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RESUMEN

El Centro de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad (COMAYV) de la
Universidad Politécnica de Valencia alberga una de las colecciones mas importantes de
entradas del género Lycopersicon, incluyendo el tomate cultivado (Lycopersicon
esculentum, L. esculentum var. cerasiforme) y sus especies silvestres relacionadas (L.
cheesmanii, L. pimpinellifolium, L. hirsutum, L. pennellii, L. chmilewskii, L.
parviflorum L. peruvianum y L. chilense).

A pesar de ser el tomate una de las hortalizas de mayor importancia econdmica a
nivel mundial, siguen existiendo ambigiiedades en su taxonomia asi como dudas sobre
su domesticacion. De hecho, se observan en muchas ocasiones formas intermedias entre
el tomate cultivado y la variedad botanica cerasiforme, asi como entre la forma
cerasiforme y la especie L. pimpinellifolium. Igualmente se han detectado formas
intermedias entre L. pimpinellifolium y la especie L. cheesmanii, endémica de las islas
Galéapagos. Estas especies constituyen el subgénero Eulycopersicon, interfértiles con el
tomate cultivado. De ellas, la variedad botanica cerasifrome estd considerada como el
ancestro del tomate y se ha comprobado la existencia de fenomenos de introgresion
entre L. pimpinellifolium y el tomate. Las teorias sobre la domesticacion del tomate no
son unicas, oponiéndose las teorias de Jenkins (1948) y Rick (1958) frente a las mas
recientes de Rick y Fobes (1975) y Rick y Holle (1990).

Para contribuir a la clarificacion de estos aspectos, en la presente Tesis Doctoral se
persiguen los siguientes objetivos:

1.- Estudio de la variabilidad morfolégica y molecular de estas especies

2.- Esclarecimiento de las relaciones filogenéticos entre las especies del subgénero
Eulycopersicon.

3.- Establecimiento de estrategias de conservacion de estas especies y en especial de
Lycopersicon pimpinellifolium, para la que se han descrito diferencias importantes en el
grado de alogamia.

4.- Inicio de la formacion de una coleccion nuclear en la coleccion de entradas de L.
pimpinellifolium del COMAV.

Se han ensayado un total de 165 entradas del género Lycopersicon, perteneciendo 48
de ellas a Lycopersicon esculentun var. cerasiforme, 86 a L. pimpinellifoliumy 31 a L.
esculentum, en las campafias de otofo-invierno durante los afios 2000-01 y 2001-02.
Para la caracterizacion morfoldgica de las plantas se han seguido los descriptores de
tomate publicados por el IPGRI. La caracterizacion molecular se realiz6 mediante
marcadores AFLP. Los datos se han analizado mediante analisis multivariante,
realizando Analisis de Componentes Principales y Analisis Cluster. En el analisis de
datos cuantitativos se han calculado las distancias euclideas y se ha empleado el método
de agrupamiento UPGMA. La robustez y nivel de fiabilidad se ha medido mediante la
técnica de remuestreo bootstrap. Se realizé un analisis de la Varianza (ANOVA) y
posteriormente la prueba de comparacion de medias de Newman-Keuls y un ANOVA
factorial para determinar el efecto Entrada por Afio. Se célculo la similitud genética
entre las diferentes entradas para cada combinacion de cebadores, usando el coeficiente
de Dice. Se estimo el nivel de polimorfismo y la diversidad genética segun Nei (1973).

El andlisis de componentes principales efectuado con el conjunto de las entradas
estudiadas ha permitido la adscripcion de gran parte de ellas a las especies de
Lycopersicon esculentum, L. pimpinellifolium y L. esculentum var. cerasiforme. Sin
embargo, la separacion no fue completa, sino que se observo una gradacion continua
entre ellas, probablemente como consecuencia de un proceso de especiacion simpatrica



no finalizado en el momento actual. La no identificacion de marcadores moleculares
especificos de especie apoyan esta hipdtesis. La existencia de cruzamientos
interespecificos contribuiria al mantenimiento de esta situacion, constituyendo L.
esculentum, L. esculentum var. cerasiforme y L. pimpinellifolium formas extremas de
este continuo.

