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RESUMEN

Hibridos interespecificos y parentales de 11 craechilo Solanum quitoengey 2 de tomate de
arbol Solanum betaceumpertenecientes a programas de mejoramientoutiles andinos en
Colombia, fueron evaluados usando marcadores nlatesu COSII, para ser usados como
herramienta confiable para discriminar individuospeogramas de mejoramiento. Se encontraron
26 marcadores COSII polimérficos en lulo y 17 emadte de arbol en todas las poblaciones
analizadas. Los analisis UPGMA permitieron evidancina alta similitud genética dentro de las
accesiones con indices entre 0 y 0,05 tanto pdoaclbmo para tomate de arbol; a su vez,
permitieron seleccionar los hibridos 1H, 4H, 6H,\88H de lulo para analisis de madres probables.
Los andlisis UPGMA, PCA y frecuencias de parentptebables tanto en lulo como en tomate de
arbol fueron congruentes entre si. El hibrido gesfilH y el hibrido 10H en lulo explicaron los
mayores porcentajes de madres probables con 189y @spectivamente, y en tomate de arbol
entre 90 a 100%. El PCA arrojo porcentajes de masiaotal acumulada en cuatro componentes que
oscilaron entre 76 y 98% por lo que fue posiblesabnar del primer y segundo componente los
marcadores COSIlI mas informativos para la idemtifin de cada hibrido. Para hibridos vy
parentales, se encontraron indicgsrfegativos reflejo de exceso de heterocigotos Edadsr
promedio por accesiéon de 0,18 para lulo y 0,37 arete de arbol, indicando alta diferenciacion
genética entre subpoblaciones. Este es el primadiesde identificacién de hibridos en lulo y
tomate de arbol utilizando marcadores COSII; caosaesultados, se espera que a futuro se plantee
la certificacion molecular y seguimiento de hibsidm programas de mejoramiento convencional.

Zulma Esperanza Cardenas Pontificia Universidddveriana, Corpoica 1
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ABSTRACT

Interspecific hybrids and 11 parental crosses db l({Solanum quitoen$eand 2 of tree tomato
(Solanum betaceumbelonging to Andean fruit breeding programs ildinbia, were evaluated
using COSII molecular markers as a reliable todaliszriminate individuals in breeding programs.
Twenty-six polymorphic COSII markers in lulo and ibAaree tomato were found in all populations
analyzed. The UPGMA analysis showed a high gersdtiglarity within accessions with values
between 0 and 0,05 for both lulo and tree tomatduin, UPGMA allowed to select the hybrids
1H, 4H, 6H, 8H and 9H of lulo for analysis of mdileely mothers. The UPGMA analysis, PCA
and frequencies of likely parents both in lulo are tomato were consistent with each other. The
11H and 10H lulo hybrids explained the highest getage of most likely mothers with 100 and
96% respectively, and from 90 to 100% in tree tamlaybrids. The PCA yielded cumulative
percentages of total variance into four componeamging between 76 and 98% so it was possible
to select the most informative COSII located infingt and second component for the identification
of each hybrid. For hybrids and parentalsifRdexes were negative reflecting heterozygote &xce
and kst average per accession of 0,18 to 0,37 for lulotes® tomato, respectively, indicating high
genetic differentiation among subpopulations. Tigithe first study to identify hybrids in lulo and
tree tomato using COSII markers; with these resifltss expected the future certification and
monitoring of molecular hybrids in conventional édeng programs.

Zulma Esperanza Cardenas Pontificia Universiddeveriana, Corpoica 2
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1. INTRODUCCION

El estudio, conservacion y utilizacion de los reogrgenéticos de plantas andinas de la familia de
las Solanaceas, son de gran importancia y potguaia el pais (Lobo, 2000). EI Lul&dlanum
quitoenseLam.), y el tomate de arbolSplanum betaceur@av.) se destacan en la familia como
frutales de gran aceptacion en los mercados nde®ra internacionales (Lobo, 2006). La
susceptibilidad a enfermedades causadas por nemsatodngos y bacterias, asi como la falta de
materiales superiores, son limitantes importangga gu cultivo masivo, impidiendo generar una
produccién que supla las necesidades locales asb @ calidad y cantidad requeridas para su
exportacion (Lentini, 2003). Los programas de najoento convencional han permitido introducir
caracteristicas deseadas a través de la generdeidnibridos entre genotipos comerciales y
relativos silvestres con caracteristicas organigiépty resistencia mejorada (Vivar and Pinchinat,
1970; Heiser, 1972; Heiser and Anderson, 1999; [.ab60; Lobo 2006).

El Centro de Investigacion (C. I.) Corpoica “La&é| ha conformado colecciones de estos frutales
y ha desarrollado actividades de premejoramientmejoramiento, incorporando resistencia a
nematodos y la antracnosis de los frutos (Lobof20D0boet al, 2007). Este centro gener6 para el
afio 1998, la primera variedad de lulo mejorado cimlmocomo “Lulo La Selva” (Bernadt al,
1998).

El cumplimiento de los objetivos del mejoramientofritales por medios convencionales, presenta
varias dificultades: periodos juveniles prolongadiesompatibilidades inter e intraespecificas, alto
grado de heterocigosidad y presencia de atribupsitantes en especies silvestres, por lo cual el
mejoramiento tradicional se hace dificil, costoseceguiere de periodos prolongados de tiempo
(Lobo, 2006). Asi mismo, los programas de mejoratpidradicionales, se apoyan en analisis
fenotipicos acertados, pero con procesos prolorsgddaoseleccién de genotipos (Stephenal,
2001). De esta manera, una alternativa para apdge programas de mejoramiento es el uso de
marcadores moleculares, los cuales permiten idtantitlirectamente los genotipos y mejorar el
proceso de seleccion en diferentes aspectos:ilifafado el control y manejo de la base genética de
poblaciones de mejoramiento, b) ahorrando recyras el mantenimiento de cultivos de prueba, y
c) garantizando la pureza genética de nuevas ea@sddesarrolladas a partir de programas de
mejoramiento completos.

1.1. Planteamiento del problema y Justificacion

Los nuevos sistemas de produccién requieren largeida de cultivares (lineas endogamicas,
hibridos o clones) altamente productivos y mejoaptados, producto de programas de
mejoramiento. Una estrategia biotecnoldgica valipse apoyar el mejoramiento de frutales son
los marcadores moleculares, basados en PCR, qudeharstrado ser (tiles en la identificacion de
cultivares (Stephen and Mumm, 2008). Por mediosta kerramienta, los hibridos, variedades o
clones, producto de programas de mejoramiento igengtodrian ser detectadaen estados

Zulma Esperanza Cardenas Pontificia Universiddedveriana, Corpoica 3
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tempranos del desarrollo, antes de su trasplarfieitt® a campo. Esto permitiria por un lado
asegurar en etapas muy tempranas del desarrolltogugenotipos que avanzan para ensayos de
campo son las selecciones deseadas y no escape®r(i.el caso de hibridos escapes por
autopolinizacion o polinizacion cruzada con geragtimo deseados), lo cual ahorraria tiempo y
dinero para el mejorador; por otro lado, permitic&xtificar molecularmente la semilla de las
selecciones deseadas para su venta comercial.

Como herramienta molecular para identificacion derithos, este estudio propone el uso de
marcadores COSII. Estos marcadores, conocidos cBemnencias de Ortélogos Conservados
(COS) provienen de secuencias de genes expres&®Es)( los cuales son de naturaleza
conservada en diferentes especies de la familiasd®lanaceas (Wat al, 2006). Debido a que los
COSII son genes expresados y a que algunos de mlirsan eventualmente estar asociados a
caracteristicas de interés agronémico (calidadsteagia, produccién), su uso en las solanaceas
lulo y tomate de arbol permitiria no solo evaluardiversidad funcional de las colecciones de
germoplasma sino también evaluar materiales pdeacéén de caracteristicas de interés asistida
por marcadores (MAS) en los programas de mejoramggnético.

Con el proposito de contribuir al desarrollo deasgias eficientes de mejoramiento de lulo y
tomate de arbol, en este estudio se evaluaron Hdbanores COSII para lulo y 67 marcadores
COSII para tomate de arbol, para la identificacdénll poblaciones hibridas de Iuk,quitoense

y su relativo silvestrés. hirtumy 2 de tomate de arbdh. betaceuny sus relativos silvestres.
unilobumy S. maternumdesarrolladas por L. Barrero (una poblacion @abnir por el programa de
mejoramiento de CORPOICA C.I. La Selva dirigido phrLobo. El proyecto plantea el siguiente
interrogante de investigacion: ¢ Es posible ideatifhibridos interespecificos en lulo y tomate de
arbol utilizando marcadores moleculares COSII p@@yar los programas de mejoramiento que se
realizan en el pais?

Zulma Esperanza Cardenas Pontificia Universiddedveriana, Corpoica 4
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1.2. Obijetivos
1.2.1.Objetivo general

Identificar hibridos interespecificos de IulB. (quitoenge tomate de arbolS, betaceuiny taxa
relacionados utilizando marcadores provenienteSa@®miencias Ortdlogas Conservadas (COSII)
COmo apoyo a programas de mejoramiento.

1.2.2.0bjetivos especificos

» Encontrar polimorfismos SNPs o InDéfssilico, mediante el analisis de secuencias COSII
entre parentales d& quitoensg S. hirtum S. betaceury S. unilobum

* Evaluar los COSII polimérficom silico, en el laboratorio para 13 juegos de parentales e
hibridos de5. quitoense& S. hirtum, S. quitoense(S. quitoens& S. hirtum),S. uniloburmx
S. betaceum y S. unilobun®. maternum.

» Establecer diferencias genéticas en poblacionesdaghy parentales llevando a cabo
analisis de conglomerados, estructura poblacioaakyisis de paternidad.

1.3. Alcance del proyecto

Mediante este estudio se pretende demostrar quenéosadores moleculares COSIl de tipo

codominante son utiles para la identificacion deitids, siendo este el primer trabajo en el ambito
nacional e internacional en el uso de este tipmndecadores para la identificacion de materiales
provenientes de programas de mejoramiento de lulomate de arbol. Los resultados fueron

sujetos a andlisis estadisticos apropiados (esteugboblacional, conglomerados, analisis de

componentes principales y pruebas de paternidaé)pgrmitieron realizar inferencias Utiles para

los programas de mejoramiento que se adelantan @ai® Se encontraron marcadores para
identificar algunos de los hibridos evaluados, spre recomendados para uso inmediato en trabajo
de campo. Estos marcadores pueden a futuro seradtis para determinar su asociacién con
caracteristicas de interés agronémico y comerciglasa seleccion asistida en programas de
mejoramiento genético.

Zulma Esperanza Cardenas Pontificia Universiddedveriana, Corpoica 5
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7. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

7.1. Familia Solanacea

Las solanaceas son el tercer taxa mas importanfdadéas, econdmicamente el mas valioso y
variable en términos de vegetales cultivados, siemda de las mas importantes en el
abastecimiento de plantas ltiles para la human(iiser, 1993). La familia Solanicea esta
compuesta por mas de 3000 especies distribuidagd eigéneros (Judet al, 2002). Esta familia
tiene una amplia distribucion mundial, la mayoriatribuidas a través de climas calidos del
Neotrépico lo que comprende la concentracion masdg de géneros y especies en Sur y Centro
América. Esta familia ha tenido gran interés dwantcho tiempo por investigadores, cultivadores
y consumidores (Muelleet al., 2005). Entre las especies mas destacadas se &acuéos
tubérculos como la pap&dglanum tuberosuynfrutos vegetales como el toma& (ycopersicuin

la berenjenag. melongenay la pimienta Capsicumspp.), plantas ornamentales, plantas con hojas
comestibles y plantas medicinales (Knagipal., 2004). Adicionalmente, a la familia pertenecen
especies exdticas con gran potencial comercial lpagion andina como el lul&( quitoensg el
tomate de arbolS. betaceuin la uchuva Physalis peruviangy la papa criolla%. phureja (Lobo,
2006; Pickersgill, 2007; Salazeral., 2008; Jansky, 2009).

Los genomas de las Solanaceas han sufrido relaiv@npocas reestructuraciones y duplicaciones
y por consiguiente conservan similar contenido deargenético (Wt al, 2006). Este aspecto
hace de esta familia un modelo para explorar laedde diversidad fenotipica, adaptacion natural
y agricultura ambiental, en sus diferentes espdgdiesller et al, 2005). El proyecto SOL, del
inglés “International Solanaceae Genome Projecfrayecto internacional del genoma de las
solanaceas, (http://sgn.cornell.edu/), en el quessadian el genoma del tomate y la papa como
modelos para otras especies de la familia, prowfenmacion cada vez mas enriquecedora que
puede ser utilizada para hacer mas eficiente lastigacion y desarrollo de especies exoticas del
géneraSolanunmde la regién andina, para las que existe pocdaoimi@rmacion genémica (Pradt

al., 2008). Una de las herramientas del proyecto S®&ido la generacion de Secuencias Ortdlogas
Conservadas de Segunda Generacién (COSII) pamiastle diversidad, gendmica comparativa y
filogenia de solanaceas y especies asociadasdiéi, 2006, 2009a, 2009b).

7.2. Tomate de arbol Solanum betaceumCav. Sent)

El tomate de arboE. betaceupfruta exotica de la regién andina, es uno dédridales considerado
como alternativa en la diversificacion de areasudgvos ilicitos, se cultiva en altitudes entred@5
hasta 2600 m.s.n.m., con temperaturas que oscitaa &5 °C y 22 °C. Ocupa el cuarto lugar en
produccién de frutas frescas a nivel nacional, gprasenta para Colombia la tercera fruta de
exportacion, después de la uchuva y banano bazéMiADR y OAC, 2005; Legiscomex, 2008).
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7.2.1. Origen y distribucion

El tomate de arboB. betaceunes originario de los Andes de Bolivia y norte dgéxtina (Bohs,
1994), es una fruta exdtica que esta estrechanretdeionada con un complejo de taxones
bolivianos, de acuerdo con evidencias moleculques) a estudios morfolégicos y datos de trabajo
de campo, por lo que se cree que el taxén se Origndicha zona (Garciet al, 2002). Se
encuentran individuos silvestres en Bolivia, Brasilgunas especies relacionadas en Colombia
(Bohs, 1988), la especie presenta un centro desilileal importante en la region amazénica de
Brasil, area en la cual se encuentran 19 espeigdas cuales 8 son endémicas (Bohs, 1991, 1994,
1995).

En el tomate de arbol y especies relacionadasalsala que existe un amplio nimero de taxa, de
30 a 50, distribuidas en América del Sur (Pringid Murray, 1991; Bohs, 1994; Bohs, 1995).
Todas las especies relacionadas con el tomatébdk son originarias de América Tropical y estan
dispersas en América del sur, Nueva Zelanda y &ff8ohs, 1994; Garciat al, 2002). Se cultiva
en areas tropicales y subtropicales; en Américindats cultivado en forma marginal en Perd,
Chile, Bolivia, Argentina, Brasil, Venezuela, Cofica, Guatemala, Jamaica, Puerto Rico y Haiti,
pero es en Colombia y Ecuador donde se producexrtéssamente (Bohs, 1994). En la actualidad
también es cultivado en Zambia, Nueva Zelandal &tka, Kenia, Zimbabwe e India (MADR y
OAC, 2005; Prohens and Nuez, 2005).

7.2.2. Taxonomia

El tomate de arbol anteriormente llamdtligphomandra betaceha sido retransferido a su nombre
actual: Solanum betaceurfBohs, 199% La ubicacion de esta especie en el sistema jecarq
vegetal, la sitla en el géneéBolanum en la seccio®achyphylade acuerdo a la base de datos de
plantas del Natural Resources Conservation Serdek,departamento de agricultura de E.U.
USDA (United States Department of Agriculture) y estudio de filogenia con marcadores
moleculares ITS realizadas por Bohs, (2007), gudiroea esta clasificacion.

Reino Plantae
Superdivisiér  Spermatophy
Division: Magnoliophyts
Clase Magnoliopsidz
Subclase Asteridar
Orden Sdanales
Familia Solanacea
Génerc Solanur
Subgenera Bassovia
Seccion Pachyphylla
Especie Solanum betaceum

Fuente: United States Department of AgricultureuriEtResourses Conservation. Plants Database, 2009
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7.2.3. Morfologia

El tomate de arbol es una planta arbustiva, de t@milefioso que alcanza buen desarrollo bajo

condiciones favorables y puede alcanzar una alieia 5 metros. Cuando la reproduccion se hace
por semilla, las raices son profundas y ramificadasndo se hace por estaca las raices son
superficiales y ramificadas presentando volcamiegittallo es de consistencia lefiosa y se ramifica

entre los 8 y 10 meses de edad en forma casi [zaehlsuelo (Prada y Basto, 2004).

Las hojas son simples, grandes, persistentesnadtedispuestas en espiral en el tallo. Tiene una
nervadura central predominante, las primeras lsgasde gran tamafio, de consistencia coriacea y
color verde palido en el envés, las hojas nuevasdsocolor carmelita, color morado cuando
jovenes y verde oscuro cuando maduras (Prada w,B2394). La inflorescencia estd compuesta
por largos ejes glabros, flores perfectas, herrdafe. Presentan cinco sépalos, cinco pétalos y
presenta cono estaminal con estambres entre si.pistta es aldgama (polinizacién cruzada),
aunque también se ha reportado como autocompéBibtes, 1994). El fruto es una baya, bilocular
de color rojo o amarillo, segun la variedad (Gaetial, 2002).

7.2.4. Variedades

Colombia produce dos tipos de variedadesomlate de arbol comigue produce frutos de color
amarillo-naranja y etomate tamarilloque produce frutos rojos. Este Ultimo es el queoeap
Colombia (Legiscomex, 2008). Dentro de éstas vadesd, los agricultores reconocen cuatro
clasificaciones: Rojo morado, tomorro o tamarille flutos grandes redondos y pulpa morada;
Amarillo comun, de frutos ovalados y elongados; Alttaredondo y Rojo comun, esta Ultima es la
variedad mas conocida y de mayor comercializadddadget al, 2004).

Se destaca una tercera variedad que produce fndosdos: este tipo es también conocido como
“rojo oscuro” o “negro”, los frutos tienen un colmjo oscuro de piel, con muy tenues rayas
verticales verdes, es ovalado y la carne es de pdlpura. Esta variedad es la mas ampliamente
cultivada en las plantaciones de Nueva Zelande088,ly fue obtenida por seleccion en la década
de 1920 (Prohens and Nuez, 2005).

7.2.5. Produccién Nacional

Para el afio 2008 el tomate de arbol participé ¢ahl186 de la produccion de frutas frescas sin
contar el banano. Ocupa el cuarto puesto despuéirides, pifia y mango, con una produccion de
135.997 toneladas, con un area cosechada de 742%9ck#&ndo a una tasa de 4,1% anual en el
periodo 1992-2008. Esto implicé una mejora enédoslimientos aunque no muy significativa, pues
en el mismo periodo sélo crecieron un 0,4% anwal fltictuaciones entre los 16,4 t/ha y 19,3 t/ha
(Agronet, 2009).
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En Colombia, los principales lugares de cultivo tdehate de arbol son en orden de participacion:
Antioquia, Cundinamarca, Tolima, Boyacd, Huila, t8ader, Cesar, Valle y Narifio, que en

conjunto suman el 90% del area cosechada total 2008. La zona de concentracion esta en la
region cafetera que posee un clima templado y lineaade 1.200 a 2.200 m.s.n.m. (Legiscomex,
2008). Las plantaciones efectuadas se han lograddreas donde por efecto de costos de
produccién se ha sustituido papa y frijol por taaae arbol.

7.2.6. Composicion fisico-quimica y uso del fruto

El tomate de arbol se caracteriza por ser una &itdianente nutritiva, rica en vitaminas, minerales,
alto contenido de pepsina y bajos niveles de @adfTabla 1). Tiene pH acido y sabor agridulce,
factores que lo hacen atractivo para el procesdmigalustrial (Orjuelaet al, 2006). La parte
comestible del fruto es frecuentemente usada eosjugefrescos, cocteles, gelatinas, helados,
postres, ponches, dulces y también pueden faleieatatados (Bernat al, 2003). Es considerado
en frutoterapia como una de las frutas que forémlesl cerebro, y contribuye a curar migrafas y
cefaleas severas, tiene sustancias como el acidmgamino butirico que baja la tension arterial
(FAO, 2006).

Tabla 1.Composicién quimica, del tomate de arbol, S. kmtac
(Contenido en 100 g de parte comestible)

Composicién Contenido
Calorias 57 kcal
Agua 85,84 g
Proteinas 1,79
Grasa 0,19
Carbohidratos 10,3 g
Fibra 119
Ceniza 0,89
Calcio 6,0 mg
Fosforo 22,0 mg
Hierro 0,40 mg
Vitamina A 100 mg
Tiamina 0,05 mg
Riboflavina 0,03 mg
Niacina 1,1 mg
Acido ascorbico 25,0 mg

Fuente: ICBF. Tablas de composicién de alimentder@oianos. 2009

7.2.7. Caracterizacion morfoagronémica y molecular

Se realizaron estudios de variabilidad morfolégiea34 materiales de la coleccion Colombiana de
tomate de arbol y taxa silvestres relacionadasjantalla aplicacion de descriptores morfolégicos
tanto cualitativos, como cuantitativos, encontr&edona alta variabilidad entre los individuos

analizados en 52 de las 55 caracteristicas cindisatstudiadas, con polimorfismo en 45 atributos
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enS. betaceuniGarciaet al, 2002, Medinat al, 2004). Posteriormente, Bohs (2007), realizé con
marcadores ITS de la regién nuclear un analisagdihético del clad&Cyphomandra al cual
perteneceS. betaceurmentre 61 accesiones de 35 especies del cladbpayraipos de especies
pudieron ser reconocidos dentro del clado Cyphomearid cual fue parcialmente similar a los
resultados obtenidos con caracteristicas morfa$giEn cuanto a la caracterizacion molecular en
tomate de arbol usando marcadores COSII, se realizvaluaciones tanto en CORPOICA como
en la Universidad de Cornell con cerca de 400 cmieadCOSII distribuidos en los 12 cromosomas
de tomate de mesa en diferentes accesiones destdmdirbol obteniéndose una amplificacién por
PCR en el 76,5% de los casos, lo cual sugiere Baaa@nservacion de genes COSIl en especies
solanaceas (Olartet al, 2006; Prattet al, 2008). Posteriormente, Encisd al (sometido),
utilizando COSI!I realizaron un estudio de variataitli a nivel molecular de 30 accesiones de tomate
de arbol de la coleccion manejada por CORPOICApm=mngndose 5 marcadores polimérficos
informativos, a partir de los cuales se evidenaibalto indice de diferenciacion genética entre
subpoblaciones o accesionesr({@e 0.99) y una baja diferenciacion dentro de lesmas, lo cual
estuvo relacionado con un déficit de heterociggtata homocigosis (fijacion de los alelos) dentro
de accesiones y una alta estructura poblacional.

7.3. Lulo (Solanum quitoensel.am.)

Lulo o naranjilla, S. quitoensefruta tropical exotica de clima frio moderado, s#tama a
temperaturas comprendidas entre 12 y 20 °C, crgce les 1500 y 3000 m.s.n.m., requiere de alta
humedad relativa cercana a 80% y de poca lumingdsialulo tiene un interesante potencial de
mercado tanto a nivel internacional como nacioBhlmercado de frutas exoticas de Europa y
Estados Unidos son mercados activos y abiertos @sima fruta exotica, siempre y cuando se
cumplan las expectativas de calidad, volumen yatiglidad (CCI, 2005; Pickersgill, 2007;
Pulido, 2008).

7.3.1. Origen y distribucion

El centro primario de diversidad & quitoensecomprende la region andina de Colombia, Ecuador
y Peru (Heiser and Anderson, 1999; Bohs, 2004% greuentran taxa relacionadas en Venezuela,
Brasil, Centro América y Asia (Lobo, 1983; Heisad&nderson, 1999). Actualmente este fruto se

cultiva en Venezuela, Costa Rica, Ecuador, Nicaraglanama, Pert y Colombia (Bohs, 2004,

FAO, 2006). Algunos paises de la zona templadaageiriteresado en el establecimiento de este
cultivo, pero su adaptacion es deficiente como lecaso del estado de la Florida en Estados
Unidos, ya que las condiciones climaticas no sopipias para su desarrollo (Bermeo, 2005).

7.3.2. Taxonomia

La clasificacion taxonémica d&. quitoenséam., de acuerdo a la base de datos de USDA (United
States Department of Agriculture), se complemeantalos rangos taxonémicos como subfamilia y
tribu, que se fundamentan en estudios de filogdvdaados a partir de secuencias de DNA de
cloroplasto (Bohs and Olmstead, 1999; Bohs 2004), a®mo también, en observaciones
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morfolégicas, en el caso del subgénero (Millar Bighie, 2003). Al igual que el tomate de arbol,
el lulo pertenece al géneBmlanunpero se sitla en la seccibasiocarpa

Reino Plantae
Suk-reino Tracheobiont
Superdivisiér Spermatophy!
Division: Magnoliophyte
Clase Magnoliopside
Subclase Asterida
Orden Solanale
Familia: Solanacea
Génera Solanur
Subgénera Leptostemonu
Seccién Lasiocarp:
Especie: Solanum quitoense

Fuente: United States Department of Agriculturetuki Resourses Conservation plants database, 2009

7.3.3. Morfologia

El lulo presenta una raiz pivotante principal geesirve de anclaje acompafiada de un sistema
radical fibroso y superficial, el cual penetra bas® cm de profundidad con un gran desarrollo de
raices laterales. El tallo es semilefioso, robustimdrico y velloso, con o sin espinas, a veces
ramificado, presenta de 4 a 6 ramificaciones l&Esrque sirven de sostén de toda la parte aérea,
puede crecer hasta 3 metros de altura. Las ramdtbsosas y resistentes, con diametros de hasta 5
cm, su distribucién es radial y suculenta (Hei%8@r,2; Heiser and Anderson, 1999).

Las hojas son grandes, con pubescencia lanosa, siarespinas, dependiendo de la temperatura las
hojas pueden alcanzar hasta cerca de 1 metrogteyat metro de ancho en su extension, son de
color verde oscuro con nervaduras de color purenral haz y blancas o purpureas en el envés. Las
flores son de color blanco o lila claro, se agrupamacimos en el peciolo corto que contiene hasta
10 flores justamente debajo y frente a las hojaguEd es una baya globosa entre 4 y 6,5 cm de
diametro, cubierta de tricomas de color amarilla.dorteza del fruto es de color amarillo intenso
cuando alcanza la madurez. La pulpa es de coldev@scuro, pegajoso, acida con un pH entre 3,5
a5,0.

La planta tiene un ciclo biolégico de tres a cuafms en produccion constante (Heiser and

Anderson, 1999). Esta planta es cominmente alégad®polinizacion cruzada, aunque también
se ha reportado como autocompatible (Heiser, 1B&aftezet al.,1991).

Zulma Esperanza Cardenas Pontificia Universidddveriana, Corpoica 11



5 | dentificacion de hibridos de lulo y tomate de dnbediante el uso de marcadores COSII

7.3.4. Variedades

En Colombia, las variedades de lulo conocidas s08. Iquitoensevar. septentrionale que se
caracteriza por tener espinas (CE), en ramasogstadk una variedad adaptada al sotobosqu&.y la
quitoensevar. quitoense conocida comercialmente como Lulo de Castillpeei sin espinas (SE),
con sabor menos acido y con mayor adaptacion apaseion solar (Medinat al, 2008). De
acuerdo a lo reportado por Medina (2008), el f@wotion espinas es condicionado por un gene
dominante y la eliminacién de esta caracteristarafmes de cultivo es consecuencia de procesos
de seleccion antrépica durante la domesticacion.

7.3.5. Produccién nacional

En Colombia se siembran alrededor de 6.382 hestamsm una produccion anual de 51.452
toneladas y un rendimiento promedio de 7,5 t/haa@grdo con las evaluaciones agricolas, el area
cosechada de lulo crecié en los Ultimos afios atass promedio anual del 4,1% lo que significa
gue paso de 3,411 a 6,494 ha entre 1992 y 200®1agr2009).

El cultivo de lulo se encuentra disperso y lasqypiales zonas productoras se localizan al sur del
pais, donde el departamento del Huila es el maymiugtor, con una participacion del 25% de area
cosechada, le sigue en importancia el Valle det&aton el 18%, Boyaca con el 7,5%, Narifio con
el 7,4%, Cauca y Cesar cada uno con el 6,2%, Camdirca con el 5,3%, Caldas con el 4,1% y
Risaralda y el Quindio aportan en conjunto el 3,2%. los Gltimos afios ha tenido un importante
desempefio en la produccion de lulo los departarsetieoTolima, Caquetd y Antioquia (CClI,
2005), sin embargo la demanda nacional de lukupke con importaciones de lulo desde Ecuador,
a pesar de que la calidad es inferior al lulo ctlamo es atractivo por presentar menor precio
comercial. En los Ultimos afios se ha impulsadexiaortacién de lulo y ocupa actualmente el
noveno puesto de las frutas exdticas de exportat@déGolombia, después de frutas como uchuva,
banano bocadillo, tomate de arbol y pitaya, entr@sprepresentando el 0,1% de las exportaciones
de frutos exoticos (Legiscomex, 2008.).

