especies más heterogéneas.

Cuando se compararon los agrupamientos obtenidos se concluyó que los

resultados de AFLP evidenciaron en general, coherencia con la taxonomía
establecida.

o S. chacoense y S. tan'jense (ambas pertenecen a Ia serie taxonómica

Yungasensa) mostraron mayor acercamiento entre sí con AFLP y SSR.

Con RFLP, se intercalaron las entradas de ambas especies, indicando

mayor acercamiento genético aún.

o S. phureja y S. goníocalyx se unieron con papa comercial.

o Las entradas de S. microdontum ssp. microdontum se agruparon ma's

próximamente entre sí y luego con las otras dos subespecies, ma/mea­

num y giganotphy/um 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 cercanía ta­

xonómica.

o Las dos subespecies de Solanum tuberosum, se vincularon más estre­

chamente entre sí, que con el resto.

ASOCIACION DE VARIABLES

o Se individualizaron variables exclusivas de Solanum y Lycopersicum.

o Pudieron detectarse variables diagnósticas para casi todas las especies, y

se calcularon las probabilidades de ser utilizadas exitosamente como tales.

o Se localizaron bandas especificas de determinados genotipos fundamen­

talmente mediante SSR.

EVOLUCION DE LAS ESPECIES USANDO EL ALGORITMO DE "NElGHBOR
JOINING" Y DATOS MOLECULARES DE AFLP, RFLP Y SSR

o Se aplicaron ambos algoritmos de ligamiento (UPGMA y NJ) para estimar

el árbol filogenético, los cuales confirmaron algunos agrupamientos men­

cionados:

o A nivel de series, S. chacoense y S. tan'jense

o A nivel de subespecies las dos subespecies de S. microdontum y las

dos de S. tuberosum

o A nivel de especies, todas las especies y con ambos métodos de Ii­

gamiento.

o 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. andígena

o A nivel de localización geográfica: S. ventun'i 7618 y 7619; S. acau/e

5756 y 4005. S. tan’jense 5882 y 5889; S.acau/e 5756 y 4005, S. tubero­

sum ssp andígena 668 y 662.



S. commerson/i no mostró mayor divergencia con el resto de las especies.

(rechazando la hipótesis de Hawkes de considerar a esta especie mas pri­

mitiva)

El agrupamiento de S. chacoense y S. tarijense se mantuvo (aceptando la

hipótesis de clasificación en Series de Hawkes.

Los genotipos S. phureja, S. goonioca/yx y Huinkul MAGse agruparon.

S. commersonii, mostró distinta ubicación según el algoritmo utilizado (con

UPGMA,fue el grupo más divergente y con NJ, se intercaló con el resto de

los taxones.

S. gour/ayi y S. :ubercsum constituyeron un clado que difirió de S. acau/e.

mediante NJ, en cambio mediante UPGMA,S. gour/ayí se alejó del resto.

Las discrepancias entre ambos métodos, pueden deberse a que la ultrame­

tricidad supuesta para la utilización de UPGMA, no se cumple al utilizar to­

dos los datos de manera conjunta, debido a las distintas velocidades de

evolución de los fragmentos involucrados.

\ ll

Susana Marcucci Poltri Dr Horacio Esteban Hopp
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