Se identificaron una serie de caracteres cualitativos propios de las formas mas
tipicas de las especies en estudio. Asi, el color antocianico del tallo, el tipo de hoja
“pimpinellifolium”, generalmente de menor tamafio, pinnada y con bordes enteros y el
estilo muy proyectado fueron caracteristicos de L. pimpinellifolium. L. esculentum se
caracterizo fundamentalmente por caracteres relativos al fruto, como la variacién en la
forma y el color del fruto maduro y de la piel, formas irregulares de la seccion
transversal, de la cicatriz estilar y del apice del fruto, todo ello asociado al proceso de
domesticacion sufrido por esta especie. La ausencia de los caracteres tipicos de las dos
especies descritas caracterizd a la var. cerasiforme. El numero de flores por
inflorescencia, el numero de pétalos y la longitud, anchura y peso del fruto, no
mostraron interacciones Entrada x Afio. Estos caracteres, junto con los cualitativos
comentados anteriormente, se consideran como los mas discriminantes entre L.
pimpinellifolium, L. esculentum var. cerasiformey L. esculentum.

El analisis cluster efectuado con el conjunto de caracteres morfoldgicos agrupa a las
entradas de L. pimpinellifolium con las de var. cerasiforme, mientras que el realizado
con datos moleculares agrupa L. esculentum con var. cerasiforme, quedando L.
pimpinellifolium separada de ambas. Esto apoya la hipotesis de que la var. cerasiforme
es el ancestro a partir del cual se produjo la domesticacion del tomate.

El conjunto de entradas estudiadas de L. pimpinellifolium ha presentado elevada
variabilidad para caracteristicas vegetativas, de flor y de fruto, contribuyendo a
demostrar que L. pimpinellifolium, es una especie muy variable, en contra de lo
establecido anteriormente. Otros estudios realizados con estas entradas han demostrado
también su variabilidad para caracteristicas de calidad y de resistencia a enfermedades,
convirtiéndola en una coleccion sumamente util para la mejora.

En las entradas estudiadas en este trabajo se observa una gradacion en cuanto a la
exercion estigmatica, asociada a organos florales de mayor tamafio y mayor grado de
alogamia, encontrandose mayor frecuencia de estilo muy proyectado en los
Departamentos mas septentrionales de Piura y Lambayeque, mientras que en Cajamarca
y La Libertad, abundan las entradas con estilos no proyectados o incluso insertos. Las
poblaciones procedentes de Piura y Lambayeque tienen una diversidad genética total
mayor, probablemente como consecuencia del mayor grado de alogamia. Este hecho
tiene importantes implicaciones en las labores de muestreo y regeneracion en los
Bancos de Germoplasma.

El conjunto de entradas de L. esculentum var. cerasiforme caracterizadas han
mostrado una elevada variabilidad para caracteres morfoldgicos, tanto vegetativos como
de fruto. Esta variabilidad ha resultado estar asociada al origen, siendo mucho mas
uniformes y con caracteristicas propias de cerasiforme las procedentes de México,
mientras que las de Ecuador y otras procedencias son mucho mds variables, no
correspondiendo en ocasiones a la forma tipica de esta variedad.

Las entradas de L. esculetum estudiadas se agrupan segun su origen, México o
Espana, tanto segin sus caracteristicas morfologicas como molecularmente. En el
primer caso se debe probablemente a las diferentes presiones de seleccion ejercidas en
ambos paises. En el segundo seria consecuencia del distanciamiento geografico de
ambos grupos de entradas hace mas de 500 afios. Las entradas procedentes de México
pertenecen a tipos criollos, muy apreciadas por sus caracteristicas de calidad, resistencia



al agrietado y capacidad para cuajar a bajas temperaturas. Estas entradas seran de gran
utilidad para su empleo en programas de mejora. La mayor diversidad genética total
encontrada para las entradas de México, apoyaria la existencia de un cuello de botella
debido al limitado nimero de individuos transportados desde México a Espafia, donde
se inicid la difusion por Europa.

Se han establecido tres grupos de entradas de L. pimpinellifolium, las procedentes de las
Islas Galapagos, las colectadas en Cuzco y las del norte de Pert y Ecuador, con
marcadas diferencias tanto morfolégicas como moleculares. Todos ellos deberan estar
representadas en la coleccion nuclear de esta especie del Banco de Germoplasma del
COMAV.

Mediante la realizacion de andlisis cluster se ha determinado la existencia de
duplicados en la coleccion, mediante su agrupamiento en los arboles con valores de
bootstrap muy elevados. Esta informacién permitira la eliminacion de tales entradas
para la formacion de la coleccion nuclear.