7.3.6. Composicion fisico-quimica y uso del fruto

Las caracteristicas que mas llaman la atencidluldeson el sabor, el aroma y el color llamativo de
la pulpa, junto con su contenido nutricional, et sobresalen las Vitaminas A y C, elementos
que le confiere propiedades antioxidantes, diwaéticegeneradoras de tejidos, por su contenido de
Hierro se le atribuyen propiedades tonificantesasapel buen funcionamiento de los rifiones. El
jugo de lulo disuelve algunas toxinas en el organjses recomendado para las personas que sufren
gota, ya que disminuye la acumulacién de acidmgitla sangre, responsable de esta enfermedad.
(CCl, 2005; FAO, 2006, Tabla 2). El lulo se empka la preparacion de jugo fresco, en la
produccién de mermeladas, jugo concentrado congeladados, pulpa congelada, jalea, pudines y
pasteles (Bermeo, 2005).
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Tabla 2.Composicién quimica, del Lulo, S. quitoense
(Contenido en 100 gr de parte comestible)

Composicién Contenido
Calorias 37 kcal
Agua 90,19
Proteinas 0,79
Grasa total 0,19
Carbohidratos 8,449
Fibra 0,39
Ceniza 0,8¢g
Calcio 8,07 mg
Fosforo 13,0 mg
Hierro 1,1 mg
Magnesio 19,01 mg
Potasio 39,0 mg
Vitamina A 37,0 mg
Vitamina C 18-20 mg
Tiamina 0,04-0,09 mg
Riboflavina 0,03-0,04 mg
Niacina 1,19 -1,76 mg

Fuente: ICBF. Tablas de composicion de alimentdsr@oianos. Bogota D. C. 2009

7.3.7. Caracterizacion morfoagronémica y molecular

En CORPOICA, en el Centro de Investigaciones Cal.Selva, se realiz6 un estudio sobre la
variabilidad morfolégica de 116 accesiones de leamidn de lulo y especies de la seccion
Lasiocarpa, se evaluaron y caracterizaron 86 Jasgatle la planta de las cuales 58 fueron de
caracter cualitativo y 28 cuantitativo, encontréselana alta variabilidad cualitativa en 57 de las
58 variables estudiadas y variabilidad en todosdt#butos cuantitativos, de los cuales los
primeros 8 componentes principales explicaron €27% de la variabilidad total; las variables
cuantitativas relacionadas con diferentes caratiea$ del fruto fueron las mas informativas,
ubicandose en el primer componente principal quertépel 41,6% de la variabilidad total
(Bermeo, 2005). Este estudio se realiz6 con eldfinseleccionar poblaciones con atributos
deseables para programas de mejoramiento condaieSp quitoense

Complementando los estudios basados en el fendipta especie, se realizd0 un estudio de
variabilidad genética usando marcadores AFLPs &natBesiones del banco de germoplasma de
CORPOICA La Selva con 2 combinaciones polimorfieasgl estudio se encontré una importante
diversidad entre las especies de la seccion Lapadcailvestres), con perspectivas para ser usadas
en el mejoramiento de especies cultivadas y unaraeign clara entre las especies Andinas y
Amazénicas (Fonet al, sometido). En cuanto a la caracterizacion moscah lulo usando
marcadores COSII, Olart al (2006), realizaron evaluaciones tanto en CORPQOiG®o en la
Universidad de Cornell con 460 cebadores COSItiistdos en los 12 cromosomas del tomate
de mesa en diferentes accesiones de lulo. Se oht@oamplificacion por PCR del 84,4%,
sugiriendo una alta homologia de genes COSII enesgtecie (Pragt al, 2008). Adicionalmente,
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Encisoet al. (sometido), realizé un estudio de variabilidad &SIl en 32 accesiones de lulo de
la coleccibn CORPOICA usando 6 marcadores polimdsfia partir de los cuales se observé un
alto indice de diferenciacion entre subpoblacignasa baja diferenciacion dentro de las mismas
(Fst de 0,93) relacionado con un déficit de heterocigadentro de accesiones, con una alta
homocigocis (i de 0,99) o fijacién de alelos, y una alta estmachoblacional.

Recientemente, Torrexdt al. (2008), evaluaron la diversidad genética y laaciehes fenéticas de la
seccién Lasiocarpa en 40 accesiones provenient&egartamento de Recursos Filogenéticos del
Ecuador (DENAREF, Quito) y del Jardin Botanico dgnmiégen (Netherlands), a partir de
marcadores heterdlogos 8elanum tuberosurtipo SSRs, 7 marcadores polimérficos, de un total
de 48 marcadores evaluados, produjeron un tot&5delelos y entre 2 a 6 alelos por locus, un
contenido de informacién polimérfica (PIC) o indide diversidad genética de 0,403 y un
coeficiente de similaridad entre todas las accesi@malizadas de 0,46, datos que concuerdan con
estudios morfolégicos previos en el Ecuador, derandb el potencial de los marcadores SSR
heterdlogos en la caracterizacion de especies gecldonlLasiocarpay el conocimiento de estas
especies para su preservacion y mejoramiento.

7.4. Marcadores Moleculares

Hasta hace medio siglo los marcadores utilizadogstudios de genética y mejoramiento eran
aquellos controlados por genes asociados a caaatesrfoldgicos, en general fenotipos de facil
identificacion visual, los cuales contribuyeronngfigativamente al desarrollo tedrico de los arnsilis
de ligamiento y a la construccion de los primer@pas genéticos (Spoonetr al, 2005). Estos
marcadores poco informativos, fueron relevadodgmmarcadores isoenzimaticos (Ferreiral,
1998). Con el desarrollo de la biologia moleculagieron métodos de deteccién de polimorfismo
genético a nivel de ADN; el uso de enzimas deicesin permitié el desarrollo y el analisis de
polimorfismos de longitud de los fragmentos deriedbtn (RFLPs) y mas recientemente el
descubrimiento de la amplificacion en cadena mégliahuso de una ADN polimerasa, PCR, llegd
al desarrollo de nuevos y eficientes marcadoregentdres, definidos simplemente como sitios de
algun tipo de variacién neutral del ADN (GriffitHs999).

El uso de marcadores moleculares en mejoramiettigefiético, es una estrategia valiosa para
reducir de forma eficiente los tiempos de un prograle mejoramiento, para tal fin es posible usar
diversos tipos de marcadores en su mayoria deetigominante que provean informacion valiosa
a corto plazo para la identificacion, discriminacipseleccion de genotipos, valorar la variabilidad
genética y a largo plazo para la elaboracion deamapoleculares y seleccién asistida por
marcadores (SAM) o por genémica (Stephen and Mu2@®8; Heffneret al, 2009). En la Tabla

3 se presentan los principales marcadores molesutare se han utilizado para la identificacion de
hibridos, identificacion de parentales, controtdezamientos y certificacién de pureza genética.
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Tabla 3 Principales marcadores moleculares utilizadogpkmtas.

Técnica Marcador Ventaja Desventaja
RFLP . .
Polimorfismos de Moderadamente polimorficos, Requiere grand_es cantidades de
. e . ADN, pocos loci detectados por
Longitud de especificidad de locus, codominantes L
- ensayo, procedimientos
No Fragmentos de y alta reproducibilidad ? .
basados| Restriccion laboriosos y exigentes
en PCR \éZTSiciones en Requiere grandes cantidades de
Tér?dem de Nimero Alto polimorfismo y reproducibilidad| ADN y procedimientos
Variable laboriosos
SSR Se encuentran a lo largo del genomaAlto Costo para la generacién
Secuencias Simples alta especificidad, alto nivel de de cebadores. Puede darse la|
Repetidas P polimorfismo, codominantes, técnigapresencia de alelos nulos.
P eficiente y econémica.
gg(zjsencia Polimérfica Codominante, baja cantidad de ADN Requiere andlisis con enzimas y
Amplificada Cortada | Y alta reproducibilidad, técnica en algunos casos secuenciacipn
coannzimas eficiente. que incrementa el costo.
RAPD . .
ADN Polimérfico Alto ndmero de fragmentos, requierg _ o
Amplificado poca cantidad de ADN, Baja reproducibilidad
Alegtoriamente procedimiento rapido y econdémico.
ISSR B_aja_s ca_r!tldades d_e ADN, . Al ser multiloci, puede haber
. distribucion aleatoria a través del .
Basados Secuencias Inter- . una no homologia entre
. genoma, no se requiere conocer la LY :
en PCR | Simples . fragmentos similares, baja
; secuencia para elaborar los o
Repetidas reproducibilidad
cebadores.
SCAR Alta reproducibilidad, locus Necesidad de obtener datos dg
Secuencia caracterizadaspecifico. Se requieren pequefias | secuencia para el disefio de Igs
de regién amplificada | cantidades de ADN. cebadores.
Diversos tipos de andlisis, permite .
- Alto costo en la mayoria de lo$
gue sea altamente eficiente. . .
SNPs . e . tipos de métodos usados para su
. . Altamente informativos; permite o .
Polimorfismos de un deteccion; aunque tendientes g

solo nucleétido

generar mapas de alta densidad
Técnicas en su mayoria totalmente
automatizadas y eficientes.

reducirse con secuencia de
segunda generacion

InDels
Polimorfismos de
Longitud Insercién y
Delecion

Codominante. Alta especificidad y

estabilidad, técnica sencilla, eficienteandlisis con enzimas lo que

en regiones largas, bajo costo.

En algunos casos requiere

incrementa el costo

Fuente: Spoonest al, 2005; Khlestkina and Salina, 2006; Cun-haatgal.,2008.

7.4.1. Marcadores moleculares COSII

En los Ultimos afios se han obtenido mapas de legamigénico utilizando herramientas de

gendmica comparativa, en especies econOmicameptetentes como las Poaceas, Leguminosas y
Solanaceas, a través de un sistema comun de gedkgos. Este se basa en la identificacion de
secuencias altamente conservadas a través delleiéng tomando como referencia el genoma de
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Arabidopsis (Fulton et al, 2002). Estos genes, denominados marcadores G@8udncias
Ortélogas Conservadas), son marcadores univergagdehan permanecido estables durante el curso
de la especiaciéon y pueden ser utilizados paraliestule gendmica comparativa entre genomas
altamente divergentes como lo son los del tom&elagum lycopersicumy Arabidopsis
(Arabidopsis thaliang para establecer redes de sintenia en espedietade Euasteride |, estudios
de filogenia, taxonomia, diversidad, evolucion yapéa identificacion de loci conservados de
importancia econdmica (QTLs) (Fulteh al, 2002; Wu,et al, 2006: 2009a; 2009b; Labatt al,
20009).

El primer grupo de COS desarrollado (COSI) estéaadmsen RFLPs de secuencias de DNA
conservadas entre tomate y Arabidopsis (Fultbral, 2002). La segunda generacién o COSII
representan un juego de genes ortdlogos, de copda,Uson basados en PCR, son altamente
conservados entre diferentes especies dicotileddygegue se desarrollaron a partir de secuencias
ortélogas de diferentes especies de la familiaraolea como; tomate, papa, pimenton, y especies
relacionadas como café (Vétal, 2006).

Los cebadores universales COSII para especieslatd &uasteride | (conocidos como UPA),
fueron disefiados a partir de una secuencia consinso grupo de genes COSII, los cuales
amplificaban tanto regiones intrénicas (iUPA), auntaedo la probabilidad de encontrar
polimorfismos, como exdnicas (eUPA), en varias ees de Solaniceas y taxas relacionados
(Figura 1, Wuet al, 2006). Cada gen COSII, esta referido en un lamrsespondiente en
Arabidopsis y en base a esto, los cebadores s@al@ a partir de exones conservados. Los
resultados para obtener COSIlI son mas eficientemiajosos con respecto a los COSI, ya que se
pueden visualizar en un tiempo mas corto al seadms en PCR, pueden ser utilizados para
evaluaciones a gran escala, los analisis filogep&tpermiten con alta probabilidad clasificarlos
como ortdlogos y el disefio de cebadores universalesden amplificar contrapartes ortélogas
(exénes y/o intrones) de otras especies de solanéekrcionadas (Wat al,, 2006).

Los COSII presentan ciertas caracteristicas qubdosn valiosos en el estudio de especies de la
familia Solanacea; pueden ser convertidos a mareadmdominantes y de bajo costo y estan
distribuidos en los 12 cromosomas del tomate. Suensespecies con poco desarrollo genémico
como el lulo y el tomate de arbol facilitara lacduion de cromosomas al ser comparados con sus
posiciones en el cromosoma del tomate, los estutiosliversidad, la seleccién asistida por
marcadores 0 por genémica acoplada con la ideatific de QTLs de importancia econdmica,
como apoyo a programas de mejoramiento genétic&dimmbia se han desarrollado trabajos en
diferentes especies Solanaceas que han permitidlorax el uso de estos marcadores para
diferentes propositos. Por ejemplo, para la evadnate la variabilidad genética de colecciones de
germoplasma de lulo, tomate de arbol (En@sal, sometido) y uchuvaPhysalis peruviangay

para la elaboracién de mapas genéticos en unagimblde papa criollaSolanum phureja
segregante para resistencidrg/tophtora infestangCalixto, 2008).
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A
AtSgle36n.1 AAAACATTGAAM ATGCATGARAGAGT CATCATCAGCCAAGETTCTTARAGC TGECARATGGEAGETC CCTCTTCCA
At5gD6360.1 K--T--L--K--M—-H--E--E--§—-§--8--A--K- /-~ L--K--A--G--K—-W- -E-—V—-B—-L-—P——
tomato214584 AAAACATTGGCTATGCATGARAGAGT CATCATCCGCTAAG TTCTTARAGC TGEAARA TGGEAGETGCCTCTGCCC
tomato214584 K--T--L--A--M—-H--E--E--§—-§--8--A--K- [~ -L--K--A--G--K—-W- -E-—-V—-B—-L-—P——
potatol 75718 AAAACATTGGCTATGCATGARAGAGT CATCATCCGCTAAG TTCTTARAGC TGEAARA TGGEAGETGCCTCTACCT
potatol 75718 K--T--L--A--M—-H--E--E--§—-§--8--A--K- [ --L--K--A--G--K—-W- -E--V—-B—-L-—P——
Pepperl 7506 AAAACATTGGCTATGCATGARAGAGT CATCAGCCGCCAAG TTCTCARAGC TGEAARA TGGEAGETGCCTCTGCCT
pepperl 97506 K--T--L--A--M—-H--E--E--S§—-§--A--A--K- [~ -L--K--A--G--K—-W- -E-—V—-B—-L-—P——
coffeel20708 AAAACTTTGGCTATGCATGAGEAGT CATCAGCCGCCAAGETTCTCARAGC TGEAARATGGEATGTACCTCTTCCC
coffee120708 K--T--L--A--M—-H--E--E--S§—-8--A--A--K- /- -L--K--A--G--K—-W- -E-—V—-B—-L-—P——
CONsSensus AAAACWTITGGCTATGCATGARGAGT CATCAKCCGCY AAGRTTCTY ARAGC TGEAARA TGGEAKGTRCCTCTDCCY
Modified consensus AAAACATTGGCTATGCATGAaGAGTCATCAECCGCLAAG iTTCTt’AAAGCTG—GAAMTw TgCCTCTgCCe
forward primer . _"" _ . Teverse primer
predicted intron positions
B
forward eUPA ) forward eUPA reverse eUPA
—> Exon Predicted — Exon -
I A e K3
_’, .‘_
forward 1UPA reverse 1iUPA

<

Additional tomato sequences fora Conserved region (at least 8bp) in upper
primer of 20--30 nucleotides case in the consensus sequence

Figura 1. Disefo de cebadores universales paraeesgs de Euasteride | (UPA) en un grupo COSII.
(A)Alineamiento multiple de especies de Euastdndel correspondiente ortélogo de Arabidopsis. Las
posiciones de intron de especies de euasterid@iezhjeron en base a ortélogos de Arabidopsis. Se
disefiaron UPAS en las porciones conservadas deesxdiB) Los iUPAs por lo general amplifican
secuencias intrénicas, mientras que los eUPAs dicgati por lo menos 400 pb de secuencias exénica® co
sin la intervencién de introneBuente Wu, et al, 2006

7.4.2. Polimorfismos usando la técnica CAPS

Los CAPS (Secuencias Polimoérficas Amplificadas &aeis con Enzimas de Restriccion), son
fragmentos de ADN amplificado por PCR utilizandbagores especificos 20-25 pb, seguido por la
digestion del producto de PCR, que presenta unftami@ longitud en pares de bases (pb) entre 300
y 1200 pb, con una o varias enzimas de restrictidos polimorfismos de longitud resultantes de la
variacion en la incidencia de los sitios de resiic se identifican por electroforesis en gel para
observar los productos digeridos (Spoceteal., 2005), por tanto, tiene como objetivo conventiau
secuencia amplificada que no muestra una variaménna polimérfica (Figura 2, De Vicente and
Fulton, 2004, permitiendo distinguir genotipos homocigotos lieterocigotos Usualmente se
utilizan para visualizar regiones polimorficas tipNPs o pequefios InDels por tamafio de banda en
geles de agarosa.
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PCR + digestion with R + gel electrophoresis
| | |
Figura 2. Ejemplo de marcadores CAPSe observan CAPS para tres genotipos: los dosgpasn
homocigotos (A/A'y B/B) y el tercero heterocigdiB). El producto de PCR es el resultado de amoplif
los mismos cebadores (flechas azules), no detemsénublimorfismo. Aplicando la misma enzima de
restriccion se encontré para A/A dos cortes viséaldose tres bandas y para B/B tres cortes visiadiase
4 bandas. En consecuencia, el individuo heterooigdB debe tener una copia del fragmento digeride d

veces y del fragmento digerido tres veces, visiratiase siete bandas. El diagrama muestra sélo Sdmn
ya que dos de ellas (asteriscos), migran distansimilares Fuente: De Vicente and Fulton, 2004.

7.4.3. Polimorfismos SNPs e InDels

Los SNPs (Polimorfismos en un Solo Nucleétido) ea especie de polimorfismo genético que se
presentan cuando existe la sustitucion de un asdteadtido por otro en una region especifica del
material genético que puede pertenecer a un geayatl codificara una cadena polipeptidica,
probablemente con caracteristicas diferentes adana original y a su vez, presentara o no un
posible cambio en el fenotipo. Son cambios comunesitaciones inducidas provenientes de una
base a otra (transiciones y transversiones), odimses y deleciones de una base (InDels). La gran
mayoria de secuencias polimérficas en una poraiénoenatica de la mayoria de los genomas son
SNPs (Spencer and Gibson, 2004). Los InDels (Polismos de Logitud por Insercién y
Delecién), estan representados en un rango detloihentre 1 a 640 bp (Cun-horeg,al.,2008) o
mayores respecto al tipo, evolucién y tamafio debge (Ryan, 2004), pueden ser de 1-2 pb de
longitud, o de menos de 20 pb, estos dos ultimossnposible distinguirlos en un gel de agarosa.
Tanto SNPs como InDels pueden ser transformadosas a partir de ellos marcadores CAPS, ya
gue se pueden identificar uno o varios sitios dgrioeion. La aplicacion al estudiar este tipo de
polimorfismos se encuentra en la comparacion deséasiencias entre poblaciones que incluye
inferencia de la historia demogréfica, estudio deservacién genética, pruebas de maternidad y
paternidad y analisis de factores evolutivos expentados por un loci individual. Estos
marcadores son valiosos por su alta especificidadpminancia, estabilidad y son altamente
informativos (Cun-honggt al.,2008).
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7.5. Hibridos

A comienzos del siglo 20, el descubrimiento fundat@lede Darwin y las leyes de Mendel
establecieron las bases cientificas para la gengtimejoramiento de plantas (Stephen y Mumm,
2008). Para su época, Darwin utiliz6 la palabraitidbpara referirse a la descendencia de los cruces
entre especies; hoy el concepto de hibrido sereefie forma similar a un organismo vivo
procedente del cruce de dos organismos de difesebespecie o taxonomia (Kumar y Sing, 2005).
En el dltimo siglo, el desarrollo de hibridos prafidcestudios para examinar la posible explotacion
de la heterosis (o vigor hibrido) en semillas ~idéds F1 en diversas especies cultivadas. Asi, se
desarrollaron nuevas variedades comercialmenteasactijue permitieron obtener cosechas con un
mejor rendimiento, resistencia, adaptabilidad yesaddo uniformidad (Gepts, 2002).

Los hibridos pueden ser de tipo intraespecificesuftado del cruce de individuos dentro de la

misma especie) o interespecificos (resultado detecde dos especies diferentes de la misma
seccién taxondémica o poblacion) (Spooekal., 2005) En programas de mejoramiento, un hibrido

interespecifico es un nuevo genaotipo con alta fiiidad de heterosis, producto de la combinacion

de atributos genéticos altamente variables endosnpales: por ejemplo, un taxén silvestre con un
taxdn cultivado. Esto permite crear una base geméinplia, obtener genotipos con caracteristicas
de resistencia, calidad o produccion mejoradasalgmos casos promover la evolucion adaptativa
y la especiacion (Lobo, 2006; Hegarty and Hisc@€k4).

En diferentes especies de plantas como maiz y,aseoha hecho un desarrollo considerable de
semillas de hibridos F1 con alto vigor o heterasisas semillas se obtienen a partir de mecanismos
de polinizacién econémicamente factibles (Heganty ldiscock, 2005). Ejemplos de generacion de
hibridos en solanaceas altamente productivos ongejores caracteristicas que los padres se
encuentran en el tomat8.(lycopersicuindel cual se han desarrollado hibridos resistemfeartir

de relativos contrastantes con los cuales se tenidbt por ejemplo resistencia a la enfermedad
producida por el virus del encrespamiento amadidida hoja del tomaten inglés; Tomato yellow

leaf curl virus (TYLCV)” (Vidavski, 2007; Duefiaset al, 2008); dos hibridos de tomate
agronomicamente potenciales, fueron desarrolladosl énstituto Indio de Investigacién Vegetal
(IIVR), estos hibridos F1 de tomate son variedaalémmente productivas, ofreciendo también
algunas otras ventajas inherentes como uniformickliad y resistencia a enfermedades (Setgh
al., 2007). Para berenjen&.(melongerja en China se report6 el hibrido llamado “Zitemgievo
hibrido Fl desarrollado por cruce de dos lineasqutiiene diferentes caracteristicas agronémicas
favorables; crecimiento rapido y maduracién temargmuede ser cosechado 40 dias después de la
plantacion, alto rendimiento, produce frutos coal girillante y violeta, tiene resistencia a la
Fusariosisvascular, resistencia media a la marchitez bactary a la marchitez paferticillium
(Mao et al, 2008). En el caso de papa, por ser un cultivoinggortancia mundial, se han
desarrollado hibridos F1 en variados estudios, jeamm@o de ello fue la obtencion de hibridos
diploides (F1 y retrocruce), entre dos especiegesilesSolanum acauleBitt., S. stoloniferum
Schitdl., y especies comerciales dihaploides Sle tuberosumL., las plantas de hibridos
interespecificos F1 que se obtuvieron fueron mgstas en comparacién con los padres silvestres
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y se caracterizaron por la formacién tardia deétallo asi como de larga duracidén con relacion a
la latencia de los tubérculos (Voronkmiaal, 2007).

7.6. Mejoramiento de Plantas

Los hibridos y variedades son el resultado de ongso de mejoramiento, en el cual se utilizan
métodos para la creacion, seleccion y fijacioneshmfipos de plantas superiores en el desarrollo de
la mejora de cultivares adaptados a las necesidbdks agricultores y los consumidores (Stephen
and Mumm, 2008). La adaptacién de los recursogaletudtiles ha sido una constante a través de
la historia humana y son la base del fitomejoratoignla produccién agricola (Lobo, 2006). Los
programas de mejoramiento convencional tienen sapgocesos de desarrollo hasta la obtencion de
nuevas variedades y requieren la utilizaciéon débmmal genético de cualquier cultivo, dependen
de la disponibilidad de una base genética amplia pader aplicar procesos de seleccién, asi
mismo, se relacionan con la existencia de coleesioBpresentativas de la variabilidad genética,
tanto de la especie problema como de los taxaioekdos, asi como de un buen conocimiento de
los atributos presentes en los materiales de lasaones (Lobo y Medina, 2000; Lobo, 2006).

El mejoramiento de plantas se puede describir comproceso en tres etapas; las poblaciones o
las colecciones de germoplasma con variacion genétil se cruzan, los individuos con fenotipos
superiores se identifican, y la mejora de los wcatés se elabora a partir de individuos
seleccionados. Una amplia diversidad de enfoqubarselesarrollado y adaptado para la mejora de
diferentes cultivares teniendo en cuenta el olgetprocedimientos de seleccion y resultados
esperados del proceso de mejoramiento (Stephelaman, 2008; Lobo, 2006).

De acuerdo con Lobo (2006), el enfoque en la méwgd del mejoramiento genético de frutales
andinos en Colombia, se resume en tres pasostapp Eledomesticacionque consiste en un
proceso selectivo para la adaptacion de las plantitgersos agroecosistemas por parte del hombre
para su beneficio, puede tardar miles de afiossmalmargo se contempla dentro de las etapas del
proceso ya que las especies de frutales andinda actualidad se pueden considerar como no
domesticadas o en una etapa o sindrome parciardesticacion, ya que la mayoria pasaron de ser
silvestres a cultivados. b) Etapa peemejoramiento se refiere al conjunto de acciones que se
realizan antes de los programas de mejoramient® smm la ampliacién de la base genética de los
cultivos, los procesos de conocimiento del gernwpi y la transferencia de atributos de
importancia a partir de taxa relacionados y mdessidprimitivos”, asi por ejemplo combinar
atributos genéticos de un taxén silvestre y de auitivado da como resultado el enriquecimiento
de la base genética de este ultimo y la posibilidadclonacion de heterosis presente en los
materiales derivados del proceso. Esta etapa t@maenos, tres consecuencias distintas: prevenir
la uniformidad genética, elevar los rendimientosneorporar atributos no presentes en los
materiales locales. c) Etapamejoramiento, se basa en los aspectos presentados en las ééapas
domesticacién y premejoramiento, con visién de birende varios genotipos, con caracteristicas
morfoagronémicas definidas y produccién de variedadgistradas.
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El mejoramiento de plantas se ha favorecido coraheentas de biotecnologia como la produccién
de transgénicos y los marcadores molecularesukes se empezaron a utilizar en la década de los
80s (Gepts, 2002). Los marcadores moleculares,pleamitido aumentar el conocimiento y la
capacidad para caracterizar la diversidad genéécaialquier especie cultivada, han enriquecido la
informacién de la evoluciéon de las plantas, la cangion de la estructura de poblaciones, el
establecimiento de las medidas empiricas de lpsieetas a la seleccion genética y la identificacion
y mantenimiento de la informacion de la variabitidgenética. Con ello, el conocimiento de las
relaciones genéticas entre las fuentes de gernmalpeeden orientar la eleccion de los padres para
la produccién de hibridos o la mejora de las pabtess (Stephen and Mumm, 2008).

7.6.1. Desarrollo de hibridos en tomate de arbolfolanum betaceum Ca.

El estudio y desarrollo de programas de mejoramigribtencion de hibridos de tomate de arbol
son escasos, se destacan los trabajos de L. Boles,Uhiversidad de Utah, USA, los de M. Lobo,
en el Centro de Investigaciones C.I. “La Selva’G@RPOICA, Colombia y en Nueva Zelanda
donde se han realizado estudios de polinizaciG@mpatibilidad de diferentes variedades (Prohens
and Nuez, 2005).

Bohs (1991), desarrollé hibridos inter e intraeffims del taxdnCyphomandrautilizando ocho
especies que fueron la pauta para interpretarelasiones sisteméticas entre estos taxones y los
mecanismos evolutivos del género. Encontr6 que k&yonfia de taxaCyphomandra,hoy
perteneciente al géneB8blanum(Bohs, 1995), exhiben autoincompatibilidad, conegaddon deC.
betacea (Solanum betaceuyn que presentd autofecundacién. Sélo 5 de 44 conibimes
interespecificas produjeron semillas viables, d& daales evalué tres hibridos vigorosos que
presentaron reduccién de la fertilidad: liztacea(S. betaceuinx C. acuminataC. uniloba(S.
unilobum x C. betacea(S. betaceuincomo polinizador y obtuvo retrocruzamientos haCia
betaceqS. betaceuiry C. corymbiflorax C. doiploconos

En la coleccidon colombiana establecida en el CLd. Selva” de CORPOICA, ha sido posible
obtener cuajamiento espontaneo de frutosCenuniloba (S. uniloburh C. corymbiflora, C.
diversifolia, al igual que erC. materna(S. maternuiny C. amotapensjsentidades biolégicas no
incluidas en el estudio de Bohs. Al igual que Bobguvieron hibridos vigorosos en el cruzamiento
S. unilobumx S. betaceumy retrocruzamientos con buen nivel productivo. &te sentido,
siguiendo los parametros descritos para el defanel programas de mejoramiento, los hibridos
interespecificos entre una accesioén resistenteaattacnosis del fruto en campo de la espBcie
unilobum, y una accesién deS. betaceumm permitieron generar un primer paso para la
caracterizacién genética del posible atributo dastencia. Adicionalmente, se han generado
hibridos entres. maternune hibridos triplesS. unilobunx S. betaceujnx S. maternumlo cual ha
permitido crear una base genética amplia, que persustentar hacia el futuro, programas de
desarrollo de cultivares de tomate de arbol. Haktmaomento, se ha observado que los hibridos
interespecificos presentan vigor hibrido, espe@atm los cruzamientos doblegsistencia a la
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antracnosis y aparentemente buena calidad en yas,b@spectos que se encuentran en proceso de
evaluacién (Lobo, 2006; M. Lobo, comunicacion paep

El tomate de arbol fue introducido a Nueva Zelaadimales del siglo 19, hoy es uno de los paises
con mayor produccién de esta especie, fue renombeadl967 en este pais como “tamarillo”,
nombre con el que se le conoce internacionalméntetrabajos de mejoramiento empezaron con
la seleccion en la década de 1920 y comercialinafiital de la variedad “negra” o “black”
apetecida por su color y tamafio (Prohens and Na@95). En 1991 Pringle and Murray (1991),
intentaron sin éxito la manipulacién de diferenfgdres a nivel de ploidia para evitar la
incompatibilidad interespecifica de especies Cymmura; posteriormente Lewis and Considine
(1999), realizaron estudios de polinizacién coffirelde conocer los patrones de fructificacion y
floracién para usarlos como base para el mejordami@mvencional de esta especie; sin embargo,
hasta ahora la seleccién y los programas de mejenémde tomate de arbol han sido reducidos, la
mayoria de los estudios han consistido en la sélede los mejores materiales entre un grupo de
accesiones y no hay detalles disponibles acerta lterencia de caracteres de interés (Prohens and
Nuez, 2005).

7.6.2. Desarrollo de hibridos en lulo Solanum quitoensé.am.)

Al igual que el tomate de arbol, los trabajos dgonagniento genéticos en lulo son escasos, sin
embargo se han obtenido variedades mejoradas yrciameente activas. Se conocen los hibridos
desarrollados por Viteri y Soria en Ecuador, poHEiser en la Universidad de Indiana, USA y los
desarrollados por el grupo de M. Lobo en el CL& Selva” de Corpoica.

Diversos estudios de investigacién han documentada interespecifica entre diferentes especies
de plantas de este grupo, donde los hibridos @ati® rasgos agronémicos deseables se han
obtenido (Heiser, 1993; Heiser, 2001; Sorya, 199Bp 2006). El primer hibrido conocido de lulo,

el “hibrido Puyo” fue desarrollado en Ecuador poragricultor local, Raul Viteri, quien cruz
quitoensecon la variedad silvestre d& sessiliflorumobteniendo hibridos vigorosos, de semilla
estéril y altamente productivos (Torres y Camach®8l). Este hibrido fue propagado
vegetativamente, aunque tenia algunas desventajas tutos muy pequefios, con respecto a los
deS. quitoensey un periodo productivo que no superaba un afesériel993).