La mayor diversidad genética en las entradas procedentes de los Departamentos de
Piura y Lambayeque frente a las de Cajamarca y La Libertad aconsejan una mayor
representacion de las primeras en la coleccion nuclear, a fin de asegurar que la mayor
parte de esta diversidad genética quede recogida en la coleccion.



RESUM

El Centre de Conservacié 1 Millora de 1'Agrodiversidad (COMAYV) de la Universitat
Politécnica de Valéncia recull una de les col-leccions més importants d'entrades del génere
Lycopersicon, incloent la tomaca cultivada (Lycopersicon esculentum, L. esculentum var.
cerasiforme) 1 les seues espécies silvestres relacionades (L. cheesmanii, L. pimpinellifolium,
L. hirsutum, L. pennellii, L. chmilewskii, L. parviflorum L. peruvianum i L. chilense).

Tot i tractar-se la tomaca d’una de les I'hortalisses de major importancia economica a
nivell mundial, segueixen existint ambigiiitats en la seua taxonomia aixi com dubtes sobre la
seua domesticacid. De fet, en moltes ocasions s'observen formes intermédies entre la tomaca
cultivada i la varietat botanica cerasiforme, aixi com entre la forma cerasiforme 1 l'especie L.
pimpinellifolium. Igualment s'han detectat formes intermedies entre L. pimpinellifolium i
l'espécie L. cheesmanii, endémica de les illes Galapagos. Estes especies constitueixen el
subgenere Eulycopersicon, interfértiles amb la tomaca cultivada. D'elles, la varietat botanica
cerasifrome esta considerada com I'ancestre de la tomaca 1 s'ha comprovat l'existéncia de
fenomens d'introgresié entre L. pimpinellifolium 1 la tomaca. Les teories sobre la
domesticacio de la tomaca no son uniques, oposant-se les teories de Jenkins (1948) 1 Rick
(1958) enfront de les més recents de Rick 1 Fobes (1975) i Rick 1 Holle (1990).

Per a contribuir a l'aclariment d'aquests aspectes, en la present Tesi Doctoral es
persegueixen els segiients objectius:

1.- Estudi de la variabilitat morfologica i molecular d'aquests especies

2.- Esclariment de les relacions filogenétiques entre les espécies del subgénere
Eulycopersicon.

3.- Establiment d'estratégies de conservaci6 d'aquestes especies i en especial de
Lycopersicon pimpinellifolium, per a la qual s'han descrit diferéncies importants en el grau
d'alogamia.

4.- Inici de la formaci6 d'una col-lecci6 nuclear en la colleccido d'entrades de L.
pimpinellifolium del COMAV.

S'han assajat un total de 165 entrades del génere Lycopersicon, pertanyent 48 d'elles a
Lycopersicon esculentun var cerasiforme, 86 a L. pimpinellifolium 1 31 a L. esculentum, en
les campanyes de tardor-hivern durant els anys 2000-01 i 2001-02. Per a la caracteritzacid
morfologica de les plantes s'han seguit els descriptors de tomaca publicats per I'TPGRI. La
caracteritzacio molecular es va realitzar mitjangant marcadors AFLPs. Les dades s'han
analitzat mitjan¢ant un analisi multivariant, realitzant Analisi de Components Principals 1
Analisi Cluster. En I'analisi de dades quantitatives s'han calculat les distancies euclidees i s'ha
emprat el métode d'agrupament UPGMA.. La fortor i nivell de fiabilitat s'ha mesurat per mitja
de la tecnica de remostratge bootstrap. Es va realitzar una analisi de la Varianza (ANOVA) i
posteriorment la prova de comparacié de mitges de Newman-Keuls i un ANOVA factorial
per a determinar la interacci6 Entrada per Any. S’ha calculat la similitut genética entre les
diferents entrades per a cada combinacié de cebadors, usant el coeficient de Diu. Es va
estimar el nivell de polimorfisme i la diversitat genética segons Nei (1973).

L'analisi de components principals efectuat amb el conjunt de les entrades estudiades ha
permés l'adscripcié de gran part d'elles a les espécies de Lycopersicon esculentum, L.
pimpinellifolium 1 L. esculentum var. cerasiforme. No obstant, la separacid no va ser
completa, sind que es va observar una gradacié continua entre elles, probablement com a
conseqiiencia d'un procés d'especiacié simpatrica no finalitzat en el moment actual. La no
identificaci6 de marcadors moleculars especifics d'espeécie recolzen aquesta hipotesi.
L'existéncia de creuaments interespecifics contribuiria al manteniment d’aquesta situacio,
constituint L. esculentum, L. esculentum var. cerasiforme 1 L. pimpinellifolium formes



extremes aquest continu.

Es van identificar una serie de caracters qualitatius propis de les formes més tipiques de
les espécies en estudi. Aixi, el color antocianic de la tija, el tipus de fulla “pimpinellifolium”,
generalment de menor tamany, pinnada i amb bords sencers i l'estil molt projectat van ser
caracteristics de L. pimpinellifolium. L. esculentum es va caracteritzar fonamentalment per
caracters relatius al fruit, com la variaci6 en la forma i el color del fruit madur i de la pell,
formes irregulars de la seccid transversal, de la cicatriu estilar i de 1'apex del fruit, tot aixo
associat al procés de domesticacid sofrit per aquesta especie. L'abséncia dels caracters tipics
de les dues especies descrites va caracteritzar a la var. cerasiforme. El nombre de flors per
inflorescéncia, el nombre de petals 1 la longitud, amplaria i pes del fruit, no van mostrar
interaccions Entrada x Any. Aquests caracters, junt amb els qualitatius comentats
anteriorment, es consideren com els més discriminants entre L. pimpinellifolium, L.
esculentum var. cerasiforme 1 L. esculentum.

L'analisi cluster efectuat amb el conjunt de caracters morfologics agrupa a les entrades de
L. pimpinellifolium amb les de var. cerasiforme, mentre que el realitzat amb dades moleculars
agrupa L. esculentum amb var. cerasiforme, quedant L. pimpinellifolium separada
d'ambdues. A¢o recolza la hipotesi que la var. cerasiforme és l'ancestre a partir del qual es va
produir la domesticaci6 de la tomaca.

El conjunt d'entrades estudiades de L. pimpinellifolium ha presentat elevada variabilitat
per a caracteristiques vegetatives, de flor i de fruit, contribuint a demostrar que L.
pimpinellifolium, és una espécie molt variable, en contra del que es pensava anteriorment.
Altres estudis realitzats amb aquestes entrades han demostrat també la seua variabilitat per a
caracteristiques de qualitat i de resisténcia a malalties, convertint-la en una col-leccid
summament util per a la millora.

A les entrades estudiades en este treball s'observa una gradacid6 quant a l'exercio
estigmatica, associada a organs florals de major tamany 1 major grau d'alogamia, trobant-se
major freqliencia d'estil molt projectat en els Departaments més septentrionals de Piura i
Lambayeque, mentre que en Cajamarca 1 La Libertad, abunden les entrades amb estils no
projectats o inclis inserts. Les poblacions procedents de Piura i Lambayeque tenen una
diversitat genctica total major, probablement com a conseqiiéncia del major grau d'alogamia.
Este fet té importants implicacions en les taques de mostratge i regeneracio als Bancs de
Germoplasma.

El conjunt d'entrades de L. esculentum var. cerasiforme caracteritzades han mostrat una
elevada variabilitat per a caracters morfologics, tant vegetatius com de fruit. Esta variabilitat
ha resultat estar associada a l'orige, sent molt més uniformes i amb caracteristiques propies de
cerasiforme les procedents de Mexic, mentre que les d'Equador 1 altres procedéncies son molt
més variables, no corresponent en ocasions a la forma tipica aquesta varietat.

Les entrades de L. esculetum estudiades s'agrupen segons el seu orige, Mexic o Espanya,
segons les seues caracteristiques morfologiques i moleculars. En el primer cas es deu
probablement a les diferents pressions de seleccid exercides en aquests dos paisos. En el
segon cas seria conseqiiencia del distanciament geografic aquests dos grups d'entrades fa més
de 500 anys. Les entrades procedents de Méxic pertanyen a tipus criolls, molt apreciat per les
seues caracteristiques de qualitat, resisténcia al clavillat i capacitat per a quallar a baixes
temperatures. Estes entrades seran de gran utilitat per al a la seua utilitzacié en programes de
millora. La major diversitat genctica total trobada per a les entrades de Mexic, recolzaria
l'existéncia d'un coll de botella a causa del limitat nombre d'individus transportats des de
Mexic a Espanya, on es va iniciar la difusi6 per Europa.