Después de aprender de R. Viteri, C. Heiser enbodd@ion con El Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias Palora (INIAP), Ecnadesarrollé un hibrido entf&® quitoensg
cocona,S. sessilifloruntomo madre y en 1989, se logré obtener el hildldoado “Palora” con

alto vigor o heterosis (Heiser 1993). En 1991 JiaSintrodujo en Ecuador 10 estacas del hibrido
Palora que luego el INIAP, reprodujo y distribuigh.cultivo del hibrido Palora fue reconocido en
Ecuador y se propag6 en el sur de Colombia. Pressaracteristicas especiales como: mayor
tamarfio de la fruta, duracién de tres afios de f#glkn campo, cosecha dos veces afio y una lenta
oxidacion del jugo (Heiser and Anderson, 1999). dumno fue de gran aceptacién por parte de los
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consumidores, debido al sabor insipido y color mjarde la pulpa, se sigue cultivando e incluso
importando a Colombia por presentar un precio aéavemas bajo en el mercado (Lobo, 2006).

Posteriormente, al ser descubierta en planta$.deirtumla resistencia al nematodo de nudo
radicular producido pdvieloidogyne incognitéHeiser and Anderson, 1999), esta especie se @ultiv
en invernadero en la Universidad de Indiana, daedebtuvieron semillas hibridas 8ehirtumX

S. quitoensg la F2 de estas semillas fueron enviadas a nugoza de plantas en el CATIE, Costa
Rica, donde se encontré que muchas de estas paarasesistentes (Heiser, 1972). En Colombia
se entregaron a M. Lobo en 1984 y a partir de estasillas F2 se obtuvo un cultivar resistente
llamado “Lulo La Selva”, el cual fue generado deéspule llevar a cabo un proceso de
domesticacion en donde se realizaron dos retracliendos hacia una poblacion sin espinas del
taxdn cultivado originaria de Ecuador y se clonados plantas en la generacion F2 del segundo
retrocruzamiento, lo cual condujo a la entregastie primer material mejorado (Bermglal, 1998;
Lobo, 2006). “Lulo La Selva” se adapté a plena eigion solar, fue resistente al nematodo
formador de los nudos radiculares y recobré laladlidel fruto comdn (Bernat al, 1998).

Este nuevo cultivar resistente se propagé vegatagwte y en pruebas en diferentes partes del pais
demostré un buen desempefio, reportada como ladganiedad de lulo cultivada, después del
lulo de Castilla (CCI, 2005). Posee caracteristiogmortantes para uso industrial entre las que se
destacan: frutos mas pequefios en comparaciés.cguitoensemenor susceptibilidad al dafio por
manipulacion y transporte, aroma y color desegidea la industria, rendimiento industrial, mayor
precocidad, mayor vida Gtil del cultivo, frutos dmicomas o vellosidades de facil desprendimiento
y pulpa de color verde (Bernetl al, 1998).

En la actualidad, los programas de entrega de sBueadedades de lulo deben focalizarse en
diferentes aspectos: oferta de materiales parensist agroforestales o para la siembra bajo
condiciones de plena exposicion solar, con maypacdad productiva y una combinacién de
atributos organolépticos requeridos por los condares de la fruta. Utilizando la experiencia
adquirida con el cultivar “Lulo La Selva”, que peasd una base genética relativamente estrecha en
sus parentales, se tiene en marcha un procesawsticacion para producir poblaciones adaptadas
a plena exposicion solar con amplia diversidadp&#6 de cinco demes del taxén silvesie
hirtum cruzados con poblaciones élite de la coleccién Sdequitoense en un proceso de
retrocruzamientos disefiados para eliminar espotaiener frutos de pulpa verde, buena calidad y
suprimir el rajamiento de las bayas (Lobo, 2008)icknalmente, con el propésito de contribuir a
verificar la variabilidad genética y de realizaraurdentificacion y certificacion de materiales
premejorados 0 mejorados (i.e. hibridos), el grdpanejoramiento genético de lulo y tomate de
arbol en Colombia ha manifestado la necesidad géementar el uso de marcadores moleculares
informativos (M. Lobo, comunicacion personal; LoBOQ6).

En Ecuador se encuentra en marcha en el InstitaiwioNal de Investigaciones Agropecuarias

(INIAP), en San Luis Nanegalito, la caracterizacidgromorfolégica de 18 ecotipos de lulo
(Solanum quitoenskeam), encontrandose de acuerdo al Ultimo repbragotipos promisorios para

Zulma Esperanza Cardenas Pontificia Universidddveriana, Corpoica 23



5 | dentificacion de hibridos de lulo y tomate de dnbediante el uso de marcadores COSII

mejorar algunas caracteristicas de las variedaglescnjilla comin, principalmente el tamafio del
fruto y otros ecotipos promisorios para aprovedaarcalidad agronémica y resistenciava
incognitay F. oxysporun(Soriaet al.,2005).

7.6.3. Estudios de identificacion de hibridos a nivel mokular

Para asistir la identificacion y seleccién diredtagenotipos, previos estudios han reportado el uso
de marcadores moleculares RFLP, VNTR y basadosG# & tipo RAPD, SSR y ISSR, con
resultados exitosos. Los reportes indican el usmakeadores moleculares en la identificacién de
variedades, evaluacion de pureza genética y detacidn de la huella genética de genotipos. Este
tipo de estudios se han llevado a cabo en difesegpecies vegetales y se ha destacado su uso en
especies de valor altamente comercial como; ama#z, tomate y papa, entre otros (Ferreira et al,
1998,Spooneet al, 2005, Tabla 3).

En la década de 1990, el uso de marcadores malesutamé el mayor impulso, destacandose el
uso de isoenzimas y RAPD para apoyo a mejoramamntrultivos (Spoonest al, 2005). Estudios
reportados en la Ultima década, han utilizado ndamres moleculares para la evaluacion de
genotipos con resultados favorables:

lIbi (2003), reporto la identificacion de variedadela pureza genética de semillas F1 de pimiento,
Capsicum annuupmutilizado RAPD, destacado por ser un marcadotife dominante. Us6 12
marcadores de los cuales 11 fueron Utiles parandigi@ pureza genética de las semillas y cuatro
resultaron ser marcadores cultivar-especificos lparaariedades hibridas, lo que permitié concluir
la utilidad de los marcadores RAPD para la ides@dfion de cultivares e hibridos de pimiento
especialmente para un eficaz programa de controladealidad de la semilla a bajo costo.
Nandakumaret al. (2004), usaron microsatélites sitio etiquetados STMara el estudio de
hibridos, con el que fue posible determinar lalawgnética y realizar la evaluacién de la variacio
dentro de las lineas parentales y las pruebas d=agwenética de semillas hibridas de arroz,
encontrando 9 marcadores polimoérficos informativ@isasanyet al. (2005), utilizaron marcadores
RAPD y AFLP para identificar hibridos inter e irgspecificos de MentaMentha arvensis
evaluando tres hibridos controlados. Kyedtal. (2006), reportaron la identificacién de hibridos
silvestres del géner¥asconcelleacon microsatélites (SSRs) y su uso en la clasifica de
germoplasma. Li-Wan@t al, (2007) usaron tres diferentes marcadores en diuasion de la
pureza genética de dos hibridos comerciales detépBalanum lycopersicunpjanta modelo de la
familia solanacea y evaluaron 218 RAPD, 54 ISSR9ySER; de estos 321 marcadores, se
encontraron 7 para los hibridos analizados; loglteetos combinados del andlisis de marcadores
mostré que solamente los marcadores RAPD y SSRnstraron una herramienta practica y
eficiente en el control cualitativo de las semilifisridas de tomate comercial.

Hasta el momento, el uso de marcadores COSIl neidwmreportado para la identificacion de
hibridos; Sin embargo, dado su caracter codomingnte informacion previa en relacion a su
utilidad para estudios de diversidad y mapeo gemétn la familia solanacea (Wu et al., 2006,
2009a, 2009b; Labatet al, 2009) incluyendo el lulo y tomate de arbol (Eoas al, sometido;
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Prattet al, 2008), se sugiere que pueden ser de gran utibdaa la identificacibn molecular de
hibridos en estas especies.

7.7. Analisis de variacion genética y estructura poblaonal

Existen diferentes métodos estadisticos para estialivariabilidad genética y estructura de las
poblaciones, lo cual facilita la interpretacion @sultados. A continuacién se hace una breve
descripcién de los métodos utilizados en este stud

Medida de la variacion genética La mas apropiada medida de la variacién genéeael
promedio de hetorocigosis o diversidad genéticata Ehedida puede ser definida en términos de
frecuencias génicas, asi la heterocigocidad palaloaus esta definida como:

]

H—'l—?xf

Donde m, es el numero de alélos, X, es la frecaetei alelo i. El promedio de heterocigocidad
(H), es el promedio de la cuantia sobre todoslé&desa(Nei, 1987; Hartl, 1987).

Medida de la estructura poblacional:Es de particular importancia para la conservadiéros
recursos genéticos, ya que esta concierne conrfafen la cual la variacién genética es dividida
entre y dentro de poblaciones (Hamrick, 2003). €61 Wrigth propuso un método para medir las
desviaciones de las frecuencias genotipicas en pofidacion subdividida en términos de 3
parametros; , Fst y R, llamados frecuentemente indices de fijacion addstica F (Nei, 1987).
Donde Fs; coeficiente de consanguinidad o endogamig,nfedida de la diferenciacién genética de
las poblaciones, ydr, varianza de frecuencias de los alelos entre pmivlas (Wright, 1965). Estos
son descritos a partir de la siguiente formula:

1-Rr=(1-hks) (1-Fs).

Nei (1987), demostrd que los indices de fijaciareden ser definidos usando las heterocigosidades
esperadas y observadas para la poblacién bajdigaei$n, usando las siguientes ecuaciones:

Fis = 1- (H/Hs)
Fsr=1- (H/H1)
Fir = 1- (H/Hy)

Donde H es el promedio de la heterocigocidad observadideas las subpoblacionesg Hs el
promedio de la heterocigocidad esperada en eqailide Hardy — Weinberg, en todas las
subpoblaciones, y Hla heterocigicidad esperada en equilibrio de Hardyeinberg, para el total
de la poblacién (Frankhaet al, 2004).

Zulma Esperanza Cardenas Pontificia Universidddveriana, Corpoica 25



5 | dentificacion de hibridos de lulo y tomate de dnbediante el uso de marcadores COSII

Asi, los valores de dr entre ciertos rangos, indican el nivel diéerenciacién génicaen una
poblacion:

v El rango entre 0 y 0,05 es considerado como uicatieid de poca diferenciacion génica.
v El rango entre 0,05 y 0,15 indica moderada diféesid@n genética.
v Elrango entre 0,15 y 0,25 indica gran diferendiagjenética.

v Valores por encima de 0,25 indican una diferenéiagiénica muy grande.

Generalmente los valores desrFpor encima de 0,15 se consideran como indicatides
diferenciacion significativa entre subpoblacionestkhanet al 2004).

En el caso del coeficiente de endogamigéBte puede tomar un valor de —1 a 1. Si es deHayno
endogamia y la poblacion esta en equilibrio de aikinberg. Cuando el valor es negativo,
significa que hay un exceso de heterocigotos g giositivo que hay un exceso de homocigotos, ya
gue cuando Ho < He se asume que en esa poblagifodigeron mas apareamientos endogamicos
de lo que se espera por azar (Eguiati@).,2007).

Andlisis de componentes principales (PCA)Es una técnica estadistica que ante un banco de
datos y variables amplio, tiene el objetivo de oédlas a un menor nimero perdiendo la menor
cantidad de informacion posible. Los nuevos compta®e principales o factores serdn una
combinacién lineal de las variables originalesnaséndependientes entre si (Pla, 1986).

Andlisis de paternidad En genética de poblaciones las pruebas de pddelnse realizan
comunmente por dos métodos; a) paternidad de ésclys) asignacion fraccionada y categérica
0 asignacion de paternidad, (Philip, 2005). Edien@ es utilizado cuando la exclusiéon completa
no es posible y se recurre a métodos probabiltstice pueden discriminar entre los candidatos de
un grupo de datos. Un método similar a este Ulfirradisefiado y utilizado en este trabajo.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Localizacién

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de é&Bem Molecular Vegetal, del Centro de
Biotecnologia y Bioindustria (CBB), de la CorporatiColombiana de Investigacion Agropecuaria
(CORPOICA) sede Tibaitata, kildmetro 14 via Mosgu€undinamarca, Colombia.

8.2. Material vegetal

Para este estudio, L. Barrero desarroll6 una pislazontrol de lulo a partir de un cruce entre la
planta 3 deS. quitoens®4T-142 y la planta 28 d&. hitum05T-1688 en condiciones controladas
en invernadero de la Universidad de Cornell (calattor internacional) en 2006. Posteriormente,
se llevo a cabo el establecimieimiovitro de parentales y semillas de poblacion F1, obtepsmd3
individuos F1 germinados en el Laboratorio de Geadlolecular Vegetal de CORPOICA.

Los deméas parentales e hibridos incluidos en alepte estudio fueron desarrollados por el grupo
de investigacion del C.I. La Selva de CORPOICA nRgro, Antioquia, (Tabla 4).

Tabla 4.Material vegetal de lulo y tomate de &rbol evaload

Padre?® Madres ” Hijos ¢
Sq 120101 x Sh120057 1H_101x57
Sq 120044 x Sh 120061 2H_44x61
Sq 120101 x Sh 120071 3H_101x71
Sq 120103 x Sh 120071 4H_103x71
Sq Se Sq 120052 x Sh 120057 5H_52x57
Sq 120089 x Sh 120071 6H_89x71
Sq 120052 x Sh 120062 7H_52x62
Sq 120038 x Sh 120051 8H_38x51
Sq 120039 x Sh 120060 9H_39x60
Sh 120071 = Sh 130005 10H_13005
Sq 047142 03 Sh 05T1688 028 11H
Sb 620021 Su x Sb
Sm 6002059 Su 620019 Su xSm

2P Se indica la especie seguida por el cddigo desantelel C.I. La Selvd. Sq Se =Solanum quitoenssin
Espinas, ShS. betaceunrSm=S. maternunf Sq =S. quitoenseSh =S. hirtum Su=S. unilobum® Se
analizaron para todas las poblaciones 5 individan® de padres como de hijos excepto para la n&dre
120071 = Sh 130005 donde se utilizaron 4 individtiass hibridos de lulo (H) se listan de 1H a 10H
seguido por informacion de la madf€l hibrido control de lulo se nombra como 11H dellse analizaron
13 individuos de la F1, 2 individuos del padre SgyQ individuo de la madre Sh 28.
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Se evaluaron parentales e hibridos de 10 poblaxibitwidas de lulo (9 de ellas son retrocruces
hacia el parental cultivado) que comparte8.aquitoensesin espinas como padre y 2 cruces de
tomate de arbol que comparten al relativo silve§reunilobumcomo madre (Tabla 4). La
genealogia y procedencia de los parentales (gesatiptes de su cruzamiento) de lulo y tomate de
arbol se presentan en los Anexos 1y 2.

8.3. Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realiz6 siguiendo el praméehto descrito por Arias y Rocha (2004), con
las siguientes modificaciones: 2 gramos de hojarjode cada planta se maceraron en nitrégeno
liguido manteniéndoles en tubos eppendorf a -7@@ada tubo se adicionaron 1000 pL de
solucién tamp6n de extraccion (Anexo 3), a 90°@, agitacion hasta homogenizar su contenido.
Los tubos se incubaron a 65°C durante 45 minugisrao por inmersion cada 15 minutos. Luego,
se centrifugaron a 14000 rpm durante 15 minutossodrenadante de cada tubh®@ uL) se le
adicioné un volumen proporcional de Fenol:Cloroforlsoamilico (24:1). El contenido fue
homogenizado y centrifugado a 14000 rpm por 20 tos)se extrajo el sobrenadant®q0 uL) y

se realizé un lavado con un volumen proporcionaChiEoformo-lsoamilico (24:1). Cada tubo se
centrifugé a 14000 rpm durante 15 minutos y seagxtia fase acuosa. Se precipité el ADN con
Isopropanol:Acetato de sodio pH 8 (10:1), se resndid el ADN precipitado en agua y se precipitd
y lavé nuevamente con Isopropanol:Acetato de sp#io8 (10:1), seguido por dos lavados con
etanol al 70% a -20°C. ElI ADN seco se diluy6o en iD@e TE 1X — RNAsa (4%), se llevo a bafio
recirculante 37°C por 40 minutos, se visualizogarasa al 1% (p/v) y se almacené a —20 o0 —70 °C.

La calidad del ADN se visualiz6 en gel de agards®@(buffer TAE 1x), con tinciéon de bromuro
de etidio 0,5 pg/ml, el gel se corri6 en camarataedoresis marca BIORAD, a 100 V por 30 min.,
en buffer TAE 1X, y se visualizé con transiluminagdocumentador) con luz UV (300 nm). La
cuantificacion de ADN se realiz6 usando espectéofietro ultravioleta marca Beckman (DU530),
realizando dilucién 1:50 y midiendo con un cociesigeabsorbancia A260/A280.

8.4. Seleccion de marcadorem silico

Para evaluar los cruces de lulo se escogieron Hdbauores COSII y para los cruces de tomate de
arbol se escogieron 67 marcadores COSII, los cusdesncuentran distribuidos en los 12
cromosomas del mapa genético del tomatBolgnum Ilycopersicum x S. pengllii
(http://mww.sgn.cornell.edu/, Mueller et al., 2006Anexos 4 y 5). Estos marcadores fueron
seleccionados de un estudio previo a partir dept®Qresentar polimorfismaa silico entre los
parentalesS. quitoensd®4T-142-03 yS. hirtum05T-1688-28 para lulo (utilizados en el presente
estudio) y diferentes accesionesSleunilobumy S. betaceurpara tomate de arbol y por originar
productos de amplificacion de banda simple (Olettal., 2006; Prattet al, 2008; L. Barrero,
comunicacion personal).

Para lulo, los polimorfismos silico de los parentales fueron analizados previa lingpigz las
secuencias utilizando el programa CAPS designeellghet al, 2005), disponible en pagina web
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(http://www.sgn.cornell.edu/tools/caps_designecapput.pl), el cual, a partir de alineamientos de
dos secuencias genera una lista de enzimas deaiéstrque cortan dichas secuencias en diferentes
productos de longitud, detectando polimorfismos SNMDels menores de 20 pares de bases, los
cuales normalmente no se detectan después deizémi@h en electroforesis en agarosa. Se
seleccionaron aquellas enzimas que presentaron owmano 3 cortes para facilitar su posterior
visualizacién (Anexo 4). Esta informacion fue vieafla para el hibrido 11H y posteriormente se
extrapol6 en los hibridos de lulo 1H a 10H paraatmrar marcadores polimorficos informativos
para su identificacion.

Para tomate de arbol, primero se extrapolaron laxadores que amplificaron en las poblaciones
hibridas 1H a 10H y adicionales se evaluairorsilico secuencias de 57 marcadores COSIl de
diferentes individuos d8. unilobumy S. betaceuineditadas a partir de un conjunto de secuencias
consenso “contig” de 2 a 5 individuos, la inforndecbbtenida de estas secuencias se extrapolo a
las dos poblaciones de hibridos estudiadas, yaquee contd con las secuencias especificas para
los parentales del presente estudio. Estas seesesei ensamblaron y a partir de esta informacion
se editaron utilizando el programa Consed (Goreoal., 1998),disponible para Linux y Unix
(http://mvww.phrap.org/consed/consed.html). Se idfieaton polimorfismos y se generaron en
formato FASTA dos secuencias, la primera fue laisecia consenso generada por el programa
para cada alineamiento y la segunda fue la se@ieditada con los polimorfismos SNPs. Estas dos
secuencias guardadas en el mismo archivo fastdiligaron para ser analizadas en el programa
CAPS designer de la misma forma que se realizduton

8.5 Amplificacion y visualizacion de marcadores en lab@torio

Para cada marcador COSII seleccionado, se estaadarilas concentraciones de cebadores y
ADN de acuerdo con el protocolo usado por &/l (2006). Para un volumen final por reacciéon
de 15 pL se utilizé Buffer PCR 1X, Mg{2,0 mM, dNTPs 0,2 mM, Taq 0,375 u, 0,2 mM de cada
cebador COSII y concentracion final de ADN de 20mlg(Anexo 6).

Las condiciones de amplificacion por PCR se est@atan de acuerdo al siguiente perfil de
temperatura: ciclo inicial de denaturacion a 94%C P min, segundo ciclo de 35 repeticiones:
denaturacién a 94°C por 1 min, alineamiento 569Qptb s y extensién a 72°C por 2:10 min, y un
tercer ciclo de extension final de 72°C por 10 mias amplificaciones se realizaron en
termocicladores de 384 pozos marca i-Cycler de BIDR

Los polimorfismos fueron rastreados en geles deoagaal 2% (p/v) elaborados y corridos en
buffer TAE 1x, en camaras de electroforesis BIORAMDN voltaje de 140 V por 1 hora 30 minutos
identificando su tamafio con el marcador de pesecutdr 1 Kb Plus Ladder (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), con tincion de Bromuro de etidio 0,5 pbédicionado directamente al gel.

Los polimorfismos producidos por inserciones-delees (InDels) mayores de 20 pares de bases
fueron corroborados por su diferencia de tamafiolan corridos electroforéticos de las
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amplificaciones de PCR. Para la deteccién de pofismos via CAPS, las enzimas predichas por
el analisisin silico fueron evaluadas en el laboratorio después dmpdifecacion por PCR con los
cebadores correspondientes. Los productos de amapifin por PCR fueron sometidos a digestion
con la correspondiente enzima (Anexos 4 y 5) bagosiguientes condiciones: para un volumen
final por digestion de 10 pL se utilizé 1puL de BufflOx (correspondiente al 100% de actividad
para cada enzima; A — K), 0,1uL BSA (albumina suereino 0,1mg/uL), enzima 0,25 pL (2,5 u/
pL), y 5 puL de producto de amplificacibn PCR optinse realiz6 la digestion enzimatica a la
temperatura constante indicada para cada enzinentduB horas (termociclador de 384 pozos
marca i-Cycler de BIORAD), condiciones casa cona¢rBromega. Los productos de digestién
enzimatica se visualizaron en geles de agarosa [@% ¢Como se describié anteriormente,
sembrando la totalidad de producto de digestiénerothd garantizando asi una O6ptima
visualizacion.

8.6.Analisis estadistico

A partir de los fragmentos de PCR visualizados cttireente 0 después de las digestiones
enzimaticas en gel de agarosa, se realizaron srgdimdisticos utilizando los Software PAUP 4b10
(Swofford, 2004), GENETIX 4,03 version 5 (Belkhét al, 1996) y PHYLIP 3,5 (Felsenstein,
1989) para andlisis de conglomerados, variacioretgen estructura poblacional y componentes
principales. Adicionalmente, se llevo a cabo urisisade frecuencias de parentales probables para
cada cruce.

3.6.1. Analisis de conglomerados

Para el programa PAUP 4b168s marcadores fueron tratados como dominantes, Ipacual se
generaron matrices de presencia (1) o ausencipofO)ndividuo y marcador. Los dendogramas
fueron generados con el algoritmo UPGMA (Método laleMedia Aritmética no Ponderada)
(Gronau and Moran, 2007) y salcul6 el coeficiente de distancia por defecto mtelgrama "P-
distance" (distancias sin correcciones para sogiites sobreimpuestas) a partir del programa
PAUP 4b10 (Swofford, 2004).

Para los programas GENETIX 4.03 version 5 (Belkdtimal, 1996) y PHYLIP 3.5 (Felsenstein,
1989) los marcadores fueron tratados como codor@sapara lo cual el nimero de alelos por
locus COSII fue contado y a cada alelo se le asigndumero consecutivo, generando una matriz
de datos de alelos por locus versus individuos.dgpapamientos se generaron utilizando UPGMA.
El soporte estadistico del arbol consenso se cealeadiante “Bootstraping” de 10000 repeticiones,
utilizando los programas Gendist (Nei, 1978), UPGNs&gboot y Consense del paquete PHYLIP
3.5 (Felsenstein, 1989). El algoritmo de distarggaética utilizado fue Cavalli-Sforza (Cavalli-
Sforza y Eduars, 1967).
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3.6.2. Analisis de variacién genética, estructuragblacional y componentes principales (PCA)

Se midioé la heterocigocidad observada (Ho) y lahoeigocidad esperada (He), segun el método
descrito por Hartl (1987). La estructura de lalacidn se estimé a través del estadistico F-Wright,
que arrojo los coeficientessFFRr y Fst (Wright, 1965). El andlisis de componentes prineipa
(PCA) se determin6 mediante el programa GENETD8 44¥sion 5 (Belkhiet al, 1996).

3.6.3. Analisis de paternidad

Se realiz6 un analisis de frecuencias teniendo cjae las muestras de cada cruce no representan el
100% de los padres e hibridos utilizados en carRpoa determinar la frecuencia de posibles
madres en cada cruce se analizaron los grupos l&lds obtenidos; en lulo, identificados
consecutivamente de 1H a 10H y el cruce control (&bla 4). Los hibridos 1H a 10H provienen
de un solo individuo paterno de la accesion SqSSEj(itoens&in Espinas) y un grupo de madres
con accesion conocida pero se desconoce que indiddntro de la accesion se utilizé para cada
cruce (M. Lobo, comunicacion personal). Se analizarinco individuos por cada madre y cinco
individuos hibridos, excepto para la madre del erl@H de la que se evaluaron cuatro individuos
(Tabla 4). Para tomate de arbol se analizaron daddapiones hibridas, cada una con cinco
individuos tanto de hibridos como de parentalebl@ra).

3g52120 - Eco Rl b
$q103 x Sh71 Madres Bandeo Hibrido Bandeo | Padre
O Sq103xSh71_1 11 4H_103x71.1 | oO1 01
Sq103xSh71_2 10 4H_103x71_2 11
Sq103xSh71_3 01 4H_103x71_3 11
- Sq103xSh71_4 11 4H 103x71.4 | 01
T4 Sq103xSh71_5 01 4H_103x71_5 10

4H_103x71

Figura 3. Analisis de madres mas probablgmra la poblaciéon 4H_103x71 de hibridos utilizarelo
marcador 3g52120a. Bandas rastreadas para 5 madres de la accesiguifense 103 x S. hirtum 71
(59103 x Sh71), 5 individuos hibridos del cruce (1638 x 71), y el padre S. quitoense Sin espinaS€3$4.
Cuadro de analisis de bandas: 1 (presencia), Odaai). Se infiere que las madres més probabldsgle
hibridos 2 y 3 (caso AB) son los individuos 2 (834 &h71-2) (caso AA), 1y 4 (caso AB) con un padieo
(BB), asumiendo que no hay presencia de alelosn@lanayor nimero de marcadores e individuos magor
la probabilidad de encontrar los individuos matesntn analisis similar se aplicé para cada marcaeor
cada cruce y se estimé el % de bandas maternasctsp lo esperado.

La posible madre de cada hibrido se determiné crangda su perfil de bandeo con el del individuo
hibrido y el de su padre y se infirieron los tansadie bandas que se esperarian en la posible madre.
Dentro de cada accesién materna, se selecciongnegll@s individuos que tuvieran el mayor

Zulma Esperanza Cardenas Pontificia Universidddveriana, Corpoica 31



“¥ |dentificacion de hibridos de lulo y tomate de dnbediante el uso de marcadores COSII

numero de bandas esperadas como las madres mablpsolos resultados se presentan como
porcentajes o frecuencias de bandas encontradas emadres mas probables para lulo y padres y
madres mas probables para tomate de arbol, deésmarado, ver ejemplo en Figura 3. Se tuvieron
en cuenta solamente los marcadores polimérficosraotntes con bandeo diferencial excluyendo

marcadores monomorficos para cada poblacion hibstaliada.

3.6.4. Seleccion de marcadores recomendados pasDlen programas de mejoramiento

La seleccion de marcadores que se pueden recomam@anso en programas de mejoramiento de
lulo y tomate de arbol se realiz6 basado en elisid&CA, en el cual el primer factor recoge la
mayor proporcion posible de la variabilidad totelld muestra bajo estudio; el segundo factor debe
recoger la maxima variabilidad posible no recogidael primero, y asi sucesivamente (Terradez,
2007). El PCA inicial se realiz6 para cada pobladidbrida con todos los loci COSII, con esta
informacién se escogieron aquellos marcadores pogason en el primer componente principal y
los del segundo (mas del 90% de la variabilidaal)tade tal forma que realizando un nuevo analisis
de PCA con los marcadores elegidos el porcentajmaado en CP y la distribucién espacial de
los individuos fuese similar a la presentada pohibtido testigo de lulo 11H (de individuos
parentales conocidos). De esta forma, del totaladores se eligieron aquéllos que recogian el
mayor porcentaje de variabilidad en los dos primemmponentes principales.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1. Extraccion de ADN y cuantificacion

El protocolo para extraccion de ADN descrito potiadry Rocha(2004), modificado en este
estudio, permitié obtener un ADN de excelente ealig buena concentracion en lulo y tomate de
arbol (Figura 4a-b). Estos resultados son corratmsr@on la cuantificacién en espectrofotometro
ultravioleta donde el radio o cociente de absorbathe A260/280 fue entre 1.6 a 1.9 (Anexos 7 y
8), y con los productos de PCR obtenidos (Figuja 4c

— O S R W D e e w— —

Sm Sh

1000pb

500pb

300pb

Figura 4. Visualizacién del ADN y productos de amplificacifmor PCR a) Electroforesis en gel de
agarosa 1% (p/v), mostrando el ADN de lulo S. aquis®(03)=Sq y S. hirtun{28)=Sh. b) ADN de tomate
de arbol S. unilobum=Su, S. maternum=Sm y S. batac8b. c) Electroforesis en gel de agarosa al 2%

(p/v) mostrando productos de PCR en dos accesiaédo utilizando 11 marcadores COSII; marcador de
peso 1 Kb plus invitrogen, P1: S. quitoe(38)y P2: S. hirtun{28)

9.2. Identificacion de marcadores COSII polimorficos

Se realiz6 la amplificacion de 105 marcadores eindi¥iduos F1 del hibrido control 11H y sus
parentalesS. quitoense 04T142-08 S. hirtum 05T1688-28 De éstos, 60 marcadores fueron
considerados polimérficos: diez fueron polimorfigos InDel (insercién / deleciéon) mayor de 20
pb; 50 fueron inicialmente monomorficos por tamdBdanda en gel de agarosa pero polimorficos
por CAPS (Anexo 4). Se presentaron los siguierass<x a) 48 marcadores (8 InDels mayores de
20 pb y 40 CAPS) presentaron el caso ideal, enua@l los padres son homocigotos para alelos
diferentes y la F1 es heterocigota homogénea (&idgar y 6a). b) 10 marcadores adicionales
presentaron el caso de un locus homocigoto @arajuitoense 04T142-0@?1) y un locus
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heterocigoto o dos loci (duplicaciéon génica) pdrpaglreS. hirtum05T1688-28P2) con un alelo

de tamafio similar al de P1; en todos los 10 casdsll fue homogénea sugiriendo que el P2
presento dos loci diferentes y no 2 alelos difa®idle un mismo locus, ya que en este (ltimo caso
se esperaria una F1 con segregacion 1:1, lo cuhlenobservado; en este caso el segundo locus
parece poseer un alelo nulo en el P1 (Figura 5b)yd Los 2 marcadores restantes polimoérficos
por InDel 2934470 y 3g46780 presentaron un padmoboto y el otro padre heterocigoto, para 3
alelos diferentes y la F1 segregante en propotkibiiFigura 5c).