S'han establit tres grups d'entrades de L. pimpinellifolium, les procedents de les Illes
Galapagos, les col-lectades a Cuzco i les del nord de Peri i Equador, amb marcades
diferencies tant morfologiques com moleculars. Totes elles hauran d'estar representades a la



col-leccio nuclear d'esta espécie del Banc de Germoplasma del COMAYV.

Mitjancant la realitzaci6 d'un analisi cluster s'ha determinat l'existéncia de duplicats en la

col-leccio, mitjancant el seu agrupament en els arbres amb valors de bootstrap molt elevats.
Esta informacié permetra l'eliminacid d’estes entrades per a la formacié de la col-leccid
nuclear.
La major diversitat genctica a les entrades procedents dels Departaments de Piura i
Lambayeque front a les de Cajamarca i La Llibertat aconsellen una major representacié de les
primeres en la colleccid nuclear, a fi d'assegurar que la major part d’aquesta diversitat
genctica quede representada a la col-leccid.



SUMMARY

The Center of Conservation and Improvement of Agrodiversity (COMAV) of the
Polytechnical University of Valencia holds one of the most important collections of
accessions of the genus Lycopersicon genus, including the -cultivated tomato
(Lycopersicon esculentum, L. esculentum var. cerasiforme) and its wild relatives (L.
cheesmanii, L. pimpinellifolium, L. hirsutum, L. pennellii, L. chmilewskii, L.
parviflorum L. peruvianum and L. chilense).

In spite of tomato being one of the vegetables of greater economic importance at
world-wide level, ambiguities in its taxonomy continue existing as well as doubts about
its domesticacion. In fact, intermediate forms are observed in many occasions between
the cultivated tomato and the botanical variety cerasiforme, and between the
cerasiforme form and L. pimpinellifolium. Also intermediate forms between L.
pimpinellifolium and L. cheesmanii have been detected. These species constitute the
Eulycopersicon subgenus, interfertile with the cultivated tomato. Of them, the botanical
variety cerasifrome is considered as ancestry of the tomato and introgression
phenomena between L. pimpinellifolium and the tomato have been reported. The
theories regarding the domestication of the tomato are not unique, being the theories of
Jenkins (1948) and Rick (1958) opposed to most recent ones of Rick and Fobes (1975)
and Rick and Holle (1990).

In order to contribute to the clarification of these aspects, in the present Doctoral
Thesis the following objectives are proposed:

1.- Study of the morphologic and molecular variability of these species

2.- Elucidation of the phylogenetic relations between the species of the
Eulycopersicon subgenus.

3.- Establishment of strategies of conservation of these species and in special of
Lycopersicon pimpinellifolium, for which important differences in the degree of
alogamy have been described.

4.- Beginning of the establishment of a core collection in the collection of
accessions of L. pimpinellifolium of the COMAV.

A total of 165 accessions of the Lycopersicon genus have been studied, belonging
48 of them to Lycopersicon esculentun var. cerasiforme, 86 to L. pimpinellifolium and
31 to L. esculentum. Experiments were carried out in 2000-01 and 2001-02 years during
autumn-winter seasons. Morphological characterization was done following the tomato
descriptors published by the IPGRI. AFLPs were used for molecular characterization.
Data were analyzed by means of multivariant analysis, using Principal Components
Analysis and Cluster Analysis. Euclidean distances were calculated for anlysis of
quantitative data and the UPGMA clustering method was used. The robustness and level
of reliability of clusters were fitted by bootstrap technique. ANOVA and Newman-
Keuls test were performed. Genetic similarity between the different accessions were
calculated. Polymorphism and the genetic diversity were calculated according to Nei
(1973).

The analysis of main components carried out allowed the assignment of most part
of the accessions studied to Lycopersicon esculentum, L. pimpinellifolium and L.
esculentum var. cerasiforme species. Nevertheless, the separation was not complete,
existing a continuous gradation among them, probably as a result of a not finalized
simpatric speciation process. The lack of identification of specific molecular markers of
species support this hypothesis. The existence of interspecific hybridization would



contribute to the maintenance of this situation, constituting L. esculentum, L. esculentum
var. cerasiforme and L. pimpinellifolium extreme forms of this continuous.

A series of specific qualitative characters of the most typical forms of the species in
study was identified. Thus, the antocianic colour of the stem, the type of leaf
"pimpinellifolium" (generally smaller, pinnate and with entire edges) and the style very
projected were characteristic of L. pimpinellifolium. L. esculentum was characterized
fundamentally by characters relative to the fruit, as the variation in the form and the
color of the mature fruit, irregular forms of the cross-sectional section, the pistil scar
and the apex of the fruit, all associated to the process of domesticaciéon undergone by
this species. var. cerasiforme was characterized by the absence of the typical characters
of the two described species. The number of flowers per inflorescencia, the number and
length of the petals and width and weight of the fruit, did not show interactions
Accession x Year. These characters, along with the qualitative ones previously cited, are
considered like as discriminants between L. pimpinellifolium, L. esculentum var.
cerasiforme and L. esculentum.

The cluster analysis carried out with morphological characters grouped L.
pimpinellifolium accessions with those of var. cerasiforme, whereas the cluster made
with molecular data grouped L. esculentum with var. cerasiforme, being L.
pimpinellifolium separated of both. This supports the hypothesis that var. cerasiforme is
the ancestry of the cultivated tomato.

Accessions of L. pimpinellifolium displayed a high variability for vegetative, of
flower and fruit characteristics contributing to demonstrate that L. pimpinellifolium, is a
very variable species, against the uniformity previously established. Other studies made
with these accessions have also demonstrated their variability for characteristics of
quality and resistance to diseases, making it an extremely useful collection for tomato
breeding.

In the accesions studied in this work a gradation on the style exsertion is observed,
associated to floral organs of greater size and greater degree of alogamy, being higher
frequency of style very projected in the most northern Departments of Piura and
Lambayeque, whereas in Cajamarca and La Libertad, abounds the entrances with styles
nonprojected or even inserted. The populations from Piura and Lambayeque have a
higher total genetic diversity, probably as a result of the higher degree of alogamia. This
fact has important implications in the sampling and regeneration tasks in the
Genebanks.

Accessions of characterized L. esculentum var. cerasiforme have shown a high
variability for morphologic characters, both vegetative and fruit. This variability was
associated to the origin, being much more uniform and having characteristics of
cerasiforme coming from Mexico, whereas those of Ecuador and other origins were
much more variable, not corresponding sometimes to the typical form of this variety.

Accessions of L. esculetum studied were grouped according to their origin, Mexico
or Spain, regarding both for their morphologic and molecular characteristics. In the first
case, it probably is due to the different exerted pressures of selection in both countries.
In the second, it would be consequence of the geographic division of both groups for
more than 500 years. Accessions from Mexico belong to “criollo” types, very
appreciated by their characteristics of quality, resistance to cracking and the ability to
fruits set at low temperatures. These accessions will be very useful for their use in
breeding programs. The higher value of total genetic diversity for accession from
Mexico, would support the existence of a bottle neck due to the limited number of



individuals transported from Mexico to Spain, where the diffusion throughout Europe
began.

Three groups of accessions of L. pimpinellifolium have been established. One of
them from the Galapagos Islands, other collected in Cuzco and the other from the
North of Peru and Ecuador, with great morphologic and molecular differences. All of
them will have to be represented in the core collection of this species at the Genebank of
the COMAV.

Cluster analisys allowed the identification of duplicated accessions in the collection.
Duplicates appear grouped in the trees with considerably high bootstrap values. This
information will allow the elimination of such duplicates for the formation of the core
collection.

The higher genetic diversity of the accessions from Piura and Lambayeque
Departments as opposed to those of Cajamarca and La Libertad advises a greater
representation of the formers in the nuclear collection, in order to assure that most of
this genetic diversity is represented in the core collection.
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Introduccién

1. 1. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL TOMATE

Situacion a nivel mundial

El tomate es la hortaliza mas cultivada en numerosos paises (Esquinas-Alcazar y
Nuez, 1995). La produccion mundial de tomates ha ido aumentado considerablemente
en la ultima década, desde 74 millones de toneladas (media anual) en 1993 hasta

115,503,316 de toneladas en 2001 (Tabla 1.1).