A A
AB AB
I———— | ==—_1
B
) T
] B
a)
1A 1A 1A 1A
1A 1A 1A 1A 2A 20 2A 20
T
2020 2A2A ﬂ["::> 1A 1A 1A 1A
A I I
2A 20 2A 20
b)
A A
P1 P2
-A— B — I
I B ) I
C
I — I
C AC AC
_ |

c)

Figura 5. Casos de polimorfismos en el hibrido cmitl1H. a). Caso AA/BB en padres y AB en F1. En este
ejemplo, el polimorfismo in silico es debido a tin@ina (T; banda roja) en los dos alelos de un paat
(P1), y una adenina (A; banda verde) en los dokaldel otro parental (P2), por tanto una enzima de
restriccion que corte en la regién de este polinsonb en P2 permite diferenciar 2 bandas en gel. La
poblacién F1 en este caso es heterocigota homogéhean este caso la explicacion més probable es la
presencia de dos loci (1 y 2) con alelos homocg@oy 0), ambos padres comparten el mismo aleld en
locus 1 (1A) mientras en el locus 2 un padre presalelos nulos (20), la poblacion F1 es homogépea
los dos loci. & Caso AA/BC en padres y F1 segregante, la bandganepresenta el alelo A, la banda azul
el alelo B, y la banda verde alelo C, la F1 es hegénea segregando en proporcién 1:1.
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5. hirtum 28 x 5. quitoense 03
850 pb

a) Marcador 5918580 enzima Taq |. Caso a

F30005 x

TINS5 x
Sofanum guitopnse SE

Solarunr gquitoense SE

= Sofanum Hirtam
130005 850 ph

Sofanunt Flirtan:
F30005

c) Marcador 3g52860 enzima Taq |, Caso a. d) Marcador 3962940 enzima Apol, Caso a.

Lulo 4939660

Madre
Sq1207101 x Sh120057

130005 x

Solanunr quitosnse SE

500 ph

-—
]
@
o
@
a

1H_101x57

Padre Sq Se

400 ph g
Solanuin Hirtum 500 pb

130005

€) Marcador 4939660, InDel. Caso a. f) Marcador 5918580, enzima Tagq|l

Figura 6. Casos en gel de agarosa para identificacion de hdbs lulo; a-b: Hibrido testigo 11H, de
izquierda a derecha: 13 individuos F1 (AB) pobfacihomogénea, padre S. quitoense (Sq) 04T142-03 y
madre S. hirtum (Sh) 05T1688-28d: Hibrido 10H, de izquierda a derecha, 4 individuadre Sh 130005,

5 individuos hijos F1 10H (AB), Unico padre Sq 8&ibrido10H, caso polimérfico por InDel (insercion-
delecion) f: Ejemplo observado en la mayoria de cruces (1H3@EN 2 marcadores de 10H, madres e hijos
son heterogéneos. De izquierda a derecha: Padr@Ed individuos madre Sq 120101 x Sh 120057, 5
individuos hijos 1H_101x57. En los extremos de daglaa a-e se observa el marcador de peso 1 Kb Plus.

Para el analisis de los 10 hibridos de lulo (1HJQHsus parentales, se evaluaron los 60
marcadores polimdrficos en 11H, de los cuales 28ofu exitosamente amplificados en todos los
individuos. De estos, se encontraron 26 marcadoo#morficos informativos (43,33%): Cuatro

fueron polimérficos por tamafio de amplificacion debducto de PCR (InDel > 20 pb) y los 22
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restantes presentaron tamafio de banda similarlefegegarosa, por lo que fueron convertidos a
CAPS mediante el corte con las enzimas de rediricasadas en el cruce control 11H (ver
metodologia). El Anexo 4 muestra la informacioriae26 marcadores seleccionados para los diez
cruces de lulo (filas sombreadas), los cuales seesrtran distribuidos en 10 de los 12 cromosomas,
23 amplifican secuencias intrénicas (ilUPAS) y lmsstrestantes amplifican secuencias exoénicas
(eUPAS).

Los casos encontrados en el cruce 10H, para losa26adores fueron: 15 que presentaron el caso
ideal (Figura 5a), de los cuales 13 fueron CAP§uiéi 6¢ y d) y 2 fueron polimorficos por InDel
(Figura 6e); 6 marcadores presentaron el casodur@icb); 3 marcadores fueron monomaérficos;
los 2 marcadores restantes de 10H y la mayoria aleadores evaluados en las poblaciones
hibridas 1H a 9H, presentaron polimorfismos CAP®&lafue las madres fueron heterogéneas entre
si (algunas homocigotas, otras heterocigotas) suemayoria con un alelo de igual tamafio que el
presentado por el padre Sq SE. (quitoenseSin Espinas), dando como resultado hibridos
heterogéneos (Figura 6f).

En el laboratorio para tomate de arbol, se evaluaro parentales de los hibridos descritos en la
Tabla 4, un total de 67 marcadores COSII. Inicialfegse evaluaron 29 que corresponden a los que
resultaron exitosos en la amplificacion para losces de lulo, de los cuales, solo el marcador
5913450 resulté polimorfico informativo por CAPSando la enzima Dra |. Posteriormente, se
analizaronin silico secuencias consenso “contig” 8ebetaceuny S. unilobumde 57 marcadores
de los cuales 38 marcadores COSIl resultaron pdiooé in silico. De estos, 16 fueron
informativos para la identificacion de hibridos @polimérficos por InDels y 13 polimorficos por
CAPS, con un porcentaje de eficiencia polimérfiead@,1% (16 de 38 marcadores). En el Anexo 5
se encuentra la informacién de los 17 marcadorkmfudicos seleccionados a partir de los 67 para
los dos cruces de tomate de arbol, los cuales@eetran distribuidos en 7 de los 12 cromosomas,
16 amplifican secuencias intrénicas (IUPAs) y umpkifica secuencias exdnicas (eUPAS).

9.3. Analisis del hibrido control de lulo

El hibrido 11H fue seleccionado como un caso tesig esta primera aproximacion al analisis de
hibridos de lulo y tomate de arbol desarrolladosCenl. La Selva de CORPOICA. 11H fue
desarrollado a partir de un cruce entre un individeS. quitoens¢€03) y uno des. hirtum(028) en
condiciones controladas en invernadero.

Dada la naturaleza heterocigota de estas espdomspadres e hijos de este cruce fueron
introducidosin vitro para tener una disponibilidad permanente de sogtiges, se obtuvieroh3
individuos F1 a partir de 450 semillas, es degirparcentaje de germinacién bastante bajo (cerca
de 3%).S. hirtum028 proveniente de Venezuel&yquitoens®3 proviente del Valle, Colombia,
son ejemplo de accesiones muy alejadas entre &lialocorroboré Enciset al. (sometido), en un
estudio de diversidad de lulo, en el quéhium 028 fue la accesién mas alejada en términos de
distancias genéticas medidas con marcadores CQSIB2 accesiones de la coleccion de
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germoplasma del C.l. La Selva. El cruce entre @amges muy alejadas entre si en muchas
ocasiones provoca bajos porcentajes de germinat@bido a que podrian presentar rearreglos
cromosoémicos durante la meiosis, algunos de nazaaétal (Dintet al, 2005).

De otro lado, la lejania entre las dos accesiosefaworable en términos de conseguir un alto
namero de polimorfismos. De esta forma, se encogu® del total de 400 marcadores COSII
inicialmente evaluados en lulo (Prattal, 2008), el hibrido control 11H present6 60 polifiatis

(60 de 400, cerca del 15%) y de los 105 marcado€@SIl analizadodn silico y amplificados en
este estudio se extrapola un porcentaje de efiei@mcpolimorfismo del 57% (60 de 105).

Este porcentaje es superior a lo reportado enedifes estudios de evaluacién de genotipos y
pureza genética en diferentes especies y con diésremarcadores. Por ejemplo, en la
identificacion de dos hibridos de tomate en el spievaluaron 218 RAPD, 54 ISSR y 49 SSR se
encontraron 7 marcadores funcionales, cerca deti@otal (Li, et al, 2007), de forma similar
Sing, et al., (2007), evaluaron dos hibridos de tomate en lalediuno de ellos (NTH-1) un total
de 394 marcadores RAPD fueron evaluados obtenisdido6 polimorficos (1.6%), en el caso del
segundo hibrido (NTH-7) se seleccionaron 253 maresd RAPD de los cuales 51 (20.15%)
generaron amplicones y de estos solo 6 (11.8% 96 2dél total) generaron fragmentos
polimérficos. Para estos ejemplos el bajo nivelpdéimorfismos detectados se debe a la baja
variabilidad entre las lineas paternas de tomdtelieslas (Singet al., 2007) caso contrario a los
dos parentales de lulo usados en el desarrollbidetio control 11H.

Otros ejemplos muestran porcentajes variables timqfismo, es el caso de la evaluacion de la
pureza genética de hibridos de arroz en el quieaurbh 44 microsatélites STMS de los cuales 9
(20%) fueron polimorficos informativos para los Hibridos analizados (Nandakunwral, 2004);

la identificacion de polimorfismos y herencia ermaupoblacion F1 de uva usando marcadores
RAPD de 280 cebadores, 250 (89%) amplificaron, géto 39 (14%) resultaron ser polimorficos
con diferentes tipos de segregacioén en la F1 dtwad, 2002).

El éxito en la amplificacion de marcadores COSlethibrido 11H se debid a la forma metodica
de seleccionar los marcadores, una evaluaciérairgeneral con aproximadamente 400 cebadores,
la posterior seleccién de marcadores polimérficos IpDel, monomérficos con comportamiento
homocigoto en los padres de este hibrido, secumépiade productos de amplificaciones
monomorficas y el posterior analisissilico para detectar CAPS informativos, lo que garantizo
alto porcentaje (57%) de aciertos del caso ide@ [aaidentificacion de hibridos en el laboratorio
(Figura 5a; Figura 6a y 6e).

9.3.1. Andlisis de conglomerados para el hibrido control
Para el andlisis estadistico del hibrido contrdd &k usaron 26 de los 60 marcadores COSII

polimorficos por ser los mismos cebadores usadas analisis de los hibridos 1H a 10H, de esta
manera se garantizé la comparacion estricta defodtados.
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El andlisis de conglomerados mostr6é 3 grupos clandéendefinidos en el cruce control 11H, los 13
hibridos F1 se agrupan a una muy alta similitudc@®a a 0), lo cual concuerda con el caracter
principalmente homogéneo de esta poblacion Flratimiduos parentales conocidos (Figura 7).

Madre_28 HC_1

Padre Solanum guitoense 03_1

Padre Solanum quitoense 03_2

11HC_P28_MO03_13

— 11HC_P28_M03_8

11HC_P28_M03_7

11HC_P28_M03_6

11HC_P28_M03_3
11HC_P28_MO03_5

11HC_P28_M03_12

— 11HC_P28_M03_11
11HC_P28_M03_10
11HC_P28 M03_9
11HC_P28_M03_4

11HC_P28_MO03_1

11HC_P28_M03_2
| | I

0.20 0.10 0.0

Figura 7. Dendograma UPGMA de padres e hijos delice control 11Hgenerado con el Sofware
PAUP4b10.

El arbol UPGMA generado por PAUP 4b10 fue similagenerado por PHYLIP 3.5 (no mostrado),
con la ventaja que PAUP4b10 muestra todos los iohatds y la escala de similitud de éstos en la
parte inferior. En ambos arboles se observé umadoion de dos grupos en la poblacién F1, con
una similitud de 0,01 debido a que se incluyd emrdlisis el marcador 2934470, el cual fue
polimérfico por InDel y segregante en proporciorl YFigura 8), ejemplo claro del caso
representado en la Figura 5¢ de polimorfismos inédivos. En el caso del grupo de los dos
individuos paterno$. quitoens®3, es claro que son idénticos debido a que smeslde la misma
planta, con la que se realizaron los cruces, datemer la F1.
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12 3 4 5 67 8 9 109 12

F1: S. quitoens 03 xS. hirtun 28

Figura 8. Visualizacion en gel, marcador 2934470 polimdarfor InDel, caso particular de segregacién en
proporcién 1:1, en padres e hibridos del cruce cont1H.

9.3.2. Anadlisis de componentes principales para el hibridoontrol

En el analisis de componentes principales (PCAhémido control 11H el 100% del conjunto de
26 marcadores COSII utilizados para la identifiacde este cruce, proporcionan informacion
altamente confiable que captura la varianza taiainalada en tres componentes (Figura 9a), de los
cuales el primero explica una variacién del 87,84nde 23 de los 26 marcadores (excepto
4901940, 3962940 y 1g01350), aportan informacioresra componente en diferente proporcion,
este resultado se debe al comportamiento de lamgdismos detectados para identificar este
hibrido, en los que 19 marcadores (16 poliméfiams@APS y 3 por InDel) presentan el caso ideal
para la identificacion de hibridos (Figura 5a), &cadores (5913450, 2g01720 y 1g14850) aportan
en menor proporcion a la variacion posiblementelp@resencia de alelo nulo en uno de los 2 loci
identificados (Figura 5b) y el marcador 2g34470r&pen menor proporcién a la variacion al ser
segregante en proporcién 1:1 (Figura 5c; FiguraE8).el segundo componente que explica una
variacion del 9.96%, aportan en mayor proporcionmarcador 2934470, seguido de los 3
marcadores (5913450, 2901720 y 1914850) y en@rteomponente con un porcentaje de 2.4% se
ubican aquellos marcadores que en menor proporeiplican la variacion, 3 marcadores
monomorficos para estos individuos (4901940, 3g6362g01350).

En el PCA (Figura 9b), se observan tres gruposnidiefs en las tres dimensiones, este es el
comportamiento esperado entre parentales e hibddasn cruce completamente controlado; un
grupo es el padr8. quitoens€Sq 03), en el que los dos individuos se ubicaabyeponen en el eje
central aproximado al eje 2 (coeficiente de siomlit 0), esta sobreposicidon corrobora que estos
individuos son clones de la misma planta y no segevariacion somaclonal con la multiplicacién
in vitro a la cual fueron sometidos. Un segundo grupo quresponde al Unico individuo analizado
S. hirtum(Sh_028) que se ubica al otro extremo del eje |h @specie comercial, lo cual corrobora
la importante distancia genética entre las doscispeEl tercer grupo cercano al centroide de los
ejes corresponde a la F1 de 11H, se observan dgsntms, en los que se sobreponen los
individuos que se comportan de forma idéntica (cmzfte de similitud = 0) en todos los
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marcadores y se diferencian dos conjuntos debittwas 2934470 (Figura 8), igual que en el arbol
UPGMA.

B Fact! 87 64%
M Fact2 9,96%
[ Fact3 2,4%
M Factd 0%

B0%

st

e e
60% 1"
so]”
and
3%

204"

1%t
v

0%

Componente 1 Componente 2 Componente 3 Componente 4

a)

Axe2 (9,96 %)

b)

Figura 9. Andlisis de componentes principales (PCA) para éiido control 11H.a) Valores acumulados
de los cuatro componentes principales. b) PCA es dimensiones.

9.4. Analisis de hibridos de lulo del C.I. La Selva

Para el analisis de los hibridos 1H a 10H, dedadw$ por el programa de mejoramiento de
Corpoica C.I. La Selva, se utilizaron 26 marcaddt&€3SIl (Anexo 4) siguiendo los mismos
parametros del hibrido control 11H, el cual seupgltambién en los andlisis. Se realiz6 un andlisis
de conglomerados y componentes principales (PCA)adees e hibridos por separado. Se llevé a
cabo un analisis de diversidad, estructura pohbhatip paternidad para cada poblacion que presentd
resultados de similitud mas cercanos teniendo esntaula naturaleza heterogénea de las
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poblaciones 1H a 9H. Y finalmente se destacaromlbxpumarcadores que permitieran identificar
de forma acertada cada hibrido.

9.4.1. Andlisis de conglomerados y componentes principalele padres de lulo

El analisis de conglomerados utilizando el progr&HX LIP 3.5 (Felsenstein, 1989) y el algoritmo
UPGMA (Gronau and Moran, 2007), mostrd valores lo@otstrap” de 10000 repeticiones, entre el
35 a 100%, indicando un buen soporte estadisti@lpa grupos formados por encima del 80%. En
la Figura 10 se muestra el arbol consenso arrqjad@| programa PAUP 4b10 (Swofford, 2004),
el cual es similar al originado por PHYLIP 3.5 (AneQa), con la diferencia que éste agrupa los
individuos por poblacion o accesion y PAUP 4.0béfthpte ver similitud genética por individuo.

En el arbol se observaron varios grupos definidigs|os cuales 6 agruparon por lo menos 3
individuos de acuerdo al numero de accesion (1H,685H 8H, 9H, 10H, Figura 10), los demas se
encontraron dispersos en el dendograma. Esteadsutbrrobora el comportamiento heterogéneo
de estas accesiones, dado que cada individuo déettma accesion puede representar un Gnico
genotipo con bandeo COSII diferencial, lo que am@sidispersion de los individuos. Las dos
accesiones de los pad@squitoens€Sq SE, padre comin de los cruces 1H-10H, y Spade

del cruce 11H) formaron grupos independientes cadacon indices de similitud cercanos a cero
pero a su vez se consolidaron en un grupo con digeirde similitud de 0,16 entre ellos; esta
cercania se debe a que son accesiones de la mEpEEES. quitoensein cruzamiento con otra
especie, las dos son especies comerciales protesida Colombia, y comparten la caracteristica
morfologica de no poseer espinas (SE). Con resgetis dos grupoS. hirtumSh 130005 y Sh
028, individuos maternos de los hibridos 10H y 1flidron las accesiones mas alejadas del arbol y
se encontraron a un indice de similitud de 0,2438,0respectivamente de los padBegjuitoense

lo cual confirma los resultados del estudio redlizpor Encisaet al. (sometido) donde el padre Sh
028 procedente de Venezuela fue el mas distargsa gue en ambos estudios s6lo se comparten 4
accesiones §. hitum 130005=06L063,S. hirtum 028, S. quitoense03 y S. quitoenseSE).
Adicionalmente, los resultados obtenidos se asemaja el estudio de Forgt al. (sometido),
quien reporta un indice de similaridad entre lgeeigs cultivadas de lul. quitoensg silvestres

S. hirtumde 0,45 usando marcadores AFLPs.

El criterio de seleccién de parentales para elnarog de mejoramiento de CORPOICA C.I. La
Selva, ha sido lograr la incorporaciéon de genesos rhateriales cultivados asociados con
caracteristicas favorables provenientes de ger#pGticos o silvestres como son; resistencia a
enfermedades, caracteristicas fenotipicas comnttastgy atributos ecol6gicos favorables (Lobo,
2006); entre otrosS. quitoensdespecie comercial) $. hirtum (especie silvestre), de diferentes
genealogias han sido las especies representativagle no las Unicas. El dendograma de la Figura
10 evidencia la variabilidad existente en parestakrogidos para los programas de mejoramiento
del pais (ver también diferentes genealogias end\hg
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Figura 10. Arbol consenso de poblaciones de padres y madres de hibridos de lulo utilizando URSBMA.
observan 6 grupos de por lo menos 3 individuos de madres agrupados a alta similitud (5H, 8H, 6H, 1H, 9H,
10H). El padre Sg SE (comun para los cruces 1H-10H), el padre 11H y la madre 11H formaron a su vez

grupos independientes.
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En el analisis de componentes principales (PCA1¢5% del conjunto de 26 marcadores COSII
utilizados, proporcionan informacion confiable quagptura la varianza total acumulada en cuatro
componentes (Anexo 10), de los cuales el primeplicaxuna variacién del 27,75% al cual aportan
17 marcadores, el segundo componente el 16,93%ca&dplpor 9 marcadores y el tercer y cuarto
componentes con porcentajes que explican la variamdividual de forma similar del 8,99% (6
marcadores) y 7,83% (5 marcadores). El porcentgjamte de la varianza es atribuible al azar, sin
embargo un 61,5% explica en buena proporcién lawaa acumulable, en comparacién con lo
obtenido por Enciset al. (sometido) a partir de 6 marcadores COSII polilog en donde se
encontraron cuatro componentes principales exmlizash 36,82% de la variabilidad total, lo cual
indica que al aumentar el nimero de variables @$8ll) se incrementa la captura de variabilidad
total en las poblaciones bajo estudio.

En el PCA (Figura 11), se observan claramente fopag definidos en el arbol UPGMA (Figura
10); los individuos maternds. hirtum(Sh 130005 y Sh 028) forman dos grupos cercanejg & al
extremo de los padre&s quitoens€Sq SE y Sqg 03); los individuos maternos de Idsitids 1H a

9H se agrupan sobre el centroide cercanos al @jré las especi€k quitoensg S. hirtumpor ser
producto del cruzamiento entre diferentes accesialeeestas dos especies la similitud genética
entre estas accesiones es alta (0,1 — 0,2) aurtgte diferenciacion genética entre individuosale |
mismas accesiones; Unicamente la accesion mat@xdd 88H) agrupa claramente los 5 individuos
maternos con indice de similitud genética entrg §,0,06.

1 Madre_1H
| mMadre_2H
.| OMadre_3H
= Madre_4H
1 m Madre_5H
m Madre_6H
L : T L : e ' m Madre_TH
| Madre 38x518H T Tl ] O'Madre 8H

: [P : : BN AAEEE : : = Madre 9H
e EMadre-10H
: EMadre-11H
mPa_Sq SE
BEPa_Sq 03

Axe 1 (27,75 %p000 S T R0 Ave 4 (7,83 %)

Figura 11. Analisis de componentes principales (PCpara los individuos paternos y maternos de los
cruces 1H a 11H.
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9.4.2. Anadlisis de conglomerados y componentes principalele hibridos de lulo C.I. La Selva

El andlisis de conglomerados utilizando el progr&H&' LIP 3.5 (Felsenstein, 1989) y el algoritmo
UPGMA (Gronau and Moran, 2007) mostro valores dmotbtrap” de 10000 repeticiones, entre el
24 al 100%, indicando un buen soporte estadistca lps grupos formados por encima del 80%. El
arbol consenso elaborado con el programa PAUP {®b@fford, 2004), (Figura 12) y el arbol
PHYLIP 3.5 (Anexo 9b), muestran estructura similar.

En el arbol UPGMA se observan 7 grupos de por lnane8 individuos por cruce con similitudes
por grupo cercanas a 0,1 (1H, 6H, 8H, 9H, 10H y;leddepto para 4H que fue cercana a 0,2); en
donde las mayores similitudes se observaron panéetio 10H que agrupé los 5 individuos vy el
testigo 11H que agrup6 los 13 individuos con simdies cercanas a cero. Los hibridos restantes
estan dispersos de forma variable en el dendogf&igara 12). Unicamente los hibridos que
agruparon por lo menos 3 individuos se tuvierow@anta en el analisis de paternidad y estructura
poblacional dado que su agrupamiento en el arlbtanalta similitud, facilitando este tipo de
andlisis.

El comportamiento heterogéneo de los hibridos 1HFHa (Figura 12) se explica con el
comportamiento de los parentales que también fueeterogéneos (Figura 10). Como se menciond
en el numeral 4.4.1., las madres son genotiposuptodiel cruzamiento entre diferentes accesiones
de dos especi€s. quitoense x S. hirtu(ifabla 4) y un Gnico padi®. quitoenssin espinas (Lobo,
2007, comunicacion personal); por lo anterior, cailaido es el producto del primer retrocruce al
taxén cultivado. Estos hibridos fueron parte derateso de domesticacion (que finaliza luego del
segundo retrocruzamiento) y pueden considerarse eagiones de premejoramiento desarrolladas
por M. Lobo y colaboradores; el objeto de estozamientos usando accesiones de diferente
procedencia y realizando retrocruces, fue el denastuna base genética amplia y combinar
atributos genéticos del taxon silves®ehirtumy del cultivadoS. quitoensecon enriguecimiento de

la base genética de este Ultimo y con posibilidadiesclonacion de heterosis presente en los
materiales derivados del proceso (Lobo, 2006).

Los grupos definidos y la informacién que propaneiel arbol UPGMA, se complementa con el
andlisis de componentes principales que permiteeneres dimensiones la variabilidad entre las
accesiones y entre los individuos de cada accésidos hibridos 1H a 11H. En el PCA (Figura 13)
los hibridos 1H a 10H se ubican en el centroideas®s a los ejes 1 y 2, los individuos de los
hibridos 5H y 7H son los mas dispersos y alejadt® &i. Los hibridos 4H, 6H y 8H son los que
presentan mayor similitud entre individuos y setaleen los hibridos 10H y 11H con la menor
distancia entre sus individuos lo cual concuerdalembservado en el &rbol UPGMA.

Zulma Esperanza Cardenas Pontificia Universidddveriana, Corpoica 44



@

L

#4182 | dentificacion de hibridos de lulo y tomate de arbol mediante el uso de marcadores COSII

4H_Pa_Ma103x71_3

4H_Pa Ma103x71_4 4H

4H_Pa_Ma103x71_2

4H_Pa Ma103x71_5
11HC_P28_M03_13
11HC_P28_M03 8
11HC_P28_M03_7
11HC_P28_M03_6

11HC_P28_M03_3
11HC_P28_M03_5
11HC_P28_M03_12
11HC_P28_M03_11
11HC_P28_M03_10
11HC_P28_M03_9
11HC_P28_M03_4
11HC_P28_M03_1
11HC_P28_M03_2

oQ——=wno-H

5H_Pa_Ma52x57_2

9H_Pa_Ma39x60_4

e

1H_Pa_Ma101x57_1

1H_Pa_Ma101x57_2

7H_Pa_Ma52x62_4

0.20

4H_Pa_Ma103x71_1

g

2H _Pa_Ma44x61_2

2H _Pa_Ma44x61_4

I ———

7H_Pa_Mab52x62_3
6H_Pa_Ma89x71_3
6H_Pa_Ma89x71_4
6H_Pa_MaB89x71_5

6H_Pa_Ma89x71_1

7H_Pa_Ma52x62_2

3H_Pa_Ma101x71_5

2H_Pa_Ma44x61_3

2H _Pa_Ma44x61_1

9H_Pa_Ma39x60_5

1H_Pa_Ma101x57_3
1H_Pa_Ma101x57_5

1H_Pa_Ma101x57_4
l 1H

3H_Pa_Ma101x71_3

7H_Pa_Ma52x62_1

6H_Pa_Ma89x71_2

2H _Pa_Ma44x61_5

3H_Pa_Ma101x71_1

9H_Pa_Ma39x60_1 9H

[ 9H_Pa_Ma39x60_3 |
9H_Pa_Ma39x60_2

3H_Pa_Ma101x71_4

8H_Pa_Ma38x51_2

3H_Pa_Ma101x71_2

5H_Pa_Ma52x57_1

5H_Pa_Ma52x57_4

B
==
=

8H_Pa_Ma38x51_1
[ 8H_Pa_Ma38x51_4

8H

5H_Pa_Ma52x57_5
7H_Pa_Ma52x62_5

0.10

10HC_Pa_Ma130005_4
10HC_Pa_Ma130005_1
10HC_Pa_Ma130005_5

10H

5H_Pa_Ma52x57_3
I_|_: 8H_Pa_Ma38x51_3
—
| E 10HC_Pa_Ma130005_2
10HC_Pa_Ma130005_3

8H_Pa_Ma38x51_5
|
0.0

Figura 12. Arbol consenso de poblaciones de hibridos de lulo utilizando UPGS&&bservan 6 grupos

(4H, 6H, 1H, 9H, 8H y 10H) y el hibrido control de por lo menos 3 individuos del mismo hibrido agrupados a
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Cuatro componentes principales explicaron el 56,88%a varianza total acumulada (Anexo 10b)
para las accesiones de hibridos; el primer compgenaporta el 20,65% al cual aportan 10
marcadores, el segundo componente el 15,66% apdfamarcadores, el tercer y cuarto
componentes explican el 12,61 y 8,07% de variaespectivamente, con 7 y 4 marcadores,
respectivamente. Tanto loci COSIl como accesionawtan de forma similar en los cuatro
componentes.

O1H
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=I3H
maH
m5H
mGH
=7H
] EEmarsy e : : O 8H

20l . @ T e =9
Lom g : =10H

=11H

/" _2.000
A 8990 Axe 3 (12,61 %)

Figura 13. Analisis de componentes principales (PCA) palaitibs 1H a 11H.

Los hibridos 1H, 6H, 8H y 9H que agruparon tres as rimdividuos en el dendograma UPGMA
concuerdan con las accesiones maternas que agmujgar@mente tres o mas individuos en el
dendograma de parentales, excepto para la accesferna 103x71(4H), que solo agrupd dos
individuos (Figura 10); Las similitudes entre adoees maternas, paterna e hibridos se comprobo
mediante el arbol generado por PHYLIP 3.5 (Anexp 8onde se observan grupos definidos entre
estos hibridos incluyendo 4H, y las accesiones mmagecorrespondientes, sugiriendo que hubo
éxito en la polinizacion de estos cruces o querlascadores COSII utilizados son funcionales para
su identificacion.

Para el cruce 10H se generd un dendograma usandp BB10 en donde se observé que los cinco
hijos formaron un grupo a una muy alta similitugdd), al igual que los individuos de la accesién
paterna (0,05) y de la materna (0,065) y que tgmadres como hijos formaron grupos
independientes entre si (Figura 14). Este commigt#o es similar al presentado por el hibrido
11H (Figura 7) y concuerda con el hecho de quedgoria de marcadores (15) en el cruce 10H se
comportaron siguiendo el caso de padres homociddtafB) e hijos F1 heterocigotos (AB), 6
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presentaron el caso de dos loci, de los cualessrm®terocigoto con alelo nulo (Figura 5b) y dos
fueron del tipo heterogéneo en madres e hijos (&iff).

MadrelU_130005_1

MadrelU_130005_2

MadrelU_130005_3

MadrelU_130005_4

r Padre Solanum quitoense SE_1

L
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10HC_Pa_Ma130005_1

10HC_Pa_Ma130005_5

10HC_Pa_Ma130005_2

10HC_Pa_Ma130005_3
|

0.20 0.10 0.0

Figura 14. Dendogramas UPGMA de padres e hijos delce 10H.Se forman tres grupos claramente
definidos como madre, padre e hibrido 10H.

4.4.3. Analisis de madres probables vs. PCA por hiddo

La paternidad se determiné a partir de alelos gueesedan y que por andlisis de frecuencias, si
estos no estan presentes en los individuos hipgosible excluir madres. Para determinar la
maternidad con mayor certeza fue necesario utilimargran cantidad de loci, en el caso de lulo se
estudiaron 26 marcadores COSII, los cuales sumanist suficiente informacion al sistema de
caracterizacion genética de los individuos.

Dado que los hibridos 1H, 4H, 6H, 8H, 9H, 10H y ldidsentaron por lo menos 3 individuos que
agruparon con alta similitud, estos fueron somstidaun analisis de frecuencias de madre mas
probable. Con los datos obtenidos se encontrarainemae cada cruce con éxito variable (Tabla 5).

Como control positivo, se realiz6 un andlisis dedlramas probable en el hibrido 11H. Con los
datos obtenidos se corroboré la madre de este,dauceal explicd el 100% del bandeo esperado
del cruce, resultado que concuerda con la altdiichiencontrada dentro de los hijos (Tabla 5,
Figura 7). El alto porcentaje es consistente canes controlados donde se conocen los individuos
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parentales de los hijos evaluados y los marcadoodsculares presentaron el caso homocigoto en
padres (AA/BB) y heterocigoto en hijos (AB) parddse los individuos.

Tabla 5.Madres mas probables en cruces de fulo

1H 101x57 | 4H 103x71| 6H_89x71 8H_38x51 9H_39x60 10H_130005 | 11H_028 x 03
23 marcadores| 20 marcadores| 17 marcadores| 15 marcadores| 20 marcadores |23 marcadores 24 marcadores
MPP | HE® MP H MP H MP H MP H MP H MP H
1¢ 2 (0,64) 2,5 1,2,3,4
(0.65) 1H 1 4(0.51) 4H 1 (0.78) 6H 1 12,3 8H_ 1 (0.80) 9H 1 10H_1
11H 1
L2 194 2| 206)| a0 2 22 |6H 2 (%-);g) 8H_2 1’02’73'4 9H_2 10H_2 L1H 2
065) | 1H-2| 2006)| 4H_2 gq |6H_ 2| (0.79), _ _ 11H 3
5(0,6) 11H 4
5 | 1H 3| 5(0,77) aH 32076y 3 8H_3 1(02%:5354 9H_3 10H_3 s
(0,70) _ ) —13(0,89) _ _ 1 19), _911,2,3,4 _ 28 11H 6
5(0,65) (0,96) (1,00)| 11H_7
1,2, 3, 1,2, 3, 11H 8
(0561) 1H_4 3;((%776;)) aH_4 13((%3?) 6H_4| 4y5 | 8H 4| 4(0,55), |9H_4 10H_4 11H_9
: : : (0.87) 5(0,7) 11H_10
1(0,65) 11H 12
1,5 2(0,6) 1,3 1,2,3(0,75) 11H_13
©06) 1H 5 3(0.57) 4H 5 0.77) 6H 5 8H 5 4.5 (0.65) 9H 5 10H_5
5(0,51)

En paréntesis se indica el porcentaje de bandam&adas en las madres respecto a lo esperadantgro de
marcadores reportados son los informativos (polfiicas). ® MP: Madre probable® H: hibridos,® Indica el
namero del individuo correspondiente a la madreadnes mas probables para cada hibrido.

Para los hibridos 1H, 4H, 6H, 8H y 9H el porcentigemadres probables oscilé entre el 51% y el
89% (Tabla 5), indicando porcentajes mas bajoseljweuce testigo 11H y el cruce 10H (96%).
Los bajos porcentajes entre el nUmero de bandasaekpy el observado en las madres de los
cruces 1H, 4H, 6H, 8H, y 9H concuerdan con la addabilidad entre individuos de la misma
accesion observada en UPGMA y PCA. Como se men@ategriormente, los cruces 1H a 9H se
realizaron entre accesiones conocidas pero nese tierteza de la planta materna dentro de cada
accesion que se utilizé para cada cruce. El lulanasespecie de polinizacion cruzada y también ha
sido descrita como autocompatible (Heiser, 197jtBeet al.,1991; Bohs, 1994). De esta forma,
se puede inferir que cada accesion no necesariareeritomogénea, aspecto confirmado dada la
heterogeneidad de las accesiones maternas evaluadeasal concuerda con el bajo grado de
domesticacién de la especie (Lobo, 2006; Lebal, 2007). EIl uso de poblaciones heterogéneas
para propdésitos de incrementar la base genéticguéd es el objetivo de los programas de
mejoramiento (Lobo, 2006), puede ser ventajosoesihargo, al mismo tiempo, al no tener certeza
de los individuos parentales, se hace mas complilzadientificacion y seguimiento molecular de
los hibridos. De otro lado, es importante considgua en el estudio se analizé s6lo una muestra de
las poblaciones maternas e hibridas (4-5 individdescada una) que pudo no haber sido
representativa del total de las poblaciones erdiestespecialmente para los hibridos con madres
desconocidas 1H - 9H que presentaron la mayorbilidiad. Adicionalmente, para todos los casos
analizados, se debe considerar que durante laideade PCR se podrian estar amplificando
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regiones no homologas en parentales y/o hibridosjue podria conducir a un sesgo en la
interpretacion de los geles.

El andlisis de componentes principales (CP) pada camo de los hibridos 1H, 4H, 6H, 8H y 9H
evaluados mostré valores acumulados distribuidog eamponentes principales que explican en
alta proporcion de 75,25% a 91,97% el total de daaecion (ver adelante). Dado que estos
marcadores explican en un alto porcentaje el tigdia variacién existe una alta probabilidad de
encontrar marcadores COSII altamente informativasa pa identificacién de estos hibridos
especialmente en los primeros componentes primspAl continuacion se describe el analisis CP
para cada hibrido.

El andlisis de PCA, para élibrido 1H explica en cuatro componentes principales el 75,25
(Figura 15a) de la variacion acumulada, el prirmmmonente explica el 29,56% aportan a este
componente 12 marcadores COS I, al segundo compoude 18,11% aportan 11 marcadores, al
tercer componente de 14,25% aportan 8 marcadoatswyarto componente de 13,32% aportan 8
marcadores COSII. La distribucion de las poblacgose tres dimensiones mostrd grupos definidos
con acercamiento de madres a hibridos, debidacanadad de alelos compartidos entre ellos. De
acuerdo a la grafica de PCA (Figura 15b), la madés proxima al hibrido 1H_1 es la madre 1
(M1) por estar en el mismo eje vertical, 1H_2 lasocque las madres mas cercanas son 1y 2 (M1
y M2) que se encuentran en el mismo eje vertidadd, 3 y 1H_4 la madre mas cercana es la 5; y
1H 5 esta préximo a 1 y 2; los 5 individuos querespntan el hibrido 1H estan relativamente
alejados de la madre 4 (M_4); estos resultadosuemdan con los obtenidos aplicando el método
de frecuencia de madre probable (Tabla 5).

72, 25%

W Factt 20 56%
M Fact? 18,11%
[ Fact3 14,26%
W Facts 13,32%

Componente: Fact
40%-

30%}
0%

10%:

0%

T———————————
Factl Facr2 Factd Factd

a) Valores acumulados de Componentes PrincipalesdokiH
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b) PCA en tres dimensiones hibrido 1H

Figura 15. Analisis de componentes principales P@Ara el hibrido 1H (101x57)En b) en amarillo se
muestran las madres (M) Sq 120101 x Sh120057,@hoszindividuos hibridos 1H, y en gris el padig SE.

El analisis de PCA, para kibrido 4H explica en cuatro componentes principales el 86,d8 la
variacion acumulada (Figura 16a); el primer compbmeexplica el mayor porcentaje (36,14%),
aportan a este componente 15 marcadores COS degaindo componente de 22,2% aportan 12
marcadores; al tercer componente de 12,42% apd@rtaarcadores; y al cuarto componente de
10,3% aportan 6 marcadores. La distribucion dedddaciones en tres dimensiones mostré grupos
definidos con acercamiento de madres a hibridogscderdo a la grafica de PCA (Figura 16b); la
madre mas proxima al hibrido 4H_1 es la madre 2)(Mara 4H_2 la madre mas cercana que
también fue madre probable en el andlisis de fregas es la M2, sin embargo se observa que la
madre M1 también esta muy proxima a este indivicluo respecto a los ejes 1y 2; para 4H_3 la
madre mas cercanas son 3 y 5 aunque existe una rangania con la madre 5 paralela a la
profundidad del eje 1 y 3; 4H_4 exhibe un acercatoieon las madres 3y 5 pero en especial con
M3; y 4H_5 esta proximo a 1 y 2; estos resultadmsceerdan con los obtenidos aplicando el
método de frecuencia de madre probable exceptd iadieiduo 4H_5 en el que se descartan las
madres 3 y 5 aunque en menor frecuencia (Tables)mportante aclarar que las graficas PCA
pueden moverse en las 3 dimensiones directamemiepeograma GENETIX 4.03 de tal forma que
las cercanias aqui mencionadas fueron corrobodedae diferentes angulos.
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b) PCA en tres dimensiones para el hibrido 4H

Figura 16. Andlisis de componentes principales P@ara el hibrido 4H (103x71). b) Enraarillo
madresSq 120103 x Sh120071, en azul individuos hibridéseh gris padre Sq SE.

En el caso déhibrido 6H el analisis de PCA, explica en cuatro compongntiegipales el 91.97%
(Figura 17a) de la variacion acumulada, el primemponente explica el mayor porcentaje
(50.31%), aportan a este componente 14 marcad@®&s I al segundo componente de 26.43%
aportan 11 marcadores; al tercer componente de¥®8B.8portan 5 marcadores; y al cuarto
componente de 6.31% aportan 4 marcadores. El PQfesrdimensiones mostré acercamiento de
madres a hibridos (Figura 17b), la madre mas prdihhibrido 6H_1 es la madre M5 cercanos en
los ejes 1y 2 que suman el mayor porcentaje dacian; para 6H_2 la madre mas cercana es M5
con respecto a los ejes 1 y 2, la madre M2 seejada en comparacion con lo encontrado en el
andlisis de frecuencias (Tabla 5); para 6H_3 ladresamas cercanas son 1 y 3 aunque existe una
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mayor cercania con la madre 1 con respecto a ésslejy 2 haciendo que entre estos exista un
mayor acercamiento; 6H_4 exhibe un acercamientolammadres 1, 3 y 4 pero en especial con
M1; y 6H_5 individuo mas proximo a las madres 1(fa&bla 5). Los resultados concuerdan con los
obtenidos aplicando el método de frecuencia de enpdobable planteado en la metodologia
excepto en el individuo 6H_2 para la madre M2.

S B Factl 50,21%

M Fact? 26,43%
[ Fact3 8,91%
M Factd 5,31%
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b) PCA en tres dimensiones para el hibrido 6H

Figura 17. Analisis de componentes principales P@ara el hibrido 6H (89x71). b) Enraarillo madres
Sqg 120089 x Sh120071, en azul individuos hibridthseé gris padre Sq SE.

El hibrido 8H presentdé un andlisis de PCA que explica en cuairoponentes principales el
88.89% (Figura 18a) de la variacion acumuladarielgyr componente explica el 38.52% aportan a
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este componente 13 marcadores COS II; al segundpaente de 26.43% aportan 11 marcadores;
al tercer componente de 16.59% aportan 9 marcgdoetuarto componente de 9.35% aportan 8
marcadores. El PCA en tres dimensiones (Figura a®istr6 un comportamiento particular dado
gue los 5 individuos maternos presentaron altaliichi(entre 0,02 y 0,06, Figura 12), se observa
que los hibridos 8H_1 y 8H_2 son los més alejadosyal concuerda con la frecuencia de madre
mas probable de 0,73, los hibridos 8H_3, 4 y 5gmtason mayor similitud y una mayor frecuencia

0,87 (Tabla 5).

M Fact! 38,52%
B Fact? 24 43%
[ Fact3 18,52%
M Fact4 2,35%

anwt
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b) PCA en tres dimensiones para el hibrido 8H

Figura 18. Andlisis de componentes principales PEA tres dimensiones hibrido 8H (38x51). b) En
amarillo madres Sq 120038 x Sh120051, en azul iddos hibridos 8H, en gris padre Sq SE.

En el hibrido 9H el analisis de PCA explica en cuatro componentegipales el 76,95% de la
variacion acumulada (Figura 19a): el primer compbmeexplica el mayor porcentaje (40,75%),
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aportan a este componente 16 marcadores COS degaindo componente de 15,02% aportan 9
marcadores; al tercer componente de 12,71% apd@rtaarcadores; y al cuarto componente de
8,48% aportan 6 marcadores. EI PCA en tres dimeesionostré6 acercamiento de madres a
hibridos (Figura 19b); en esta poblacién 9H se rvasen comportamiento particular ya que los 5
individuos maternos rodean los individuos hijostéai® cercanos, comportamiento similar al
esperado con respecto al hibrido testigo 11H, aeldsemos de los individuos hibridos se

encuentran ubicados los individuos maternos y patdtl individuo 9H_1 de acuerdo al analisis de
frecuencia tendria como madres probables las mddmest descartando la madre M5, lo cual
concuerda con lo observado en el PCA; por otraephos individuos 9H_2, 9H_3, 9H_4y 9H 5

estan ubicadas con frecuencias variables (TabfzeB), muy cercanos a los 5 individuos maternos.

M Fact1 40,75%
B FactZ 15,02%
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M Factd B 48%
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Axe 1 (40,75 %) O

Figura 19. Analisis de componentes principales P@ara el hibrido 9H (39x60). b) Enraarillo madres Sqg
120039 x Sh120060, en azul individuos hibridoseédtgris padre Sq SE.

Zulma Esperanza Céardenas Pontificia Universidddveriana, Corpoica 54



5 | dentificacion de hibridos de lulo y tomate de dnbediante el uso de marcadores COSII

Para ehibrido 10H, de los 26 marcadores analizados se encontrardresnque explicaron el 96%
del bandeo esperado del cruce, lo cual concuemldacalta similitud entre individuos matern®s
hirtum 130005 y entre los individuos hijos (Figura 15y diferentes casos de bandeo presentados
destacandose el caso ideal en el que las madrehimoaocigotas homogéneas AA, el padre
homocigoto BB y los hijos F1 AB (Figura 6a) paradkblos 23 marcadores, como se mencion6 en
el numeral 4.4.2. Sin embargo, dos de los 23 mareadCOSI| seleccionados explican porque no
se observo una frecuencia del 100% en las madrestéeruce; el marcador 1g42990 (enzima Taq
I) en donde las madres 2, 3 y 4 presentan bandeodigoto pero no heredado en los hibridos 3, 4
y 5 (Figura 20a), y el marcador 2901720 (enzima Ayv&n donde las madres presentan bandeo
heterocigoto con una banda a 500 pb no heredadéngano de los individuos hibridos (Figura
20b).

Lulo 1942990 - Taq I Lulo 2901720 - Ava II

130005 x
Solanum gquitoanse SF
Solanum Hirtum 130005x
130005 Solanunt quitoense SE

856 ph
650 ph

Sofanum Hivtum
130005 300pb

a) Marcador 1942990 enzima Taq |, hijos 3,4y 5  b) Marcador 2901720 enzima Ava I, ningin

nopresentan alelo de madres 2, 3y 4. hijo presenta alelo 500 pb de madres 1 - 4.

Figura 20. Caso heterogéneo de la poblacién delrtdb 10H para determinacién de madre probable. a-b:
Poblacién 10H, de izquierda a derecha; 4 individaosternos S. hirtum 130005, 5 individuos F1 Suhirt
130005 x S. quitoense SE y Unico padre S. quitd&ase

Por otra parte, el hibrido 10H, al presentar un pmtamiento similar al hibrido control en el
andlisis de conglomerados y las caracteristicaksi¢ipos de polimorfismos informativos, fue
sometido a analisis de componentes principales j@# al hibrido control 11H, para hacer una
comparacion visual de su comportamiento y corrallosadatos de madre probable, (Figura 21).

El analisis de componente principales (PCA) patailalido 10H, exhibe un porcentaje de valores
acumulados de los cuatro componentes principale88i@6% (Figura 21a), el primer componente
explica el 82.27%, aportan a este componente 18atares COS Il de los cuales 15 marcadores
son los que presentaron el caso ideal padres AR & Bijos AB heterocigotos homogéneos (Figura
6a) y 4 fueron caso de la Figura 6b; al segundopomknte principal de 11,69% aportan 6
marcadores donde se ubican todos los marcadoreastete la Figura 6b; al tercer componente de
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3,55% aportan 5 marcadores; y al cuarto comportnie34% aportan 3 marcadores, estos Ultimos
son marcadores monomorficos; este comportamiedtoamue los marcadores COSII en el primer

componente explican el mayor porcentaje de la nasidotal acumulada, resultado que concuerda
con el tipo de polimorfismos detectados para ifieati este hibrido.

En el PCA de la Figura 21b se observan seis grdpfisidos en las tres dimensiones; los tres
primeros corresponden al hibrido control 11H, pa@e 03) y madre (Sh_028); los otros tres
grupos pertenecen al hibrido 10H, padre (Sq_SExgren(Sh_130005). Los parentales por cruce se
ubican a cada extremo de la gréfica y en linea @estacando una marcada distancia genética entre
ellos; de forma simétrica y conservando la linealigéntre padres e hijos por cruce, en el centro y
cercano al centroide de los ejes se ubican lovithdis F1 de cada hibrido. De esta forma, el
comportamiento de los dos hibridos es muy similar.

Este analisis concuerda con los dendogramas UPG# Acrdice testigo 11H y del cruce 10H
(Figuras 7 y 15). Para el cruce 11H, como se medcanteriormente, se conoce exactamente
cuales fueron los dos individuos parentales udliza Para el cruce 10H, en el caso del p&dre
quitoensesin espinas (SE), también se tiene certeza delidhid parental ya que este proviene de
una sola planta clonada por lo que las dos plamakzadas presentan una similitud cercana a cero
(ver distancia 0.005 en UPGMA vy cercania en PCA);madreS. hirtum procedente del
departamento de Santander (130005) es una acecpsd@unque refleja cierta variabilidad, también
agrupa los individuos a muy alta similitud (vertdigia 0.065 en UPGMA y cercania en PCA).
Dado que el padre es un clon y la madre contienetig®s muy similares, no es sorprendente que
el comportamiento del cruce 10H sea parecido aleptado por 11H.

El andlisis PCA para 11H y 10H también muestralgsi@ccesiones parentales de la misma especie
se agrupan mas cercanamente entre si; es degiadossS. quitoensson mas cercanos entre si, al
igual que las madreS. hirtumy a su ves. quitoensg S. hirtumson mas alejados. Esto indica que
la confiabilidad de los marcadores COSII es altodque se espera que las dos especies (una
cultivada y otra silvestre) sean distantes.

En general es importante destacar que los andBsRCA para los hibridos 1H, 4H, 6H, 8H, 9H y

10H confirman los datos y resultados de frecuenpas la determinacion de madre probable
usada en el presente estudio, asi, la esenciassdenfdisis de paternidad radica en identificar las
similitudes y diferencias de los patrones de bam#elos marcadores moleculares, entre individuos
de una poblacion, y por lo tanto se basa en lacién genética que se encuentre a nivel de ADN
(Eguiarteet al.2007).
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b) PCA en tres dimensiones para los hibridos 10H tjged 1H

Figura 21. Andlisis de componentes principales PO#. de izquierda a derecha; Abajo: en azul
oscuro padre Sq 03, en gris hibrido 11H, en verddma Sh_29; Arriba: en rojo padre Sq SE, en
azul hibrido 10H, en amarillo madre Sh 130005.

9.4.3. Marcadores recomendados para uso inmediato en progmas de mejoramiento del
C.l. La Selva

A partir de los analisis realizados se encontranancadores especificos para seis de los hibridos
1H, 4H, 6H, 8H, 9H y 10H, se destaca entre estdsibedo 10H que exhibe un comportamiento
similar al hibrido 11H, estos marcadores se espamaantrar en el primer y segundo componentes
principales que aportan en mayor proporcion aal@eion genética. En la Tabla 6 se relacionan
los marcadores recomendados para uso en camp@pEag@mas de mejoramiento en curso e
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identificacion de genotipos. Los marcadores retauims fueron seleccionados, producto del
andlisis de conglomerados, andlisis de paternidadalse evalu6 el bandeo de los marcadores y el
tipo de polimorfismo informativo presentado y ebbsis de componentes principales PCA, que
constituy6 la herramienta para comprobar la ef@@de estos marcadores.

Tabla 6.Marcadores recomendados para identificaciéon deitdds 1H a 10H

Porcentaje
Hibrido Numero | Varianza acumulada| Marcador | InDel o Enzima
PCA.
3910020 InDel
3g52120 Eco RI
64.15% 4939660 InDel
1H_101x57 7 (1°y 2° Componentes 2934470 InDel
Principales) 1946480 NrU |
2906530 Rsa |
2943770 Msp |
3g52120 Eco RI
4939660 InDel
85.00% 2901720 Avall
4H_103x71 7 (1°y 2° Componentes 4934215 Cfo
Principales) 1901350 Taq |
3963490 Alu |
2943770 InDel
3910020 InDel
86.41% 3g52120 Eco RI
6H_89x71 5 (1°y 2‘? Cpmponentes 1946480 Nru |
Principales) 2901720 Avall
3910220 InDel
87.35% 2901720 Taq |
8H_38x51 3 (1°y 2° Componentes 3910020 InDel
Principales) 2934470 InDel
2901720 Taq |
o1 39 x 60 . Lo 2073('531% 3910020 InDel
X ( yprincioprgf(’;;';e”te 1946480 Nru |
3927200 Alu |
2901720 Taql
3910020 InDel
3g52120 EcoRl
10H_130005 93.96% 3963490 Alul
21 (1° y 2° Componentes 4939660 InDel
Principales) 5913450 Dral
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518580 Taql

4901940 Apol

3062940 Apol
4909040 Aul

1946480 Nrul

1914850 Mspl

93.96% 4934215 Cfol
10H_130005 21 | (1°y 2° Componentes 4939580 Bglll

Principales) 4917380 Haelll
3910220 InDel

3052860 Xho |

2925950 Ddel

2906530 Rsal

2943770 Mspl

5009880 Taql

9.4.4. Estructura poblacional y heterocigosidad en hibrids de lulo.

En el analisis de estructura poblacional, la ewdetedrica indica la importancia de mantener la
variabilidad genética, particularmente porque auenéas probabilidades de respuestas adaptativas
(Holsinger, 2000). Las estimaciones de las difeemngenéticas entre las poblaciones paternas de
lulo estudiadas, estan descritas a través de thseB1de fijacion (Tabla 7). Un total de 58 alelos
fueron detectados en los parentales de los hibtidas 11H con promedio de 1,67 alelos por locus,
en general los locus seleccionados polimorficosIpbel y SNPs amplificaron y detectaron un
maximo de tres alelos.

Los promedios de indices de heterocigosidad obdart#o y heterocigocidad esperada He por
locus y por accesion de los parentales son al@aslgT17), y presentan un rango de heterocigosidad
observada (Ho) por accesioén entre 0,07 a 0,67prgng indica que los parentales para la mayoria
de los locus presentan heterocigosidad varial#edsilos de menor valor aquellos que presentan
loci homocigotos. El valor promedio del indice dacion Rs, para todos los individuos de la
poblacion parental fue -0,2196, valor negativo dauk® Ho fue mas alto que He (0,36>0,27), lo que
muestra un exceso de heterocigotos presentes pobiciones de parentales e indica un efecto de
la divisién poblacional o endogamia nulos, cuan@go<FO (Harl, 2005; Eguiartegt al 2007), lo
cual es posible explicar dado que los individuotsenmas de los hibridos 1H a 9H son producto de
retrocruzamientos interespecificos - generacion,BGdn el caso de los parentales de los hibridos
10H vy testigo 11H, los locus para cada individuosenmayoria fueron homocigotos pero con
bandeo diferencial entre ellos.

El indice Fr, que se refiere a la diferencia de frecuencidseslalelos entre las poblaciones indica

alta diferenciacion genética con indices promediogecesion de 0,2473 y rango entre 0,22 a 0,27
(Tabla 7); sin embargo, al analizar Unicamentet@esiones paternas de los hibridos 1H a §H, F
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varia considerablemente presentando un indiceQfe ilidicando que estas accesiones presentan

entre si una moderada diferenciacion genética.

Tabla 7.indices de fijacion y heterocigosidad por locysoy accesion de padres y madres, hibridos y
parentales e hibridos de lulo.

Promedio y rango de indices
Especies AlSloS
Ho’ He’ /locus Fis’ Fir® Fsr

S. quitoensey . 0,369 0,27 -0,219 0,08208 0,2473
s. hirtum | A€cesion| 007 0,67)| (0,04 0,41)| 1,677 | (-0,297 -0,13)| (0,01_0,160)| (0,22_0,27)

(padresy [~ "~ 0,353 0,25 | 123 [ 01987 0,0910 0,226
madres) 0,08 062) | (003 042) (-004 -058) | (0,25 0,17) | (0,23 0,29)

o . 0,572 0,389 -0,473 -0,277 0,132
mb;'dﬁi' Accesion] 510,88 | 0.2z 0,44 | 1,930 | (0,5: -041 | (037 016" | (0,0¢ 0,18

Locus 0,563 0,372 | (2a3) -0,452 -0,212 0,129
(0,20 0,89' | (0,25 0,47 (-0,4¢ -0,39' | (-0,32 -0,17 | (0,0¢ 0,16

Parentales e Accesion 0,460 0,32 -0,367 -0,121 0,1802
Hibridos (0,07_0,47)| (0,03_0,41) 1,791 | (-0.42_-0,31)| (-0,19_-0,04)| (0,15_0,21)

1H a 11H Locus 0,461 0,324 | 1a3) -0,452 -0,212 0,129
(0,07_0,47)| (0,03_0,44) (-0,49_-0,39)| (-0,32_-0,17)| (0,08 0,16)

*El rango se indica entre parénteStseterocigosidad observadhgterocigosidad esperada,
4 Coeficiente de consanguinidat¥edida de la diferenciacién genética en poblacidiléterencia de

frecuencias de los alelos entre las poblaciones

Varios factores influyen en los resultados de esira poblacional de las accesiones paternas de los
materiales de lulo: Uno, la distribucion geografitma estas accesiones dado que éstos individuos
provienen de diferentes departamentos del paisog paises como Venezuela y Trinidad (Anexo
1), esto hace que existan amplios rangos de ha@fmrados por barreras geogréficas, lo que
impide el flujo genético entre las accesiones eeimenta la diversidad genética; otro factor, es el
modo de reproduccion, que para lulo se ha repordadaalta tasa natural de polinizacién cruzada,
aunque también se ha descrito como especie autatithep(Heiser, 1972; Benitez et al., 1991;
Bohs, 1994). En el caso de las accesiones patetihs 9H, a pesar de presentar estructura
poblacional moderada {F= 0.09) por ser accesiones provenientes de rattesy existe alta
heterocigosidad Ho = 0,499 y He = 0,37, indicande gstas accesiones provienen de una base
genética amplia y brindan la posibilidad de obtdrikridos igualmente amplios.

Estos resultados presentan diferencias en comparammn los obtenidos por Encist al.
(sometido), en la caracterizacién de 32 accesidadslo usando marcadores COSII; en el estudio
se encontré un indice promedio de £ 0,93 lo que indica una baja heterocigocis ded&das
accesiones; sin embargo, al igual que en esteiessalobservd una alta diferenciacion genética
entre las subpoblaciones, presentando gn=0,94, valor muy superior al encontrado en el
presente estudio. Estas diferencias pueden seicadaé por el bajo nimero de marcadores
utilizados en el estudio de Encisbal.,por las diferentes accesiones evaluadas, de ddescsiolo 4
fueron compartidas en los dos estudi®shitum130005=06L063S. hirtum028,S. quitoens®3 y
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S. quitoenseSE), y porque la mayoria de los parentales de(lladres de 1H a 9H) son cruces
entreS. quitoensg S. hirtum por lo que se espera mayor flujo de alelos exibdaciones y menor
estructura poblacional. Sin embargo, a pesar de eterencias es notable identificar en los dos
tipos de estudios una tendencia a la alta estmugiablacional cuando se consideran todos los
individuos en el andlisis.

En relacién con las poblaciones hibridas 1H a 14¢4,encontré un total de 59 alelos con un
promedio de 1,93 alelos y entre dos y maximo ti@espor locus, lo cual fue ligeramente superior
a lo encontrado para los padres (Tabla 7). Unaetarid similar se reporté en un estudio de
identificacion de hibridos y pureza genética dezaen el que utilizaron marcadores microsatélites
SSR, donde se encontr6 de 2 a 3 alelos por loctexlaria poblacién (Nandakumar, et al, 2004).

Los promedios de indices Ho y He por accesion ehgaupo de hibridos son altos, 0,57 y 0,38,
respectivamente; valores similares fueron encoosrgr locus (Tabla 7), indicio de poblaciones
heterocigotas. Los valores dg §on negativos, con un promedio de -0.473, es tekio es mayor

a la He, asi, se asume que en la poblacion se ggodno bajo ndmero de apareamientos
endogamicos, lo que corrobora la alta heterocigolspiesente en las poblaciones de los cruces 1H
a 11H.

En comparacion con los padres, los hibridos prasemta mayor diferencia entre Ho y He y un
indice ks que indica mayor heterocigocidad, esto se expled@ado a que son accesiones hibridas
producto de polinizacién cruzada entre padres b&tgtos, lo cual disminuye la posibilidad de
cruces autocompatibles que es la forma mas extdenesdogamia (Eguiartet al, 2007). El valor
promedio de & 0,13, indica una diferenciacién genética entrelenada y alta (Frankham, et al,
2004), siendo menor que la observada en los p@eked,2473), lo cual es esperado al incrementar
el indice de heterocigosis en los hibridos, sieesto el resultado de cruces y retrocruces entre
individuos de variada procedencia geografica y &d#an a diferentes ambientes, por lo que se
evidencia que los objetivos del programa de mejmatm del C.l. La Selva de incrementar la base
genética en lulo estan siendo cumplidos.