, SUPERFICIE
CONTINENTES | PRODUCION (t) CULTIVADA (ha)
AFRICA 12,062,901 616,244
AMERICA DEL
NORTE Y 13,808,692 296,414
CENTRAL
AMERICA DEL
SUR 5,990,362 152,813
ASIA 47,289,707 1,837,811
EUROPA 17,436,794 407,020
UNION EUROPEA 15,129,460 254,489
ESPANA 3,785,400 63,000
TOTAL
MUNDIAL 115,503,316 3,627,791

Tabla 1.1. Produccion y superficie cultivada de tomate por continentes en el ano 2001
(Fuente: Anuario de Produccion de la FAO, 2001).

Su demanda aumenta continuamente y con ella, su cultivo, produccién y comercio.
El incremento anual de la produccion, a nivel mundial, de los ultimos afios ha sido de
aproximadamente un 3%. Este incremento es debido, principalmente, al aumento del
rendimiento proporcionado por el uso de variedades mas productivas y por la mejora de
las condiciones de cultivo.

Uno de los mayores atractivos de cualquier producto frente al consumidor es su
diversidad. El tomate es una hortaliza que ha alcanzado una gran variedad de tipos. Hay
variedades con distinto aspecto exterior (forma, tamafo, color) e interior (sabor, textura,
dureza), variedades destinadas para consumo en fresco o procesado industrial y dentro
de estos usos principales, muchas especializaciones del producto. Las preferencias por
un tipo determinado son muy diversas y varian en funcién del pais, tipo de poblacion,
uso al que se destina, etc. (Diez, 1995). En la actualidad se industrializa entre el 25 y
30% de la producciéon mundial, volumen que sitia a este producto como la materia

prima mas importante de la industria de conservas horticolas.
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El valor nutritivo del tomate no es muy elevado. No obstante, su popularidad,
demostrada por el alto nivel de consumo, convierte a este cultivo en una de las
principales fuentes de vitaminas y minerales en muchos paises (Esquinas-Alcézar y

Nuez, 1995).

Situacion en la Union Europea y Espaiia.

La produccion de tomate en Europa en 2001 fue de 17,436,794 toneladas, con un
rendimiento de 42,84 toneladas/hectarea. La productividad media en algunos paises
europeos, en particular en Holanda, Reino Unido, Bélgica, Dinamarca, etc., es mas de
diez veces superior a la media mundial. La importancia del tomate en el sector horticola
de estos paises hace que sobre su cultivo incida en mayor medida la investigacion y
desarrollo de nuevas técnicas de cultivo y nuevas variedades.

La Uniéon Europea es autosuficiente y poco integrada en el mercado internacional,
ya que solo importa alrededor de un 5% del tomate que consume en fresco y la mayor
parte de la produccion europea se destina al mercado interno.

En Espafia, el tomate es un producto basico de la horticultura. Ocupa el 14 % de la
superficie de cultivo de horticolas y aporta un 30,8 % del valor de la produccion de
dicho sector (Anuario FAO, 2001). Es la hortaliza que abarca mayor superficie y
produccion. Espafia produce actualmente 3,785,400 toneladas de tomate en 63,000
hectareas, representando el 23,8% de la produccion de la Union Europea y el 4% de la
produccion mundial. El 70% se destina al consumo en fresco y el 30% restante a la
industrializacion.

Entre los paises europeos, Espafia es aquel en el que la produccion de tomate abarca
todo el abanico posible de actividades. Es tan importante la utilizacion del producto en
fresco, como su cardcter de materia prima industrial. Las regiones mas productoras son
el Sur-Este peninsular (Valencia, Alicante, Murcia y Almeria), el Ebro (Navarra, Rioja
y Zaragoza), Extremadura y Canarias. Las regiones del Ebro y Extremadura se
especializan en la produccion de tomate para la industria, en tanto que el resto de las
regiones se enfocan hacia el mercado en fresco (Aldanondo, 1995).

Espana es el primer pais exportador europeo. Las exportaciones de tomate han
experimentado un aumento bastante acusado en los ultimos afnos. En 1995 se exportaron
786,487 toneladas de tomate, mientras que en 1998, esta exportacion fue de 910,873

toneladas. El1 95% de estas exportaciones fue destinado a paises de la Union Europea.
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1. 2. EL GENERO LYCOPERSICON

1. 2. 1. Clasificacion taxondmica.

El tomate es una especie perteneciente a la familia de las solanaceas. Esta familia
comprende unas 2300 especies agrupadas en 96 géneros, entre las cuales se incluyen
algunas especies de gran importancia econémica como la patata y la berenjena (D’ Arcy,
1991).