Dado que los hibridos 1H a 9H son producto de ¢criges a la especie cultivada, se compard con
respecto a hibridos F1 producto de cruces contrs|akDH y testigo 11H; la estructura poblacional
varia ya que los indices de fijacién varian (An&4Q; esto se debe al tipo de poblacion generada,
para cada caso. Asi, al comparar el indigedE los hibridos 1H a 9H en relacién con los hisid
10H y 11H, este aumenta de 0,09 a 0,4346, indicgnddos primeros presentan menor estructura
poblacional al compartir mas alelos entre subpad@s como resultado de los retrocruces. De
igual manera al comparar ek Fcoeficiente de endogamia) de los hibridos 10H.Ki &n relacion
con los hibridos 1H a 9H éste aumenta de -0,941® -@ado que la heterocigosidad disminuye a
medida que las poblaciones sufren retrocruzamidrdsta el punto de alcanzar una medida de
endogamia, disminuyendo la proporcion de heteroagyHartl, 2005).

Finalmente, al realizar un andlisis conjunto dedatuctura poblacional de accesiones parentales y
accesiones hibridas 1H a 11H, se conserva eldetalelos (59) con un promedio de 1,79 alelos por
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locus (Tabla 7). Los promedios de indicess He 0,18 y 0,129 por accesion y por locus,

respectivamente, indican una gran diferenciaciérétiga y corroboran la tendencia a la estructura
de la poblacion total analizada.

9.5. ldentificacion de hibridos de tomate de arbol

Se amplificaron 67 marcadores COSIl para dos srdegtomate de arbol, de los cuales 17 fueron
informativos para la identificacion de hibridos snmdo 3 polimorfismos InDels y 14

polimorfismos detectados por CAPS (Anexo 5); estosron utilizados para los andlisis
estadisticos.

9.5.1. Anadlisis de conglomerados y componentes principalele tomate de arbol

El andlisis de conglomerados utilizando el progr&H&' LIP 3.5 (Felsenstein, 1989) y el algoritmo
UPGMA (Gronau and Moran, 2007), mostré valores lo@otstrap” de 10000 repeticiones, entre el
85 y el 100%, lo que demuestra un buen soportelieitap para los grupos (Anexo 12). Este
andlisis es similar al arrojado por el programa PAbH10 (Swofford, 2004), usando el algoritmo
UPGMA,; se observan 3 grupos de parent8lesinilobum(Su), S. betaceuniSb) yS. maternum
(Sm), con similitudes dentro de accesiones de 0,07, y 0,02, respectivamente, siendo la especie
cultivada S. betaceunmia que mayor similitud genética presenta entraviddos y la especie
silvestreS. unilobura de menor similitud genética (Figura 22).

| Unilobum_620019_2
L Unilobum_620019_4
Unilobum_620019_1
4'_: Unilobum_620019_3
Unilobum_620019_5
Betaceum_620021_3
Betaceum_620021_1
Betaceum_620021_5
Betaceum_620021_2
Betaceum_620021_4
Maternum_6002059_3

Maternum_6002059_1
| |Maiernum_6002059__5

Maternum_6002059_2
Maternum_6002059_4
Unilobum x Maternum_5S

Unilobum x Maternum_4

Unilobum x Maternum_3

I Unilobum x Maternum_1

Unilobum x Maternum_2

—I: Unilobum x Betaceum_4

Unilobum x Betaceum_5

Unilobum x Betaceum_2
| E Unilobum x Betaceum_1

Unilobum x Betaceum_3
|

1 I

0.20 0.10 0.0

Figura 22. Arbol consenso de padres e hibridos deate de arboy taxa relacionados utilizando el método
de agrupamiento UPGMA
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Los hibridos formaron los 2 grupos esperados, Uhéedo Su x Sm$. unilobum x S. matern)im
y otro el Su x Sb§. unilobum x S. betaceumon una distancia de 0,05 entre ellos; la sinailit
genética entre individuos de la misma accesiéneptésindices entre 0 y 0,04, lo cual permite
deducir una alta homogeneidad genética dentro da pablacién hibrida, e indica que los 17
marcadores son aptos para la identificacion deiasas.

El hibrido desarrollado entre el relativo silvesieunilobumy la especie cultivad&. betaceum
present6 10 marcadores del tipo AA/BB en padresByefs F1 (Figura 23a). Para el hibriBo
unilobumx S. maternunfSu x Sm), se encontraron 6 marcadores de esteBipodividuo 5 del
hibrido Su x Sm se diferencié en 4 de los 17 mamesdCOSII en relacién con los demas, lo cual
esta relacionado con la menor similitud (0,04) ste endividuo en el grupo (Figura 23b y c).

Tomate de Arbol 3904870 Hic II
Maternum 6002059 Betaceum 620021

Unilobum 620019 Unitobum x maternum Unilobum x betaceum

a) Caso AA/BB en padres y AB en F1, hibrido Su x 8lgador 3g04870 enzima Hinc Il

Tomate de Arbol, 327310 - Dde I

Unilobum 620019 Unilobum x maternum
Unilobum x betaceum

Tomate de Arbol 3g13235 - Hsp92 II

Unilobum 620019 . Unilobum x maternum Unilobum x betaceum -

[Sege—— - e - W D T e

— - G W — - - .-

Maternum 6002059
Betaceum 620021

¢) Polimorfismos detectados en tomate de arbahds el marcador 3g13310 enzima Hsp92 I

Figura 23. Ejemplos de visualizacién de marcadores COSII ¢nlg@agarosa al 2% para identificacion de
las dos poblaciones hibridas de tomate de arbaks relacionados.
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Adicionalmente, se observo mayor heterogeneiddd paoblaciénS. uniloburren comparacion con
S. maternuny S. betaceun(Figura 23a y 23b), lo cual concuerda con maystadiia genética de
S. unilobunmen UPGMA (Figura 22).

El andlisis de componentes principales que peneiteen tres dimensiones la variabilidad genética
entre las accesiones y entre los individuos de eadasion de los hibridos Su x Sb y Su x Sm,
presentd cuatro componentes principales que erpit®0,29% de la varianza total acumulada
entre estos cruces (Figura 24a); el primer comperaporta el 45,55% con 14 marcadores, de los
cuales 6 marcadores son los que presentaron eldsd@adres AA x BB e hijos AB (Figura 5a) y
en 9 las accesiones paternas e hibridos fueroroéteeas (Figura 6f); al segundo componente de
28,7% aportan 10 marcadores que presentan pobiscibeterogéneas con tamafios de banda
similar; el tercer y cuarto componentes explicaf,ely 7,04% de varianza respectivamente, con 5
y 4 marcadores. Tanto loci como accesiones apdddarma similar en los cuatro componentes.

0% -

M Fact1 45,55%
W Fact2 287%
[ Fact3 2%

M Factd 7,04%

8% "

T0% |

80" Componente: Fact

a0 [
2004

1%

0% T u T T
Factl Fact2 Factd Factd

a) Valores acumulados de Componentes Principalgsobtaciones de tomate de arbol

10} b_620021 R B S
) .- padre
e

(=}

Axe 2 (28,70 %)

“Sm_6002059
-50 - padre

-2.000 s
Axe 1 (45,55 %)
4.000 -3.000

b) PCA en tres dimensiones para parentales e hibrate tomate de arbol

Figura 24. Andlisis de componentes principales (PCA) pasamadlividuos paternos, maternos e
hibridos Su x Sby Su x Sm.
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El PCA (Figura 24b) muestra grupos bien definidas las tres dimensiones cada uno
correspondiente a los parentales e hibridos; sernadgran similitud genética entre los individuos
de cada accesion y con ello se presenta sobrefogie algunos individuos; en el caso Sle
betaceumse observa una Unica ubicacion en el diagramaddeai que los individuos son
practicamente idéntico§. maternunpresento tres ubicaciones diferentes dado qumdibaduos

2, 4 y 5 se comportaron de forma idéntica, el HébBu x Sm presenté 2 individuos idénticos y se
observa claramente que el individuo 5 es el mgadudey en el hibrido Su x Sb los individuos 4, 5y
1, 3 presentan similitudes cercanas a 0 entre pbodo cual también se sobreponen. De forma
general los hibridos se ubican entre sus parentdesportamiento esperado para una poblacién
hibrida. EI comportamiento de poblaciones patequasse ubican a los extremos de la grafica PCA
se explica debido a que existe gran variacion genéntre ellos, y concuerda con los tres grupos
observados en el andlisis de conglomerados, UPGMA.

9.5.2. Anadlisis de padres probables en tomate de arbol

La Tabla 8 muestra el analisis de parentales n@mples en tomate de arbol. Para los hibr&los
unilobum x S. betaceuse encontrdé que la totalidad de los padres evasupddrian explicar el
100% del bandeo esperado. Este resultado puedsgizado ya que los padres se encuentran a
una alta similitud genética con indices de 0 a ®,(Higura 22). De otra parte, los resultados
sugieren que una Unica madre (5) es parental sibitoedos de este cruce (1, 3y 4), ya que explica
el 100% del bandeo esperado. Para los dos hilmedtentes 2 y 5, ninguna madre explicé el 100%
del bandeo esperado; sin embargo, el individuo imat® present6 un porcentaje del 95% para el
hibrido 2 y el 90% para el hibrido 5 (Tabla 8).

Tabla 8.Madres mas probables en cruces de Tomate de &rbol

Su x Sm (14 marcadores) Su x Sb(16 marcadores)

Hibrido Su (Madres) Sm (Padres) | Hibrido Su (Madre) (Pank:es)
SUxSMI ™ T o T3 [ 4| 5| 1] 3] 24y65USP 0 T2 [ 3 4] 5] 1234y5

1 0,83 | 0,89 0,89|0,83|0,94|0,94| 0,94 1 0,79/ 0,79/ 0,95 0,84| 1,0

2 0,83 | 0,89 0,89|0,83|0,94|0,94| 0,94 1.0 2 0,84/ 0,79| 0,90 0,79/ 0,95

3 0,83| 0,7710,77|0,72(0,83/0,88| 1,0 | 0,94 3 0,790,74| 0,95/ 0,84| 1,0 1,0

4 0,89 | 0,83 0,83|0,77|0,88| 0,94| 0,94 4 0,84/ 0,73/ 0,95/ 0,84| 1,0

5 0,83 | 0,83 0,94|0,88| 1,0 | 0,94 0,94 10 5 0,84/ 0,84| 0,84| 0,84 0,90

#Su=S. unilobumSm=S. maternumSbh=S. betaceunSe analizaron 5 individuos para todas las pothsi
de padres e hijos.

El porcentaje que explica la paternidad del cisicenilobunx S. maternunvarié entre el 88% y el
100%. Los resultados sugieren que los padres nadmlgles para los hibridos 1, 2, 4 y 5 son los
padres 2, 4 y 5 quienes explican el 100% del ba(ifeldla 12). Asi mismo, los resultados sugieren
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gue el padre del hibrido 3 es el padre 3 explicad®0% del bandeo esperado. A diferencia de
los individuos del cruc8. unilobum x S. betaceusdlo en un caso, una de las madres explicé el
100% del bandeo esperado (para el individuo 5,ddren5). Para los hibridos 1 y 2, la madre que
mejor explica el bandeo es el individuo 5, con potajes del 94%. De otra parte, para el hibrido 4
la madre que mejor explica el bandeo es la nimecorlel 89%; sin embargo, no se deben
descartar otras madres como la 5, con porcentajgseancanos (88%).

Los porcentajes o frecuencias de parentales predhail tomate de arbol son mucho mas altos que
en lulo. Esto podria ser explicado por las altasilisides genéticas encontradas dentro de las
accesiones de parentales evaluadas. Este resudmdomilar al obtenido por Enciset al.
(sometido), quienes encontraron que tomate de #@meslenté un mayor déficit de heterocigotos
dentro de accesiones (subpoblaciones) con mayaxidij de alelos y una alta diferenciacion
genética entre ellas en comparacion con lulo.

9.5.3. Marcadores recomendados para uso inmediato en progmas de mejoramiento

En el PCA realizado con todas las accesiones ydecitomate de arbol se encontraron altos
porcentajes que explican la variabilidad en losgloreros componentes principales; con respecto
a esta informacion, se escogieron aquellos mareadgue aportaron en el primer componente
principal y algunos del segundo, de tal forma gueealizar un nuevo analisis de PCA con los
marcadores elegidos el porcentaje acumulado enl@Rigtribucién espacial de los individuos fue
superior al 90%.

Para el hibrido Su x Sm se eligieron un total deacadores y para el hibrido Su x Sh se eligieron
10 marcadores COSII (Tabla 9), que exhiben un cot@miento similar al hibrido control 11H,
con los cuales se obtuvo un porcentaje de variangenulada en los dos primeros componentes
principales de 97,16% y 92,54% respectivamenteaufkig5a) y un PCA en tres dimensiones donde
la accesion maternd. unilobumse encuentra ubicada sobre el eje 1 muy cercig & @Extremo
derecho), la accesién paterBamaternuny la accesién paterra. betaceunrespectivamentese
encuentran sobre el eje 1 en el extremo del ejer@ando una linea recta con una alta distancia
genética entre ellas; en el centro se encuentgimdtividuos F1 de cada cruce, que comparten la
mitad de la informacion del padre y la mitad demladre (Figura 25a y 25b). Estos analisis
concuerdan con UPGMA donde los individuos de laeeispcultivadaS. betaceunson menos
variables que los de las especies silveSramilobuny S. maternaconS. unilobunpresentado la
mayor variabilidad, lo cual indica la alta confiadad de los marcadores en relaciéon con lo
esperado para especies silvestres vs cultivadas.

Adicionalmente, los marcadores encontrados para cad de los hibridos de tomate de arbol

permiten identificarlos de una forma acertada, sst@orrobora con el resultado obtenido en el
PCA, que arrojé porcentajes altamente significatide varianza acumulada.
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Porcentaje
Hibrido Numero Varianza acumulada Marcador Enzima
PCA
1911430 Hsp92ll
4914110 InDel
97.16% 1923890 Cfo |
Su x Sm 6 (1 y 2 componentes
principales) 3955360 Taq |
4900090 InDel
3908030 BamHI
5913450 Dra |
3962130 Hsp92ll
1911430 Hsp92ll
3927310 Ddel
92.54% 4914110 InDel
Sux Sb 10 (1y 2 componentes
principales) 1923890 Cfol
3904870 Hinc Il
39055360 InDel
4900090 InDel
3908030 BamHI
L0, 9716% -1rmn(_' '1ﬂf|l'l_;_€E
_________________ e St e el | I ERCHT TS 2 M Fact! 69,32%
sl P i W Fact2 17 37% 90% " B Fact22321%
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c) PCA, Hibrido Su x Sb utilizando 10 marcadores de AA/BB en padres y AB en F1

Figura 25. PCA con marcadores COSII seleccionados en tomafets.

4.5.4. Analisis de estructura poblacional y varialidad de hibridos de tomate de arbol

Un total de 36 alelos fueron detectados a lo ldegtos dos cruces de tomate de arbol Su x Smy Su
X Sb y sus respectivos parentales, con un pronteib68 y un rango entre 1 a 3 alelos por locus
(Tabla 10).

Los promedios de indices de heterocigosidad Ho,ypHieaccesién para los dos hibridos de tomate
de arbol fueron altos, 0,59 y 0,31, respectivamentesentandose de manera similar por locus;
estos resultados se corroboran con el coeficientmdsanguinidad &que dio valores negativos en
promedio -0,84, indicando una alta hererocigociaihdividuos dentro de las poblaciones para los
loci estudiados, el valor negativo dg &sta dado porque la heterocigocidad observadaagsrma

la heterocigocidad esperada (0,59>0,31), lo questrauein exceso de heterocigotos presentes en la
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poblacion, producto de un cruzamiento interespecifintre dos genotipos heterocigotos. El valor
Fst 0,37 indica una diferenciacion genética muy gratdankham, et al, 2004), la cual fue mayor
en comparacion con lulo {F 0,18, Tabla 10) coincidiendo con el estudio deig&net al.
(sometido), aunque en este Ultimo caso la difeserdn entre subpoblaciones fue mucho mayor
(Fst 0,99), posiblemente dado por el numero de mareadygr diferencias en las poblaciones
analizadas.

Al igual que en lulo, esta alta diferenciacién ergubpoblaciones en tomate de arbol se pueden
explicar por las barreras geogréficas, ya quedpeaesS. unilobumy S. maternumprovienen de
Bolivia y son genotipos silvestres con una altaueitp alélica y adaptacion a condiciones
ambientales especificas, y la especie comer8ialbetaceumcolectada en Colombia, posee
caracteristicas con un grado de domesticacion figtivo (Lobo, 2006); por lo tanto, estas
barreras geograficas acompafiado de condicioneseatalads diferentes pueden reducir el flujo
génico. Adicional a esto, se comparte con luldpal te reproduccion sexual por ser una especie
alégama con cierta tendencia a la andromonoeciawtapolinizarse (Heiser, 1972; Benitdzal.,
1991; Bohs, 1994).

Tabla 10.indices de fijacion y heterocigosidad por locysoy accesion de poblaciones hibridas de tomate

de é&rbol
Promedio y rango de indice5
Species Alel
P Ho? He /Ioecgf Fis* Frr® Fst®
Ace 0,591 0,316 -0,84 -0,15 0,37
Hibridos " ] (0,09_0,63)] (0,06_0,47)] 1,68 | (-0,95_-0,68)] (-0,31_-0,01)] (0,30_0,44)
tomate de arbol| 0,59 0,32 (1-3) -0,80 -0,17 0,34
(0,09 0,60)] (0,06 _0,47) (-0,90_-0,68)| (-0,31_-0,01)| (0,30_0,44)

'El rango se indica entre parénte$tseterocigosidad observadhgeterocigosidad esperada,
“ Coeficiente de consanguinidat¥edida de la diferenciacién genética en poblacidiléterencia de
frecuencias de los alelos entre las poblaciones

4.6. Inferencias generales del estudio

Los resultados obtenidos en el presente trabajo ra las poblaciones de hibridos de lulo, como
hibridos de tomate de arbol indican que los mamadmoleculares COSIl son especialmente
valiosos para la identificacion de hibridos en ®stas especies Solanaceas, por varias razones; su
naturaleza codominante, que permite identificar SMPsilico o en laboratorio por la técnica
CAPS; su naturaleza multiloci, que permite idecgifiinserciones y deleciones (InDels); se pueden
considerar altamente polimérficos, reproducibles;eacuentran distribuidos en el genoma de la
especie modelo tomates.( lycopersicuin lo cual permite realizar estudios comparativos c
genomas mas desarrollados e incrementar la efiaigleclos programas de mejoramiento; generan
patrones de bandeo en geles facilmente interpestaddl ser en su mayoria de copia Unica por
tratarse de genes ortdlogos; adicionalmente, alepio de genes expresados (ESTs) derivados de

Zulma Esperanza Cardenas Pontificia Universidddveriana, Corpoica 69



“¥ |dentificacion de hibridos de lulo y tomate de dnbediante el uso de marcadores COSII

otras especies solanaceas cercanas permiten elaldaersidad funcional de las colecciones y
eventualmente estar influenciando caracteristicasinterés agronémico o econoémico de los
cultivos; estas caracteristicas permiten que gstede marcadores generen informacion especifica
para diferenciar accesiones e individuos en uniapigin.

Los marcadores de COSII han mostrado ser (tilediferentes aspectos, incluyendo diversidad,
flogenia y gendmica comparativa (Wu et al, 200802a y 2009b) y tienen un alto potencial en
seleccién asistida por marcadores o por genémicalu® y tomate de arbol, en el estudio
preliminar de Enciset al. (sometido) se presentaron resultados similaredggmos aspectos con
el presente trabajo, como alta diferenciacion dgemémedida con el indicesf; aunque se
encontraron indices mayores en el primero; aditioerte Encise@t al, reportaron coeficientes de
endogamia k positivos relacionados con fijacion de alelos ta dlomocigosis, contrario a este
trabajo, donde se observo alta heterocigosis gamegativos; aspecto que pudo ser influido por el
numero de marcadores analizados y el tipo de piobles bajo estudio (la mayoria de poblaciones
del presente estudio son productos de cruces,ddmplica flujo de alelos y baja homocigosis).
Los marcadores COSIl también han sido utilizados psstudios de diversidad basados en
secuencia de tomate (Nakitandwe et al., 2007; VaynEe et al., 2007) y, en comparaciéon con
otros dos marcadores (arbitrarios y ESTs), los COfah dado estimaciones similares de
polimorfismo (Labatest al, 2009).

Por otra parte el estudio del hibrido testigo 1hjde se consider6 como el parametro de
comparacion mas adecuado, teniendo en cuenta qeé msmer estudio de identificacion de
hibridos usando marcadores moleculares COSII, fagtahte enriquecedor en el sentido que
permitié determinar el comportamiento y los pard&osefundamentales de lo esperado en cuanto a
variabilidad genética, estructura poblacional, dsrwias de paternidad, usando herramientas como
el programa GENETIX 3.5, util en el estudio de madares de tipo codominante.

El presente trabajo puede por tanto considerans® ¢a primera aproximacion a la estimacién de
parametros que deben cumplir diferentes poblacidriiesdas de la familia Solanacea, usando
marcadores COSII. Otros marcadores como los mi@lites, que tienen caracteristicas similares y
diferenciales en relacién con los COSII, puedenbtamser adecuados para la identificacion de
hibridos. Los parametros estimados en el presshidie se pueden resumir en tres pasos: Primero,
andlisis de conglomerados, donde se espera gaedasiones parentales e hibridos formen grupos
diferenciables. Segundo, el analisis PCA es Gtib manfirmar los agrupamientos del analisis de
conglomerados vy las distancias genéticas, resuatatildpara corroborar los analisis de frecuencias
de paternidad. Tercero, PCA, al explicar la vamdatatal acumulable permitié discriminar y
seleccionar marcadores eficientes para la ideatifie de hibridos ubicados en el primer y segundo
componente principal, el cual se confirm6 al realian nuevo analisis PCA con los marcadores
seleccionados en el que la varianza total acumuwadabicd en el primer componente con un
porcentaje mayor a 80%. Este Ultimo paso es impi@ta/a que PCA posee una alta correlacion
con la varianza demostrando una alta potencialjid usarlo en propdsitos de seleccién, de
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acuerdo a estudios realizados en mejoramiento igenéh seleccion de bovinos (Ruales y
Manrique,2007).

Por otro lado, se sugiere a los programas de nmejento que al trabajar con especies heterogéneas
y heterocigotas, como lulo y tomate de arbol yesdasea certificar hibridos molecularmente y de
forma masiva, la manera mas eficiente de lograrfornarcadores moleculares es llevando registro
de cada planta que se utiliza como parental (remsmfte de la accesion) y en lo posible clonarla
(como se demostré para el hibrido 11H), lo quelifactetectar aciertos en la polinizaciéon o
individuos producto de autopolinizacidn, los cuaespodrian descartar en estados tempranos del
desarrollo ahorrando tiempo y dinero.
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10. CONCLUSIONES

Con el analisis de secuencias de los pa8dsrtum 028 y S. quitoense03 de lulo y
accesionesS. unilobum y S. betaceumle tomate de arboke seleccionaron 105 y 38
marcadores COSII, respectivamente, por originadyrtos de amplificacion de banda
simple y por presentar polimorfismas silico entre InDels y SNPs (luego convertidos a
CAPS).

Al evaluar en laboratorio los marcadores polimadicseleccionados silico en diez
poblaciones hibridas de lulo y dos de tomate deolarke encontraron loci entre
polimérficos directos (debidos a InDels) y CAPS) porcentajes de eficiencia polimorfica
del 43,33% y 42,1%, del total evaluaidasilico, por lo cual la metodologia e informacién
obtenidain silico usando marcadores COS |Il, se puede extrapolaabalrdtorio y es
relativamente (til para encontrar polimorfismos diferentes accesiones de la misma
especie.

Los analisis de conglomerados y PCA permitierorectat para lulo y tomate de arbol
grupos claramente definidos de padres e hibridos, presentaron alta similitud entre
individuos y diferenciacion entre accesiones. Lindiais de PCA mostraron la distribucién
espacial que confirmé los resultados de frecuenpa@s la determinacion de madres
probables; al mismo tiempo, PCA al explicar la amzia total acumulable, permitié
discriminar y seleccionar marcadores eficientes paridentificacion de estos hibridos,
ubicados en el primer y segundo componente prihcipasultados que favorecen la
utilizacién de PCA como una herramienta tanto pa@onfirmacion de paternidad como la
seleccion de marcadores.

Lulo y tomate de arbol presentaron una tendendi alta estructura poblacional o alta

diferenciacion genética, asi como altos indices hdterocigocidad dentro y entre

poblaciones, y exceso de heterocigotos que se aston@o bajo nimero de apareamientos
endogamicos; comportamiento esperado en poblackibedas interespecificas F1 y BC1

seleccionadas y contraladas en campo.

Los marcadores COSII son utiles para identificéritids por su naturaleza codominate,
son marcadores altamente polimérficos, reprodusiblegeneran patrones de bandeo en
geles facilmente interpretables, caracteristicaspprmiten confirmar el éxito de un cruce
entre parentales contrastantes, convirtiéndosenanestrategia para apoyar y hacer mas
eficientes los programas de mejoramiento conveatiem especies solanaceas como lulo y
tomate de arbol, e incluso en otras especies fdeidia por su caracter ortélogo.
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11. RECOMENDACIONES

La confirmacion de la naturaleza hibrida usandocadores COSIl seria importante,
practica y viable en cultivos perennes o de pradogiclo reproductivo como los frutales
lulo y tomate de arbol, lo cual permitiria la eliracion de plantas dudosas y podria ahorrar
mano de obra, espacio y costo, en futuros prograeasejoramiento.

Se recomienda a los programas de mejoramientolduabajar con especies heterogéneas
y heterocigotas, la manera mas estricta de catifitbridos molecularmente es llevando
registro de cada planta que se utiliza como pdrefitael caso de cruces entre accesiones
donde se desconoce el individuo parental (i.e. 1BH& es conveniente analizar una
muestra mayor o la totalidad de los parentales ginlels, para seleccionar con mayor
certeza aquellos que mejor expliquen los hibridasrodos.

Para certificar genotipos molecularmente es comveai realizar un seguimiento de
identificacion molecular de los mismos desde @iinde un programa de mejoramiento, lo
que fortaleceria la certificacion de los genotigesarrollados.

Se recomienda a futuros programas de mejoramierteccionar preferiblemente
marcadores que presenten bandeo claramente dibteygoomo en el caso diferencial y
homocigoto en padres (AA/BB) y homogéneo heterdoigam hibridos F1(AB), lo cual
facilitara el seguimiento e identificacién de meties de forma acertada evitando escapes
por autopolinizacién o polinizacién cruzada condaigos no deseados, y adicionalmente
complementar la identificacion del material con ostr marcadores moleculares
preferiblemente de tipo codominante como los matélges, en especial en individuos
producto de retrocruces.

Continuar elaborando estudios que sigan los paramestablecidos en el presente estudio,
con diferentes tipos de marcadores codominantes.
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ANEXOS

Anexo 1 Accesiones iniciales y genealogias de lulo usadano parentales.

ado

futos

Pag;l)zég;}o)hgo Especie Origen o genealogia

120038 S. quitoense ICaigtlj?gnbia: Antioquia, Sonson, Finca Quiebra, San
Colombia: Magdalena, Santa Marta, Corregimiento

120039 S. quitoense de Minca, vereda Campano, Finca: Betama, Cultiyar
primitivo.

120044 S. quitoense Colombia: Sachamute Pasto Narifio, colecta merg
de Pasto.

120051 S. hirtum | Colombia: Lulo sin espinas

120052 S. quitoense Colombia,: C_:auca, Popayan, vereda Juntas, F
partenocarpicos.

120057 S. hirtum | Colombia: Santander, Rionegro, La Suiza.

120060 S. hirtum | Venezuela: Caracas, Coast hear, Heiser 9904

120061 S. hirtum | Trinidad: Heiser 358

120062 S. hirtum | Venezuela: Maracay

120071 =130005 S hirtum Col_ombia: lulo Santander, municipio Aguas

Calientes

120089 S. quitoense Colombia: Narifio, Pasto, Villamor,

120101 S. quitoense Colombia: Cauca, Aguas claras, Timba

120103 S. quitoense Colombia: Cauca, Valle de Timbita

Sin Espinas S. quitoensg Colombia:S, quitoenssin espinas
0571688028 S. hirtum | Venezuela
04714203 S. quitoense Cali, Valle

Anexo 2.Accesiones Yy genealogias de tomate de arbol ssamao parentales

Cdédigo accesion Especie Origen o genealogia
620019 S. unilobum| Bolivia: Santa Cruz.
620021 S. Betaceum Colombia: Antioquia, Marinilla, Vereda Cascajo Avai
6002059 S. Bolivia: Santa Cruz zona del departamento de San Ju
Maternum | del Potrero.
Anexo 3.Composicion del buffer de extraccion de ADN.
Reactivo Concentracion Stock Concentracion Final Mmen 50 mL
Tris HCI 1M 0,15 M 7,5 mL
EDTA 0,5M 0,015 M 1,5 mL
NaCl 5M 1M 10 mL
Beta Mercapto etanol 2% 1mL
CTAB 1% 0549
PVP 360000 1% 0549
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Anexo 4.Marcadores moleculares COSII evaluados para patifbedo 11H, lulo (Solanum quitoense).

a:f Marcadorbo Cr* Posicion Secuencia de Enzima CAPS Tamafo banda| Tamafo de banda Tipod
Cebador Mapa Tomate los cebadores PCR observadqg digestidon enzimatica] UPA
1|C2_At5g18580 3|01 |01.0347 F_TGCCACATTGCCTCTGTATGTACAGAAC | Tagl (65°C) 1000 1000 iUPA
C2_At5g18580 28 R_ATGTCAATTCGGGCTTGAGTAAGT( 1000 850-150
2| C2_At4g01880 3|01 |01.0396 F_ATCTTTGTCTCTTCAGCCTTTTTACCAG | Avall (37°C) 400 400 {UPA
C2_At4g01880 28 R_TCCCTAGAATTGAGGCCTGCTGC 400 140-260
3| C2_At3¢g62130_3| 01 |01.0397 F_TCTCTCATTACGGATTCCGAAATACC | Pstl (37°C) 500 500 cUPA
C2_At3g62130 28 R_TTAGCCAAGGCTTTCCGAAACTC 500 140-360
4|C2_At4g15530 3|01 |01.0397 F_TGTAAAGATGGTGGAGCCACAGC InDel 550-700 InDel {UPA
C2_At4g15530 28 R_ATCCACGGGCTACAACAGCTGC 550
5|C2_At3g62010 3|01 |01.0399 F_TACCCCATTTATAGCATGGCAAC BsaHI (37°C) 320 A-NA © iUPA
C2_At3g62010_ 28 R_ATGTCATCTTTTAACCGAGCCTCC 320
6|C2_At3g63490 3|01 |01.0407 F TCATTTCCGGCTCAATATTGACC Alul (37°C) 170 50-120 iUPA
C2_At3g63490_28 R_ACAGTTTGACCTGTTCCCTTGGGC 170 20-150
7|C2_At3g06050 3|01 |01.0465 F_ATACACTATGAACGGTTGGGCAG Taq | (65°C) 1100 180-200-330-390 | .
IUPA
C2_At3g06050 28 R_AAACTCTTGTGGAAGCTTCCATC Eco NI (NA) 1100 210-390-500
8|C2_At3g23590 3|01 |01.0471 F_TCGAAGCTGTCCCCTTTGTGGTT Hinfl (37°C) 600 250-350 {UPA
C2_At3g23590 28 R_AGGCTTGGAACATCTACACCAGTGGC 600 600-470-130
9| C2_At5g13450 3|01 |01.0473 F_AGGTTTGCTGAGTTAACCATGGC Hae Il (37°C) 770 770 {UPA
C2_At5g13450 28 R_TCTGTTCAATGTTCACCTTCTTCCt 770 450-320
9 |C2_At5g13450 3|01 |01.0473 F_AGGTTTGCTGAGTTAACCATGGC Dral (37°C) 770 120-650-770 iUPA
C2_At5g13450 2§ R_TCTGTTCAATGTTCACCTTCTTCCC 770 100-670
10| C2_At3g52120 3|01 |01.0478 F_AAGTGATCCAGCAGTGAAGAAAGTTG | ECcoRI (37°C) 650 320-330 A
C2_At3g52120_ 28 R_TGATAGAGCCTTTTCCTCTTCACTAAG 650 650
11| C2_At4901940 3|01 |01.0478 F_AGAAAAGTTTGGAGAAGCCATCAAGG | Apol (37°C) 280 280 iUPA
C2_At4g01940 28 R_TGCTGCTTTGACTCCTGATCCAATAG 280 180-100
12| C2_At3g12300 3|01 |01.0920 F_ATGTCAAACGGCTGCAAGATGAAG InDel 1300 InDel iUPA
C2_At3g12300_28 R_TCGAAGAGTTTCAACATAGTTGGTTCC 1400
13| C2_At1g56345 3|01 |01.1156 F TCGGTGGCAACCACAGATTACCCAG | Nsil (37°C) 760 760 iUPA
C2_At1g56345 28 R_ATCGAGTCTATTAGCTAAATGAAGCTC 760 280-480
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14| C2_At1g02560 3|01 |01.1157 F_TTTATCTTGATGCTGTTGATCCCAC | Rsal (37°C) 740 740 UPA
C2_At1g02560_28 R_TGACCCTCCTGGAGAATTGACATAC 740 500-240

15| C2_At1g10240 3|01 |01.1283 F_AGCCGGCTAGCACATTTTGTGG SsPI (37°C) 750 A-NA UPA
C2_At1g10240 28 R_TCTGGTATTTGAAAGCAATTTCCTG 750

16| C2_At4g22200 3|01 |01.1320 F_CACCAGACGAGTTGTACATCATACTGCC | Bfal/Mael/Xspl 500 A-NA N/A
C2_At4g22200 28 R_AGTTCTTCAAGGAAAGTAGCATTACC | (37°C) 500

17|C2_At4g14110 3|01 |01.1363 F_AGCTCCTTCTTTCCGCTTATTCAAC | Hincll (37°C) 1100 280-820 {UPA
C2_At4g14110 28 R_TGGAAGACATATTCAGTCAAGCGCTG 1100 280-330-490

17|C2_At4g14110 3| 01| 01.1363 F_AGCTCCTTCTTTCCGCTTATTCAAC | ECoRYV (37°C) 1100 1100 iUPA
C2_At4g14110 28 R_TGGAAGACATATTCAGTCAAGCGCTG 1100 450-650

18| C2_At2g15290 3|01 |01.1490 F_ACTGCAAGTTACTTCAAGAGATTGGG InDel 1300 InDel UPA
C2_At2g15290 28 R_TCTGGTAATAAGGATTAGTTGATGTGG 1400-1500

19| C2_At4g34700_3|01 |01.160 F_TTCCATGGGCACCTGGTGG InDel 350 InDel UPA
C2_At4g34700_28 R_CAGCCTCTTCCTTGCCATAGTCATA 320-350-390

20| C2_At4g38810 3|01 |01.1625 F_AGGTGATGGACGGTTCAGATATAATG InDel 1800 InDel UPA
C2_At4g38810 28 R_AACTTCTTTAAACTCAGTCTTGCTTAC 1650

21| C2_At2g35130 3|02 |02.0345 F_TGGTTCTTTAAGGGGCAGAGGATG | Mlul (37°C) 570 A-NA UPA
C2_At2g35130 28 R_ATCAACAAGTGCCAGGTAAGTAGATTC 570

22| C2_At2g34470 3|02 |02.0385 F_TTGAGGGAAAAATACAGTCTTGC InDel 520 InDel iUPA
C2_At2934470 28 R_AAGAACTCTCCATCTTCTTTCGTG 570-1200

23| C2_At3g56210_3|02 |02.0555 F_ATGTCTTTGATTAAAGAGCAGTAAGG | Haelll (37°C) 2400 270-830-1300 {UPA
C2_At39g56210 28 R_GGGTAAAATGTTAATATTGTTATTATGT 2400 270-830-830-470

23| C2_At3g56210 3| 02| 02.0555 F_ATGTCTTTGATTAAAGAGCAGTAAGG | Bglll (37°C) 2400 2400 iUPA
C2_At3g56210 28 R_GGGTAAAATGTTAATATTGTTATTATGT 2400 560-1740

24| C2_At4g18810 3|02 |02.0580 F_TTCGATCAAGGCGACAATATCACG InDel 330 InDel UPA
C2_At4g18810 28 R_AGCAATTTCTTCACTGGATATTTTTCC 300

25| C2_At1g11430 3|02 |02.0701 F_AGTTCCCTAAAGACCCTGCTCCTAC |Dral (37°C) 830 830 {UPA
C2_Atl1g11430 28 R_ACTAAAGGCATACATGTTCTTCTTTGC 830 770-60

26| C2_At2g18030 3|02 |02.0831 F TTGGGCGACCACGCTGAAT( Styl (37°C) 1400 1400 {UPA
C2_At2g18030_ 28 R_TTACCCACATCAGGACCTTGCC 1400 300-1100

27|C2_At3g01160 3|02 |02.0834 F_TCTGAAGAAGCTGAAGCAAGTAGAGC | Xbal (37°C) 390 A-SP' iUPA
C2_At3g01160 28 R_TGCCAACTGACGAGCATAAGCTGC 390

28| C2_At5g66530 3| 02| 02.0875 F_TTCAGGAATGGCATTTGCAAGTGTG | SE 700 A-SE® iUPA
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C2_At5g66530 28 R_ACCATTGAATACAGCATCTGGTCGAAC 700

29| C2_At3928050 3|02 |02.0975 F_ACGCTTGCCTCCGCCATCAG InDel 320-550-1000-120( InDel iUPA
C2_At3g28050 28 R_TCAGTTGTGAGGAAAAGGCCACC 320-580-900

30| C2_At4g37280_ 3|02 |02.1350 F_AAGAAGCAACTGGTTGATGATTGGC InDel 900 InDel UPA
C2_At4g37280 28 R_TCCTTTTTGGATCGGTATTCAAGGTA 800

31| C2_At3g27200 3|02 |02.1392 F_ACACGTTGTTGGTGGAAGCCAAG( | Alu 1 (37°C) 820 220-240-350 )

IUPA

C2_At3g27200 28 R_TCCCTGGTCACAATGACCTGCTGTTC 820 120-120-170-180-22

32| C2_At5g62390 3|03 |03.0756 F_GCTAAGGGCTCTCTTCAACAACTTC | Bglll (37°C) 1100 1100 iUPA
C2_At5g62390 28 R_TTGGGGGTCGATAACATCAAGC 1100 800-300

32| C2_At5g62390 3| 03| 03.0756 F_GCTAAGGGCTCTCTTCAACAACTTC | Haelll (37°C) 1100 1100 iUPA
C2_ At5g62390 28 R_TTGGGGGTCGATAACATCAAGC 1100 100-450-550

33| C2_At2g43770 3|03 |03.0760 F_AATGGAGTTGTCTGTTGTGCTTCC | Mspl (37°C) 450 300-150 cUPA
C2_At2g43770_28 R_TGGCGCATATCCCAAAGTTTAGC 450 450

34| C2_At5g38880 3|03 |03.0760 F_TGGTAATGCTAAACACTGCCTTGACG | Haelll (37°C) 840 840 {UPA
C2_At5g38880 28 R_ATGCTGGTTGTTCCCACCATTCATC 840 390-450-840

35| C2 At3g17810 3|03 |03.0763 F_TGGAGCCCGATCTAAGTGTAACTG | Apol (37°C) 1600 A-NA {UPA
C2_At3g17810 28 R_TGATAGAAGCAATTAGTATCCTATCTGG 1600

36| C2_At3g10020 3|03 |03.0767 F_TGGCTTCTCAGTTACAGATTCAAGC InDel 1600 InDel cUPA
C2_At3g10020 28 R_AGGACATCGAATTGACTGAAGTACCA 850

37| C2_At3910220_3| 03 |03.0769 F_TGGCTTCTCAGTTACAGATTCAAGG || el 1700 InDel iUPA
C2_At3g10220_28 R_AACCTCCGGAGGTCACTGACG 1000

38| C2_At5¢g60160 3|03 |03.0833 F_ACACAATGCTAATCAACGTTATGC Haelll (37°C) 390 290-100 {UPA
C2 At5g60160 28 R_TGACCACTGTGGTGCTCCCACATCA! 390 190-100-100

39| C2 At5g63460 3|03 |03.0833 F_TTCTCGCGGCCTTTTCTCCTC Alul/Mspl (37°C) 1150 A-NA iUPA
C2_At5g63460 28 R_TCGTGATCGCAAACATATACTCG( 1150

40| C2_At1g05350 3|03 |03.0845 F_TGAACGAACCCTAAAGCGTGAAGG | Tagl (37°C) 480 350-130 SR
C2_At1g05350 28 R_TCCGAACTTCAACAAGTACTTCAATGTG 480 480

41| C2_At5962440_3|03 |03.1205 F_AGTTTCGTTTCCTCCGTGGAGATG || 0 1150 InDel UPA
C2_At5g62440 28 R_AGTTTCGTTTCCTCCGTGGAGATG 1100

42| C2_At3g21300 3|03 |03.1590 F_TCAGGCCGGAATATTGAAACTGG Avall (37°C) 1200 350-850 cUPA
C2_At3g21300_28 R_TCTGTGATAACAATGTCAGGCTTGGG 1200 1200

43| C2_At3g17040 3|04 |04.0220 F TGGGGTTGGATGGAGTGGAAAG InDel 300 InDel iUPA
C2_At3g17040 28 R_AGTAGAGGTTACGAATTTCCTCTGC 400
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44

C2_At2g20390_3

04

04.0280

F_AGCCCATTGTTAGAGGTCCTTG!(

EcoRV (37°C)

1200

A-SP iUPA

C2_At2g20390 28 R_ACTTTAATCCGAAAAGTTTGCTGC 1200

45| C2_At3g62940 3|04 |04.0560 F_ACCTGTGATAAGTAATCATGTTTACCG |Apol (37°C) 860 560-300 {UPA
C2 At3g62940 28 R_TCTGCTCTCTGGCTGCCTTTGTTG 860 860

46| C2_At4939660_ 3|04 |04.0587 F_ACAGGGAGCCACTACTGGGGTTT InDel 500 InDel iUPA
C2_At4g39660_ 28 R_ACATAACCAACAAATAAGGTGCACG 480

47| C2_At1g35720 3| 04| 04.0622 F_ATTCTGGCTCATAGGAATGCAGCAC | ECORI (37°C) 1650 ASP {UPA
C2_At1g35720 28 R_ATAAGAGGAACCAAAAGCTTACGG 1650

48| C2_At1g71810 3| 04| 04.0715 F_TCATGCAGATCCACATCCTGGAAAC SE 1100 A-SE iUPA
C2_Atl1g71810 28 R_AGTGACAAAATCCTTGGCCAATGC 1100

49| C2_At4g09040 3|04 |04.0823 F_ACAATGGGCTCACATGAGGAAGC | Alul (37°C) 330 170-160 UEA
C2_At4g09040_2 R_TATCATTGAATATGACTTCAGCAGAAAC 330 330

50| C2_At3g16150 3| 04| 04.0975 F_AAGCAACTCCTTACTCGTTGCC Tsp509I (37°C) 330 A-NA UPA
C2_At3g16150_ 28 R_CTAGCTTCAGCATACCAACATTGTC 330

51|C2_At1g46480 3|04 |04.1015 F_TAAGAGTTTCATTAGGCCTGAAAG | Nrul (37°C) 450 380-70 iUPA
C2_At1g46480 2¢ R_TATCTGTTCTTGTGTTGGATTCC 450 450

52| C2_At5g25900 3| 04| 04.1085 F_CTTTTGTGTTTCAGTTACCGCAAT | Mspl (37°C) 1300 850-450 UPA
C2_At5g25900 28 R_TGTTAGCTTTCTAGTTGAGATGGAT( 1300 1300

53| C2_At5g42950 3| 04| 04.1190 F_CTCTTCTGGAACACATTATCGTCCCAA | ECORV (37°C) 490 90-400-490 {UPA
C2_At5g42950 28 R_ACATTTTTGGCACTTGCACCAGTGAC 490 90-400

54|C2_Atlg47830 3| 04| 04.1295 F_TTGTGAATAGAGATCCCAAATTCACC | Xbal (37°C) 1500 A-SP UPA
C2_Atl1g47830 28 R_ATAACAATTTCATACTCATCCATAACG 1500

55| C2_At1g42990 3|04 |04.1356 F_ATGACCCCGTCGATAAGAAGCG Taql (65°C) 860 390-470 UEA
C2_Atl1g42990 2 R_ACCTCACAGCTGCATCTCTATTCCTC 860 860

56| C2_At1g23890 3|05 |05.0075 F_ACCCTTACTCCATCATCCCTGTATCT |Cfo | (37°C) 1200 1100-100 SR
C2_At1g23890_2 R_TGACTTGCTAATCTTTCTAATTGCAT 1200 1200

57| C2_At4924830_3| 05| 05.0510 F_TGATGTTGCCAGAGAGGTTGGAGC || nq 1700 InDel iUPA
C2_At4g24830 28 R_TCAGAGCAAAGAATGTCAGCTCAA 2300

58| C2_At1g26520 3| 05| 05.0560 F_ACTGTGAAGCATAGTTTGGTTCAAGC | Styl (37°C) 1650 ANA UPA
C2_At1g26520 28 R_TTTGTGTTATAGGCAAGTTGTCAGAT 1650

59| C2_Atlg14000 3| 05| 05.0595 F_AGCGTTACATGGCTGGATCGAT( Bcll (37°C) 1600 A-NA UPA
C2_At1g14000 28 R_ATACGTCTTTAACAATTCAATCATGC 1600

60| C2_At5g55800 3| 05| 05.0900 F_ATGCTTGTTCTGAGGAAGTTCCTGAG | SE 350 A-SE iUPA

Zulma Esperanza Cardenas

Pontificia Universidddveriana, Corpoica 85




%’fﬁldentiﬁcacién de hibridos de lulo y tomate de dnpediante el uso de marcadores COSII

C2_At5g55800 28 R_AGTTCGTGTCCACAATACTAGAACCATC 340

61|C2_At5g49510 3| 05| 05.1010 F_AAGCCAGTTTAGAGGTTCTTGTGG | TSpRI. Hpy188lI 1300 :

A-NA IUPA

C2_At5g49510 28 R_TTCTTTGGGAGTGGTAGCTTGTCG | Nhel (37°C) 1300

62| C2_At2g01720 3|05 |05.1190 F_ACAAATTGGTACATGCTGGTGCT¢ | Tagl (65°C) 500 400-100 VB
C2_At2g01720 2 R_TGGCCTGTTAGACTGATATTCAAC 500 500

62| C2_At2g01720 3|05 |05.1190 F_ACAAATTGGTACATGCTGGTGCTC | Avall (37°C) 500 380-120 A
C2_At2g01720 2§ R_TGGCCTGTTAGACTGATATTCAAC 500 500

63| C2_At3g46780_3| 06| 06.0040 F_ATGGCTCCAACTCTTACTTCAAATTC || 2250 InDel cUPA
C2_At3g46780_28 R_TCTGCATCTTGAAATGATGATGCAAC 1700-2000

64| C2_At2g39690 3| 06| 06.0053 F_TCTGCATCTTGAAATGATGATGCAAC | BstBI (65°C) 1500 ANA {UPA
C2_At2g39690 28 R_AATTCTGAAGCATAAGGTTGAACCTC 1500

65| C2_ At5g61510 3| 06| 06.0062 F_AGTTCCTACTGCGCCGCTGCTTC | Tsp509I 1600 A-NA iUPA
C2_At5¢g61510 28 R_AGCATGAACAAGTACTGTGTGCCCACG 1600

66| C2_At3g56130 3| 06| 06.0170 F_CTATCTTGTGTATGCCTTGTGAGCAG | Tagl (65°C) 1200 (450-650 A-SP {UPA
C2_At3g56130 28 R_AGAGGATTTTCAAGACTTCTCCAGCC 1200 (450-650

67| C2_At3g56230 3| 06| 06.0185 F_ATGCTCCTTCTATACCAGCACATAGAG | BsaHI (37°C) 670 ANA cUPA
C2_At39g56230 28 R_TGAGGATTCTTGAGTGCAAATGCATC 670

68| C2_A3g56040 3 | 06| 06.0190 F_TCGCTATTGGATATAATGCGTAATGC | Bglll (37°C) 710 710 {UPA
C2 A3g56040 28 R_AACTCAGCAACCTCTATTAGCAACTC 710 560-150

69| C2_At3g11210 3| 06| 06.0245 F_CTCTACAAAATTGAGAACATCTGCGAA | op 990 A-SE UPA
C2_At3g11210 28 R_AATTCTGTTGCCATTGATTTCCAGTG 1000

70| C2_At5g41480 3| 06| 06.0260 F_TATTCGTGCTGGTCTGGAGAGTGC | Dral (37°C) 380 380 UPA
C2 At5g41480 28 R_ATGATCCTTGTCATTCGCCATAG( 380 220-160

71| C2_Atlg44760 3| 06| 06.0395 F_TTCTTCATCTGCTGCTCATCTTGC | Asel (37°C) 800 A-NA iUPA
C2_Atlg44760 28 R_AGAGGGTTTTTTCTGACCCAAGA( 800

72| C2_At4g24690 3| 06| 06.0625 F_TTGCCTTCAGGGGAGAAGTTTGG BstNI. EcoO109I 300 A-NA UPA
C2_At4g24690 28 R_TCAACTAATTCCATGGCAGGGTTTG | (37°C) 300

73| C2_At4g34215 3|06 |06.0690 F_TACTCTGGGCAAAGCAACATGGC | Cfol (37°C) 470 470 cUPA
C2_At49g34215 2¢ R_ATGGCAGATGCAAATCAGCACG 470 400-70

73| C2_At4g34215 3| 06| 06.0690 F_TACTCTGGGCAAAGCAACATGGC | Hhal (37°C) 470 470 cUPA
C2_At4g34215 28 R_ATGGCAGATGCAAATCAGCACG 470 400-70

74|C2_A5¢22620 3| 06| 06.0740 F_TCAAGAAGCTGCTGACTGCCTTGG | Tagl (65°C) 650 100-550-650 {UPA
C2_A5g22620 28 R_TCCCTGAGGGTCCATCAGGAAAATC 650 650
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74| C2_A5g22620 3| 06| 06.0740 F_TCAAGAAGCTGCTGACTGCCTTGC | Dral (37°C) 650 250-400 UPA
C2_A5g22620_28 R_TCCCTGAGGGTCCATCAGGAAAATC 650 200-450
75| C2_At4g28530 3| 06| 06.0980 F_TGGAAATTGATCTTCACACTTGTGAGC | Mspl (37°C) 640 500-140 UPA
C2 At4928530 28 R TCAAGTCGAAATTCATGCATGATCC 640 640
76| C2_At1g20050 3| 06| 06.1010* F_ATGATCTAAAATTGCCTGGTTTTG | Haelll (37°C) 1400 1300 iUPA
C2_At1g20050 28 R_AATAGCCCTCAAGGACCATGTG( 1400 500-600
76| C2_At1g20050 3| 06| 06.1010* F_ATGATCTAAAATTGCCTGGTTTTG | Styl (37°C) 1200 1200 UPA
C2_At1g20050_28 R_AATAGCCCTCAAGGACCATGTGG 1200 350-850
77| C2_At4g30580 3| 07| 07.0020 F_TACTCTGGGCAAAGCAACATGGC | Xbal (37°C) 390 90-300-390 UPA
C2_At4g30580 28 R_ATGGCAGATGCAAATCAGCACG 390 390
77| C2_At4g30580 3|07 |07.0020 F_TCAGCCGGTGCTGCTTATCCAC Bglll (37°C) 390 300-90 UEA
C2_At4930580_2 R_TGATGAACTTGAAGTTTCTCCCAAGAG 390 390
78| C2_Atlg14850 3|07 |07.0035 F_AGCTGCTTGCAAGGGTGCAGTAG | Mspl (37°C) 650 440-210 iUPA
C2_At1g14850 2§ R_ATTCTTCAAGTTCACGAAAACCTCG 650 650
79| C2_At5g20180_3| 07| 07.0060 F_TGCTATGTACATCTAATCCCAAGCAC | Banl. Kpnl 1500 :
A-NA IUPA
C2_At5g20180 28 R_AGCTATCCCCCTTTTCCACCAAG (37°C) 1500
80| C2_At4g29490 3| 07| 07.0223 F_AAGAGCAAACTCGACATTGCACC | BstNI (60°C) 500 :
= A-NA IUPA
C2_At4g29490 28 R_ACAAGTAGGCGAAATAGCTCTCCTC | ScrFl (37°C) 500
81| C2_At2g20860 3| 07| 07.0433 F_ATTGAAGCCACATATACTCATAGAAGC | Bcll (50°C) 930 ANA iUPA
C2_At2g20860 28 R_TCCAGATTTTGCAACTTTCTCTACAC 930
81| C2_At2g20860 3| 07| 07.0433 F_ATTGAAGCCACATATACTCATAGAAGC | Rsal (37°C) 930 ASP UPA
C2_At2g20860 28 R_TCCAGATTTTGCAACTTTCTCTACAC 930
82| C2_At2g42750 3| 07| 07.0443 F_AAGAAGGCATACTATAGTTGCATGAA | Hinfl (37°C) 690 110-200-300-400 | .
C2_At2g42750 28 R_ACTCTAGCTCTTCCAAAGTCTTCCTC 690 90-250-300-510
83| C2_At1g78620 3| 07| 07.0570 F_TTCCTCTGGGTTTCTTCTTGTTG Banl (37°C) 1200 ANA {UPA
C2_Atl1g78620 28 R_ACGCTTCCAGGTCCTCTCCTTCC 1200
84| C2_Atlg50575 3| 07| 07.0855 F_AGCAATGCTATGAATTAATACACAGGC InDel 520 InDel iUPA
C2_At1g50575 28 R_TGCTTGTAGAGCACCTTGTGTGGC 490
85|C2_At4g17380_3|08 |08.0020 F_CTTCAACTTGCAAATGTTCTCTTAATA | Haelll (37°C) 600 480-120 I
C2_At4917380_2 R_AATTGCCAATAGATGCTCACAACAG 600 600
86| C2_At3g52860_ 3|08 |08.0020 F_TGTTTGCCAGCACGAGAACTCC Xho | (37°C) 1750 1100-650 {UPA
C2_At3g52860_ 2§ R_ATCAGTTTTTGTTTCCAACTCTTCTTC 1750 1750
86|C2 At3g52860 3| 08| 08.0020 F_TGTTTGCCAGCACGAGAACTCC Taq | (65°C) 1750 100-300-500-850 iUPA
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C2_At3g52860 28 R_ATCAGTTTTTGTTTCCAACTCTTCTT( 1750 100-250-600-800
87| C2_At2g25950 3|08 |08.0230 F_TGGTGGTGCTGATGGAACAAGTCC | Ddel (37°C) 350 350 I
C2_At2g25950 2§ R_TCGCTTGCATAGATTGAGCATCTG 350 250-100
88| C2 At5g25940 3| 08| 08.0233 F_AGCAGCCGCAGTTGCTTGTGTT! BsaBl (60°C) 2100 .
- A-NA IUPA
C2_At5g25940 28 R_ATTTGCCTTTGCCCAAGGAATTG Apol (50°C) 2100
89|C2_ At2g26830 3| 08| 08.0301 F_TCAAATCTAGATGGTTCTCACTTCTCTC | Hhal (37°C) 1700 1700 .
- IUPA
C2_At2g26830 28 R_AAGTGCGTGCATCAATAAATGACTG | Cfol (37°C) 1700 1300-400
90| C2_At2g27090 3| 09| 09 F_TCCGAAGTGATTATGATGCTAAGCG | Hincll (37°C) 1550 650-850 cUPA
C2_At2g27090_ 28 R_AGACAGAACAGGTGGTATAAATAGGTGG 1550 1550
91| C2_At3g09920 3| 09| 09.0170 F_AAGCAATCATAAAGGGTCACAGGAG | Tagl (65°C) 1500 650-850 UPA
C2_At3g09920 28 R_AGACCATTGGGCAATAATCTTTCC 1500 1500
91| C2_At3g09920 3| 09| 09.0170 F_AAGCAATCATAAAGGGTCACAGGAG | Bglll (37°C) 1500 650-850 iUPA
C2_At3g09920 28 R_AGACCATTGGGCAATAATCTTTCC 1500 200-650-650
92| C2_At3g09925 3| 09| 09.0250 F_ATTGAAGCCTCAGATGGAATGGATG | Hinfl (37°C) 1300 A-SP cUPA
C2_At3g09925 28 R_ACATGGGAGTTGTGTAGTAGAAAGGG 1300
93| C2_At4g10360 3| 09| 09.0505 F_TTGATGACCTGAAGAAACTTGAATGG | Haelll (37°C) 1200 200-350-650 UPA
C2_At4g10360_ 28 R_AGTAATAGAAAATCATTGCCAAGTCTG 1200 350-850
94| C2_At3g23400 3| 09| 09.0845 F_TGGGCTAAACAGAGGTCTTGCTG | Bglll (37°C) 890 ASP UPA
C2_At3g23400 28 R_TATAAGTTCAAATTTGTGGGCTAAAG 900
95| C2_At3g54360 3| 10| 10.0560 F_AGCTTTCCTGGTTCAACAAGCC Tsp509I (65°C) 320 A-NA UPA
C2_At3g54360 28 R_AACTGCTCCGAGCTGTGAGCAC 320
96| C2_At3g58470 3| 10| 10.0610 F_ATTGCTTGTCCCACACTTTATGC InDel 1400 InDel UPA
C2_At3g58470 28 R TACTGTTCAAACCGTTTGTCATACT( 1300
97| C2_At5g09880 3|11 |11 F_AGGGTCAAGCATATCCATGTGGAC | Tagl (65°C) 530 100-430 UEA
C2_At5g09880_2¢ R_TCTCTTGTGCATGGCTTGTTGAG 520 100-200-230
98| C2_At5gl16710 3| 11| 11.0314 F_TGATGAGCTGACAGCTTTCAATGAT || 0| 1200 InDel UPA
C2_At5g16710 28 R_AGTGAATCTGGAATAGACCAATTCTTAT 1100
99| C2 At4g08230 3| 11| 11.0410 F_ATTTCTTTTGGTCCATCATCAACTTC | Xmnl (37°C) 600 ANA UPA
C2_At4g08230_ 28 R_AGCAAGAACCACAGGCAGGAAGAG 600
100| C2_At3g54470 3| 11| 11.0720 F_TCCTGACTTTGGTTCTAAGCTTAGATCG | Rsal (37°C) 800 A-SP iUPA
C2_At3g54470 28 R_TCAAATATTAAGAAGTTGTGCTTGTCTGC 800
101| C2_At5g20890 3| 11| 11.0760 F_AACTTATCGAGGAGATCATGATTGG | SsPI (37°C) 2200 A-NA iUPA
C2_At5g20890_ 28 R_AGCTGAGCAATCAGCTCAGCACTGTC 2200
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102| C2_At4g32930 3| 11| 11.0880 F_ TCCTCTTCCTATTGGCAAGGG! Asel (37°C) 1300 A-NA UPA
C2_At4g32930 28 R_TGGACACTCCCCCTTTTCATCATAC 1300

103| C2_At5g25760 3| 11| 11.0895 F_TCCTTATGATGGTGGAGTTTTCCAG | Dral (37°C) 1200 550-650 UPA
C2 At5g25760 28 R_AAAGCAATTATAGCTCGACAAACAG 1200 1200

104|C2_At2g06530 3|12 |[12.0327 F_AAGGTGTCTCCCTCAGAATTCAG Rsal (37°C) 620 260-240-120 —
C2_At2g06530_2¢ R_ATCTGTCCCATTGCCTTTGTAA( 620 520-100

105| C2_At1g05620 3| 12| 12.0573 F_ATTTTGATCGAGACGAGTTGGC Nsil (37°C) 1200 1200-1100-100 UPA
C2_At1g05620 28 R_AGCAGTTGGATCATGAAGGTAAACAC 1200 1200

% Los marcadores filas sombreadas fueron polimérfeansos hibridos 1H-11H (26) y los sombreados swida columna # (34) fueron también polimérficos
comprobados para F1 de 11H (total de 60 marcadalgsnos marcadores presentan cortes con diferen@mas).” El tamafio de banda PCR vy digestion

enzimatica en laboratorio corresponde al de paent! hibrido testigo 11HBolanum quitoense 04T14%%. hirtum.05T1688-28 Cr: Cromosoma Tomat®.
iUPA: Amplificacion de intrones. eUPA: amplificacicde exones segin Wat al. 2006. ¢ A-NA: amplificado en laboratorio. digestiéon no &rada en

laboratorio por ausencia de enzima. pero predictilico como polimérfico para la enzima menciondd&SP: amplificado y digerido en laboratorio pero si

polimorfismo.? A-SE: amplificado. pero sin enzima predi¢hasilico.
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Anexo 5.Marcadores moleculares COSII evaluados para tordatarbol (Solanum betaceum.

# Marcador o c Posicion Secuencia de CAPS Tamafio de Tam_ano B,anda Tipo
a Cebador® cr Mapa los cebadores Enzima banda digestion UPA ¢
Tomate PCR Observado enzimatica

1 | C2_At5g18580 Sh 01 01.0347 F_TGCCACATTGCCTCTGTATGTACAGAAC Mspl 1000 A-SP® iUPA
C2_At5g18580_ SU R_ATGTCAATTCGGGCTTGAGTAAGT( 1000

2 | C2_At3g62130 SH 01 01.0397 F TCTCTCATTACGGATTCCGAAATACG Hsp92ll 500 320 - 130 cUPA
C2_At3g62130_SU R_TTAGCCAAGGCTTTCCGAAACTC 500 500

3 | C2_At3g63490 Sh 01 01.0407 F_TCATTTCCGGCTCAATATTGAC( Alul 170 A-SP iUPA
C2_At3g63490 S R_ACAGTTTGACCTGTTCCCTTGGGC 170

4 | C2_At5g13450 SH 01 01.0473 F_AGGTTTGCTGAGTTAACCATGG( Drall 770 310-310-150 iUPA
C2_At5g13450_Sy R_TCTGTTCAATGTTCACCTTCTTCCC 770 750

5| C2_At3g52120 Sh 01 01.0478 F_AAGTGATCCAGCAGTGAAGAAAGTTG EcoRl 600 A-SP UPA
C2_At3g52120_ S R_TGATAGAGCCTTTTCCTCTTCACTAAG 600

6 | C2_At4901940 Sh 01 01.0478 F_AGAAAAGTTTGGAGAAGCCATCAAGG Apol 280 A-SP UPA
C2_At4g01940_SU R_TGCTGCTTTGACTCCTGATCCAATAG 280

7 | C2_Atlg56345 Sh 01 01.1156 F_TCGGTGGCAACCACAGATTACCCAG Nsil No amplificé iUPA
C2_At1g56345_ SU R_ATCGAGTCTATTAGCTAAATGAAGCTC

8 | C2_At1g56345 Sk 01 01.1156 F_TCGGTGGCAACCACAGATTACCCAG Xbal 690 490 - 200 A
C2_At1g56345 SU R_ATCGAGTCTATTAGCTAAATGAAGCTC 690 290-200-200

9 | C2_At4g14110 Sk 01 01.1363 F_AGCTCCTTCTTTCCGCTTATTCAAC InDel 1200 InDel iUPA
C2_At4g14110 Sy R TGGAAGACATATTCAGTCAAGCGCTC 1300

10| C2_At2g15290 Sh 01 01.1490 F_ACTGCAAGTTACTTCAAGAGATTGGG 1400 A-SP UPA
C2_At2g15290_Sd R_TCTGGTAATAAGGATTAGTTGATGTGG 1400

11| C2_At4g34700_Sh 01 01.160 F_TTCCATGGGCACCTGGTGG InDel 350 No amplific iUPA
C2_At4g34700_SU R_CAGCCTCTTCCTTGCCATAGTCATA 350-390

12| C2_At2g34470_Sh 02 02.0385 F_TTGAGGGAAAAATACAGTCTTGC 620 ASP {UPA
C2_At2934470_SU R_AAGAACTCTCCATCTTCTTTCGTG 620

13| C2_Atl1g11430 SH o2 02.0701 F_AGTTCCCTAAAGACCCTGCTCCTAC Hsp92ll 1100 550-500 _

IUPA

C2_Atl1g11430 Sy R_ACTAAAGGCATACATGTTCTTCTTTGC (37°C) 1100 430-100-480
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14| C2_At3927200_Sh 02 02.1392 F_ACACGTTGTTGGTGGAAGCCAAGC Hindlll 800 ASP UPA
C2_At3g27200_SU R_TCCCTGGTCACAATGACCTGCTGTTC 800

15| C2_At2g43770_SH 03 03.0760 F_AATGGAGTTGTCTGTTGTGCTTCC Mspl 450 A-SP cUPA
C2_At2g43770_SU R_TGGCGCATATCCCAAAGTTTAG( 450

16| C2_At3g10020 Sh 03 03.0767 F_TGGCTTCTCAGTTACAGATTCAAGG SE 850 A-SP cUPA
C2_At3g10020_SU R_AGGACATCGAATTGACTGAAGTACCA 850

17| C2_At3g10220 Sh 03 03.0769 F_TGGCTTCTCAGTTACAGATTCAAGG SE 1000 A-SE UPA
C2_At3g10220_SU R_AACCTCCGGAGGTCACTGACG 1000

18| C2_At5g60160_Sh 03 03.0833 F_ACACAATGCTAATCAACGTTATGC Haelll 370 ASP UPA
C2_At5g60160_SU R_TGACCACTGTGGTGCTCCCACATCAG 370

19| C2_At1g05350 SH 03 03.0845 F_TGAACGAACCCTAAAGCGTGAAGG Taql 480 A-SP {UPA
C2_At1g05350_ SU R_TCCGAACTTCAACAAGTACTTCAATGTG 480

20| C2_At3g62940_Sh 04 04.0560 F_ACCTGTGATAAGTAATCATGTTTACCG Apol 860 A-SP UPA
C2_At3g62940_ S R_TCTGCTCTCTGGCTGCCTCTTGTTG 860

21| C2_At4g39660 Sh 04 04.0587 F_ACAGGGAGCCACTACTGGGGTTT SE 500 A-SP iUPA
C2_At4939660_SU R_ACATAACCAACAAATAAGGTGCACG 500 A-SE'

22| C2_At1g71810_Sh 04 04.0715 F_TCATGCAGATCCACATCCTGGAAAC SE 1100 A-SP UPA
C2_At1g71810_Su R_AGTGACAAAATCCTTGGCCAATGC 1100 A-SE

23| C2_At4g09040 Sh 04 04.0823 F_ACAATGGGCTCACATGAGGAAGC Alul/Hindlll 330 A-SP iUPA
C2_At4g09040_ S R_TATCATTGAATATGACTTCAGCAGAAAC 330

24| C2_At1g46480_Sh 04 04.1015 F_TAAGAGTTTCATTAGGCCTGAAAG Nrul 450 ASP UPA
C2_At1g46480_ SdU R_TATCTGTTCTTGTGTTGGATTCC 450

25| C2_At1g42990 SH 04 04.1356 F_ATGACCCCGTCGATAAGAAGCC Nsil 850 620-230 {UPA
C2_At1g42990_Sy R_ACCTCACAGCTGCATCTCTATTCCTC 850 850

26| C2_Atl1g23890 Sk 05 05.0075 F_ACCCTTACTCCATCATCCCTGTATC Cfol 1200 1100-100 iUPA
C2_At1g23890_ Su R_TGACTTGCTAATCTTTCTAATTGCAT 1200 1200

27| C2_At2g01720_Sh o5 05.1190 F_ACAAATTGGTACATGCTGGTGCTC Taql 500 A-SP iUPA
C2_At2g01720_SU R_TGGCCTGTTAGACTGATATTCAAC 500

27| C2_At2g01720_Sh o5 05.1190 F_ACAAATTGGTACATGCTGGTGCTC Avall 500 A-SP UPA
C2_At2g01720_SU R_TGGCCTGTTAGACTGATATTCAAC 500

28| C2_At3g46780_Sh 06 06.0040 F_ATGGCTCCAACTCTTACTTCAAATTC No amplificé cUPA
C2_At3g46780_SU R_TCTGCATCTTGAAATGATGATGCAAC

29| C2_At2g39690 _Sh 06 06.0053 F_TCTGCATCTTGAAATGATGATGCAAC 1000 No amplifico
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C2_At2g39690_ SU R_AATTCTGAAGCATAAGGTTGAACCTC 1100

30| C2_At1g44760_SH 06 06.0395 F_TTCTTCATCTGCTGCTCATCTTGC Tl 750-850 . A
C2_Atlg44760 S| R_AGAGGGTTTTTTCTGACCCAAGAC 800

31| C2_At4g34215 Sh 06 06.0690 F_TACTCTGGGCAAAGCAACATGG( Cfol 470 A-SP UPA
C2_At4g34215 SU R_ATGGCAGATGCAAATCAGCACG 470

32| C2_At4g28530_Sh 06 06.0980 |F_TGGAAATTGATCTTCACACTTGTGAGC( Mspl 640 A-SP UPA
C2_At4g28530_Sy R_TCAAGTCGAAATTCATGCATGATCC 640

33| C2_At4g30580_Sh o7 07.0020 F_TACTCTGGGCAAAGCAACATGGC Bal ll No amplific iUPA
C2_At4g30580_SU R_ATGGCAGATGCAAATCAGCACG

34| C2_At1g14850 Sh o7 07.0035 F_AGCTGCTTGCAAGGGTGCAGTAG Mspl 650 No amplificé iUPA
C2_At1g14850 S R_ATTCTTCAAGTTCACGAAAACCTCG 650

36| C2_At4g17380_Sh 08 08.0020 F_CTTCAACTTGCAAATGTTCTCTTAATA Haelll 600 A-SP iUPA
C2_At4g17380_SU R_AATTGCCAATAGATGCTCACAACAG 600

37| C2_At3g52860_Sh 08 08.0020 F_TGTTTGCCAGCACGAGAACTCC Tagql (65°C) No amplificé iUPA
C2_At3g52860_ SdU R_ATCAGTTTTTGTTTCCAACTCTTCTTC

38| C2_At2g25950_Sh 08 08.0230 F TGGTGGTGCTGATGGAACAAGTCC Ddel 350 ASP UPA
C2_At2g25950 S R_TCGCTTGCATAGATTGAGCATCTG 350

39| C2_At3g54360_Sh 10 10.0560 F_AGCTTTCCTGGTTCAACAAGCC Hsp9z2ll No amplificé iUPA
C2_At3g54360_ SdU R_AACTGCTCCGAGCTGTGAGCAC

40| C2_At5g09880_Sh 11 11 F_AGGGTCAAGCATATCCATGTGGAC Taql No amplificé iUPA
C2_At5g09880_ S R_TCTCTTGTGCATGGCTTGTTGAGC

41| C2_At3g54470 SH 11 11.0720 F_TCCTGACTTTGGTTCTAAGCTTAGATCG Hsp92ll 800 100-150-550 iUPA
C2 At3g54470 SU R_TCAAATATTAAGAAGTTGTGCTTGTCTGC 800 50-100-100-550

42| C2_At5g20890 Sh 11 11.0760 F_AACTTATCGAGGAGATCATGATTGG SsPI No amplificé iUPA
C2_At5g20890 S R_AGCTGACGCAATCAGCTCAGCACTGTC

43| C2_At4g32930_Sh 11 11.0880 F_TCCTCTTCCTATTGGCAAGGGC No amplifico iUPA
C2_At4g32930_SU R_TGGACACTCCCCCTTTTCATCATAC

44| C2_At29g06530_Sh 12 12.0327 F_AAGGTGTCTCCCTCAGAATTCAG Rsal 620 A-SP iUPA
C2_At2g06530_SdU R_ATCTGTCCCATTGCCTTTGTAAC 620

45| C2_At3g13235_SH 10 10 F_ATTCTGCTGCTGTCAAATGCTTTCG Hsp9z2ll 750 750 iUPA
C2_At3g13235_SU R_AGCATATCAAGTCCAAAGAGAAATTCC 750 520-230

46| C2_At3g27310_SKH 02 02.1380 F_AGCCCGAAGACTTCTATGAGTTCAC Ddel 420 420 iUPA
C2_At3g27310_SU R_TCTGCCTCACGAATTTTCTTCGTC 420 370-50
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47

C2_At5g64730_SH

11

11.0005

F_TGAAGTCCGCGATGTCCATGTCAC

Apol (50°C)

1550

1550

iUPA

C2_At5g64730_Sy R_ACATGAACAAAGTTTTGAATTGTCC 1500-50

48| C2_ At3g44600 SH 11 11.0680 F_TCCTTTATACCGACTTGAAGCTATTG Rsa | 470 80-90-300 iUPA
C2_At3g44600_ Sy R_AGATTCTATGTTTCTTGAAAGCACAGC 40-50-80-300

49| C2_At3g04870_SH 01 01.1015 F_ACGCGTGCTAGCATCCAGAGG Hincll 420 310-110 iUPA
C2_At3g04870_ Sy R_TGACATGGCAAGCCCACTAACATAC 420

50| C2 At3g55360 Sk o5 05.1077 F_TTTAGTGGTTACACGTAGCGGC Taq | (37°C) 850 260-590 {UPA
C2_At3g55360_SU R_TGCCTCCTGCAGATCAGCAAC 850 850

51| C2_At39g08030_SH 01 01.0477 F_AGGCTTCAATTTCTCAGACAATTCC BamHI 900 690-210 -
C2_At3g08030_Su R_TTCAAAACCAGCATTTTTAACCAAG 900 210-280-410

52| C2_At4g00090 SKH 01 01.0575 F_AGATATTGGCCACCACTCATGGTTC InDel 550-1650 InDel iUPA
C2_At4g00090_Sy R_AGGCGACCATGCCATGTCCG 2000-3000

53| C2_At3g15430_Sh o7 07.0680 F_TCGTTTGAGGTCAACTTTAATGGAGG No amplifico cUPA
C2_At3g15430_Sd R_AGTTGTTTCAGGCCCATGACCAAG

54| C2_At5g58200 Sh o7 07.0004 F_TATTGATGGGGGTGACCATGGTG Mspl No amplifico iUPA
C2_At5g58200_ Sy R_TCCAGGTTTCTGCTATCTTCTCCACTC

55| C2_At2933990_Sh 10 10.0275 F_ATAACGCAGCCATAAGGATTCAGAC Bell No amplifics UPA
C2_At2g33990 S R_TAAGTTATGAAGCTTTGCCTCTAG(

56| C2_At2g18710 Sh o7 07.0001 F_TAAAAGCACAGCGGCATTCATC Taql No amplific iUPA
C2_At2g18710 S R_AGAACCAAGAACTGATATCCGGC

57| C2_At5g46630_Sh 08 08 F_TGGCGCCTTTGATGAAGATGC Xspl 870 ASP UPA
C2_At5g46630_ S R_AGATTTTGAGGGTAACCAAAGTCC 870

58| C2_At2g24270 _Sh o7 07.0003 F_TGGAAATGAAAGGACCAAATACTG No amplificé iUPA
C2_At2g24270 S R_AGGAGCAATCTTGGAGACGGC

59| C2_At1g55880_Sh 07 07.0860 F_AGAAGGCTGAAGAACCCGTTTGATAC Mse | 550 ASP UPA
C2_At1g55880_ S R_AGGAACTCCAGACCAGTTGCTGAAGG 550

60| C2_At5g64350 Sh 01 01.1372 F_AGATCGGCCAAGGCAAAGTTATC No amplificé iUPA
C2_At5g64350 SuU R_TGCATGCCCAGTACTCCTTCATCC

61| C2_Atl1gl14310_Sh 01 01.0305 F_CGATACCTACTTTGAAGAAGTATTC 250 A-SP UPA
C2_Atl1g14310_SU R_TCAGTATTGTGTCATAGGCTCCAGC 250

62| C2_At4921580_Sh 02 02.0680 F_TCGCTGGAAAATTGGTGATCAG Psi | No amplifico UPA
C2_At4921580_SU R_ATGAAAATGGTCGACCAAACAGTG

63| C2 At3g28720 Sh 07 02.0980 F_ATCCATCCCCTGCTTTCACCAAG Dralll 900 A-SP eUPA
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C2_At3g28720_Su R_ACCATATCCTTAAAGGCCACAGACTC 900 A-SE

64| C2_At4934090_Sh 02 02.1340 F_TGTTACGATGGCCAACTGCCCC 400 ASP UPA
C2_At4934090_ S R_TCTTCCACCAAAACCCTGTGAATG 400

65| C2_At3g61140 Sh 01 01.0625 F_AGCCGACGAGATCTACGCCAAC( TspRI 660 A-NAY cUPA
C2_At3g61140_Su R_AACATAATTCTTAAATGCCTCTCCAAG 660

66| C2_At5g10920 Sh o4 04.0883 F_TATCATGGGTAGTAAAGCTCATGC 300 A-SP UPA
C2_At5g10920 S R_TTGCCTCTCTATCTCTTCAAGACC 300

67| C2_At2g37240_Sh 09 09.0010 F_GCAGTGTCTATCATAATGTGCATATCTT Mae Il 500 A-SP IUPA
C2_At2g37240_Su R_ACAAGTGCGACTCCTGCTGCATCC 500 amplificd

2Los marcadores filas sombreadas fueron polimérfezokos hibridos de tomate de arbol del presentrlies’ Sb: Solanum betaceurSu: Solanum unilobun®
Cr: Cromosoma de tomat&.iUPA: Amplificacién de intrones. eUPA: amplificéci de exones segiin Wat al. 2006.¢ A-SP: amplificado y digerido en
laboratorio pero sin polimorfismG.A-SE: amplificado. pero sin enzima predicimasilico. ? A-NA: amplificado en laboratorio. digestion no dmatla en

laboratorio por ausencia de enzima. pero preditisdico como polimérfico para la enzima mencionada

Anexo 6.Proporciones de compuestos para amplificacionipOR.

Reactivos Stock (inicial) [] por tubo o pozq Volumen (uL) por pozo
[] p p

. 10x
Buffer (Invitrogen) | 500 mm Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCl Ix 15
MgCl, (Invitrogen) 50mM 2,0mM 0,6
dNTPs (Invitrogen) 10mM 0,2mM 0,3
Primer F 10mM 0,2mM 0,3
Primer R 10mM 0,2 mM 0,3
Tag (Invitrogen) - - 0,075 (0,375 u)
DNA 15 ng/uL 5 ngiL 5
ddH,O - - 6,925
VOLUMEN FINAL 15 pub
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Anexo 7.Estimacién de la concentracién y calidad del ADNuwo, a través de la lectura de
absorbancia con Espectro UV (260/280 nm).

Accesiones Concentragién Calidad Accesiones Concentracion Calidad

(ng/pL) (260/280 nm (ng/plL) (260/280 nm)
Sq 120101 x Sh120057 1 31%,5 1.803] 6H 89x71 3 927 1.844
Sq 120101 x Sh120057_2 183 1.767| 6H_89x71 4 884 1.816
Sq 120101 x Sh120057 3 239,5 1.752] 6H_89x71 5 562,5 1.715
Sq 120101 x Sh120057_4 1p7 1.713] Sq 120052 x Sh 120062 1 3B3 1.708
Sq 120101 x Sh120057 % 189,5 1.690] Sq 120052 x Sh 120062_P 857.,5 1.819
1H 101x57 1 2875 1.710] Sq 120052 x Sh 120062 33 375 1.742
1H 101x57 2 187 1.679] Sq 120052 x Sh 120062 ¢ 1195 1.856
1H 101x57 3 111 1.663] Sq 120052 x Sh 120062_5 318,5 1.689
1H_101x57 4 171 1.715| 7H_52x62_1 887 1.868
1H 101x57 5 69 1.690] 7H_52x62 2 1010,b 1.893
Sq 120044 x Sh 120061 [1 366 1.704] 7H_52x62 3 1253,b 1.889
Sq 120044 x Sh 120061 ]2 4B2 1.695| 7H_52x62 4 1282 1.866
Sq 120044 x Sh 120061 |3 3p6 1.689] 7H_52x62 5 1205 1.878
Sq 120044 x Sh 120061 |4 363 1.700] Sq 120038 x Sh 120051 1 1230,5 1.866
Sq 120044 x Sh 120061 [6 2185 1.710] Sq 120038 x Sh 120051 P 767.,5 1.850
2H 44x61 1 366,5 1.652] Sq 120038 x Sh 120051 3 928,5 1.776
2H 44x61 2 160,5 1.735] Sq 120038 x Sh 120051_4 95%,5 1.879
2H 44x61_3 616 1.690] Sq 120038 x Sh 120051 5 9125 1.747
2H 44x61 4 333,56 1.665] 8H 38x51 1 762,5 1.836
2H_44x61 5 67¢ 1.722| 8H_38x51 2 537 1.878
Sq 120101 x Sh 120071 |1 268 1.821] 8H 38x51 3 72 1.898
Sq 120101 x Sh 120071 2 446 1.719| 8H_38x51 4 1483,b 1.891
Sq 120101 x Sh 120071 [3 2925 1.693] 8H_38x51 5 664 1.857
Sq 120101 x Sh 120071_{4 4D3 1.675] Sg 120039 x Sh 120060 |1 4255 1.785
Sq 120101 x Sh 120071 |5 8138,5 1.705] Sqg 120039 x Sh 120060 |2 643 1.857
3H_101x71_1 357,b 1.651] Sqg 120039 x Sh 120060 (3 623,5 1.815
3H_101x71 2 354,56 1.651] Sqg 120039 x Sh 120060 (4 825 1.890
3H 101x71 3 181 1.700] Sqg 120039 x Sh 120060 |5 640 1.867
3H 101x71_4 297 1.625| 9H_39x60 1 576,5 1.834
3H_101x71_5 466,5 1.708] 9H_39x60 2 74 1.864
Sq 120103 x Sh 120071 [1 4B4 1.678] 9H_39x60 3 574 1.824
Sq 120103 x Sh 120071 ]2 103,5 1.675| 9H 39x60 4 463,5 1.845
Sq 120103 x Sh 120071 |3 182,5 1.725]9H 39x60 5 5945 1.749
Sq 120103 x Sh 120071 |4 147,5 1.755] Sh 120071 = Sh 130005] 1 777 1.715
Sq 120103 x Sh 120071 [6 80 1.625] Sh 120071 = Sh 130005] 2 338,5 1.847
4H 103x71 1 299 1.650] Sh 120071 = Sh 130005| 3 3235 1.827
4H 103x71 2 671,5 1.642] Sh 120071 = Sh 130005| 4 342 1.638
4H_103x71_3 153 1.611] 10H_13005_1 745,6 1.774
4H 103x71_4 218,5 1.655] 10H_13005_2 818,6 1.763
4H_103x71 5 359 1.698| 10H_13005 3 517,p 1.767
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Sq 120052 x Sh 120057 69¢ 1.731] 10H 13005 39¢ 1.70¢
Sq 120052 x Sh 120057 552 1.74z| 10H 13005 690,F 1.77¢
Sq 120052 x Sh 120057 458 F 1.72¢] Sq 041142 03 1323 F 1.76¢
Sq 120052 x Sh 120057 349 F 1.69:]| Sh 0571688 28 1 1170, 1.80¢
Sq 120052 x Sh 120057 38¢ 1.721] 11H 28x03 2187 1.76(
5H 52x57 514 1.745| 11H 28x03 2737} 1.711
5H 52x57 . 770 1.75¢| 11H 28x03 2401 1.65¢
5H 52x57 . 742 1.74¢| 11H 28x03 - 3233, 1.69:
5H 52x57 . 82€ 1.805| 11H 28x03 1865, 1.77¢
5H 52x57 | 70( 1.751] 11H 28x03 143: 1.721
Sq 120089 x Sh 120071 807 1.75¢] 11H 28x03 1741 1.85¢
Sq 120089 x Sh 120071 510,F 1.76¢| 11H 28x03 161( 1.72:
Sq 120089 x Sh 1201 = 87¢ 1.77¢| 11H 28x03 1211} 1.83¢
Sq 120089 x Sh 120071 581 1.761] 11H 28x03 1 262( 1.57¢
Sq 120089 x Sh 120071 95( 1.82¢| 11H 28x03 1 337¢ 1.88:
6H 89x71 236 F 1.77¢| 11H 28x03 1 2223 1.771
6H_89x71 2 389 1.769] 11H_28x03_13 201p 1.712

Para cada individuo se almacenaron 2 alicuotas@d éoncentrado. volumen 100 pul. se presenta la
concentracion y calidad de una de las alicuotasedanda present6 concentracion y calidad similares
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Anexo 8.Estimacion de la concentracion y calidad del ADNta@imate de arbol, a través
de la lectura de absorbancia con Espectro UV (280/2m).

Alicuota 1 Alicuota 2
Accesiones Concentracion Calidad Concentracion Calidad

(ng/uL) (260/280 nm) (ng/uL) (260/280 nm
Su 620019 1 760 1.806 767 1.702
Su 620019 2 770 1.800 1400 1.760
Su 620019 3 1390 1.768 1670 1.789
Su 620019 4 920 1.720 1000 1.717
Su 620019 5 1065 1.707 728 1.750
Sm 6002059 1 910 1.670 510 1.650
Sm 6002059 2 880 1.660 240 1.790
Sm 6002059 3 930 1.640 520 1.700
Sm 6002059 4 726 1.631 625 1.710
Sm 6002059 5 717 1.650 679 1.750
Su019 x Sm059 1 330 1.710 450 1.700
Su019 x Sm059 2 950 1.736 860 1.710
Su019 x Sm059 3 657 1.700 600 1.720
Su019 x Sm059 4 820 1.760 690 1.753
Su019 x Sm059 5 610 1.700 720 1.780
Sh 620021 1 850 1.831 750 1.844
Sb 620021 2 854 1.680 920 1.550
Sb 620021 3 528 1.650 605 1.700
Sh 620021 4 530 1.800 679 1.816
Sh 620021 5 829 1.875 664 1.864
Su019 x Sh021_1 2460 1.758 621 1.730
Su019 x Sh021_2 550 1.777 1200 1.815
Su019 x Sh021_3 1014 1.818 1300 1.780
Su019 x Sh021 4 708 1.808 398 1.700
Su019 x Sh021 5 680 1.810 870 1.712

"Cada alicuota corresponde a un volumen de 10@ptentracion y calidad similares.
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Anexo 9.Arboles consenso de poblaciones de padres, madnésidos de lulo generados
por PHYLIP 3.5, utilizando UPGMA, mostrando valodes“bootstrap”sobre 10000
repeticiones.

Madre-6H-89x71

Madre-9H-39x60

7396 Madre 1H 101x57

4420 Madre-5H-52x57

5438

Madre-7H-52x62

3564
10000 Madre-3H-101x71
8833

Madre-2H-44x61

Madre-4H-103x71

8973 Madre-8H-38x51

Padre-Sq-SE

6237

o717

Padre-11H-5g-03

9680

Madre11H-Sh028

9764

Ma-10H-130005
02 9.1

PHYLIP_1 (1/1)
a) Arbol de poblaciones de padres y madres de hibridda 11H, con bootstrap de 35 a 100%.

4H-Pa-Ma103x71

11H-Sq03xSh028

6H-Pa-Ma89x71

10000 2H-Pa-Mat101x71

5285

1H-Pa-Ma101x57

7263

9489
3H-Pa-Ma101x71

2414

9H-Pa-Ma39x60

4258
4250 3768

7H-Pa-Ma52x62

8H-Pa-Ma38x51

5H-Pa-Ma52x57

5946

10H-Pa-Ma130005
02 0.1
PHYLIP_1 (1/1)

b) Arbol de poblaciones de hibridos 1H a 11H con bwap de 24 a 100%.
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3H Pa Ma101x71

Madre2 44x61

10

Madre3 101x71

00

1H Pa Ma101X57

54086

2H Pa Mad4xg1 |1H

4248

7748

4602

2850

Madre1 101x57

Madre5 52x57
4395
7H Pa Ma52x62

2418

46877

{ 8H Pa 38x51
S0 Madre8 38x51 EH

——— Madre9 39x60
e adre X 8
L 9H Pa Ma39x80

2884

5H Pa Ma52X57
P 4H Pa Ma103x71
6661

5436

" Madre4 103x71
Padre Sq SE

7994 Madre7 52x62

1997

6H Pa Ma89x71
9554 6H
Madre6 89x71

c) Arbol de poblaciones parentales e hibridos 11t con bootstrap de 19 a 100 %tibridos sefialados
a la derecha se agrupan a alta similitud con susespondientes accesiones maternas excepto para 1H.

Anexo10. a)Valores acumulados de los cuatro componentes pafes de los parentales
de los hibridos 1H a 11H generado por GENETIX 4€&i6n 5.

80% -

55%]

509

rLS
40% "

35%

255

20%-
15% "
10%4

o

0%
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W Fact! 27,75%
M Fact? 15,93%
[0 Fact3 5,9%%%
M Factd 7.82%
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b) Valores acumulados de los cuatro componentes ipafes de los hibridos 1H a 11H
generado por GENETIX 4.03 versién 5.

LT

5%
o
35% | =
0%
zem

z0%} "

Comi:oneme 1

Componente 2 Componente 3

Componente 4

M Fact1 20,85%
-| | B Fact2 15,66%
[ Fact3 12,61%
M Factd 3,07%

Anexo 11. indices de fijacion y heterocigosidad pocus y por accesiéhibridos 1H a 9H, y de
padres e hibridos 10H y testigo 11H.

Promedio y rango de indiceb
Species Alelos
P Ho He llocus Fis’ Fr® Fsr®
Hibridos Accesiones 0,50 0,34 -0,19 -0,13 0,09
lulo 1H a 9H (0,2a0,49)| (0,23a0,42) 1,88 | (-0,3a-0,16)] (-0,19 a-0,04)| (0,06 a0,11)
Locus 0,48 0,36 -0,23 -0,12 0,09
(0,22a0,49)| (0,23 a0,42) (-0,3a-0,16) | (-0,19 a-0,04)| (0,06 a 0,11)
-0,09885
o . 0,332 0,1715 -0,94 ’ 0,4346
H'FJ;SOS Accesiones| 4 09 a 0,44)| (0,02 a 0,47) (-0,98 a -0,89) (-0,15)a 0.03| 0407 0.46)
1,3653
Al 0,31 0,153 0,923 (_0'26022_‘3 ol 0415
(0,08 2 0,43)| (0,02 a 0,48) (0,97 a-0,86)| ) : (0,38 2 0,47)

'Se indica entre paréntesisieterocigosidad observadaieterocigosidad esperada.

“ Coeficiente de consanguinidatiledida de la diferenciacién genética en poblacididéterencia de
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Anexo 12. Arbol consenso de poblaciones de padmmes e hibridos de tomate de arbol
generados por PHYLIP 3.5, utilizando UPGMA, mosti@nalores de “bootstrap”sobre
10000 repeticiones.

Solanum unilobum

Solanum unilobum x Solanum maternum

8545

Solanum unilobum x Solanum betaceum

10000

Solanum betaceum

9531

Solanum maternum
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