Segtin Cronquist (1981), la clasificacion taxondmica del tomate es la siguiente:

CLASE Magnoliopsida.

ORDEN Solanales.

FAMILIA Solanaceae.
SUBFAMILIA Solanoideae.

TRIBU Solaneae.

GENERO Lycopersicon.

ESPECIE Lycopersicon esculentum.

Tabla 1.2. Taxonomia del género Lycopersicon (fuente: Cronquist 1981).

1. 2. 2. El género Lycopersicon: distribucion y relaciones filogenéticas.

Actualmente, se incluyen en el género Lycopersicon ocho especies silvestres,
ademas de la especie cultivada. El género presenta su hébitat natural en la zona situada
en la costa occidental de Sudamérica, desde el sur de Ecuador hasta el norte de Chile, y
en las Islas Galapagos. Esta franja se extiende entre el mar y la cordillera andina (Figura
1.1), presentando una gran diversidad de ambientes en los que se desarrollan estas
especies silvestres, que suponen una fuente importante de variabilidad y reservorio de
genes para caracteristicas interesantes disponible para la mejora del tomate cultivado

(Rick, 1979; Stevens y Rick, 1986; Daunay et al., 1991; Kalloo, 1991; Warnock, 1991).
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Figura 1.1. Distribucion de las especies silvestres del género Lycopersicon (Basado en
Cuartero et al., 1984; Taylor, 1986; Ayuso et al., 1987).

Una de las primeras clasificaciones intragenericas, basada en el color y la
pubescencia del fruto, fue establecida por Muller (1940) que divide el género en dos
subgéneros:

Eulycopersicon: especies con frutos rojos y glabros.
Eriopersicon: especies con frutos pubescentes, verdes, blancos o amarillentos.
Rick et al., (1976) incluyeron en el género dos nuevas especies; L. chmielewskii

Rick, Kes, Fob. & Holle y L. parviflorum Rick, Kes, Fob. & Holle. Posteriormente, la
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especie Solanum pennelli, recogida en este género por la dehiscencia poral de sus
anteras, fue incluida en el género Lycopersicon por D’Arcy (1979), en base a otras
caracteristicas morfologicas y moleculares. Por otra parte, Rick y Lamm (1955)
concluyeron que la especie L. glandulosum Mull. no deberia considerarse como tal, sino
como una de las formas de la polimorfica especie L. peruvianum. De todos estos
estudios resultaron las ocho especies silvestres relacionadas con L. esculentum Mill.,
consideradas en la actualidad (Tabla 1.3).

Posteriormente los estudios de cruzabilidad y citogenéticos han permitido la
agrupacion de las especies del género en complejos. El complejo peruvianum incluye
dos especies silvestres que presentan dificultad de cruce con la especie cultivada,
mientras que el complejo esculentum comprende las especies que cruzan con facilidad
con el tomate. Dentro de este Gltimo se diferencia el complejo minutum que comprende
las especies, L. parviflorum y L. chmielewskii, clasificadas en principio como una sola
especie, L. minutum (Rick et al., 1976; Taylor, 1986). Estas especies se distribuyen a su
vez en grupos filéticos establecidos en base a la comparacion electroforética de ADN
cloroplastico (Palmer y Zamir, 1982; Olmstead y Palmer, 1991) o mitocondrial
(McClean y Hanson, 1986), o al empleo de marcadores moleculares, RFLP y RAPD
(Miller y Tanskley, 1990; Williams y St.Clair, 1993). En la Tabla 1.3 se detallan las

especies pertenecientes a cada grupo y sus relaciones filogenética.

EULYCOPERSICON Grupo filético
Lycopersicon esculentum
Lycopersicon esculentum var. cerasiforme I
COMPLEJO Lycopersicon pimpinellifolium
Lycopersicon cheesmanii
esculentum ERIOPERSICON
Lycopersicon hirsutum
Lycopersicon pennellii 11
COMPLEJO Lycopersicon parviflorum
minutum Lycopersicon chmielewskii 1
COMPLEJO Lycopersicon peruvianum
peruvianum Lycopersicon chilense

Tabla 1.3. Clasificacion de las especies del género Lycopersicon (Basado en Muller,
1940; Palmer y Zamir, 1982; Taylor, 1986).



Introduccién

1. 3. DESCRIPCION DE LAS ESPECIES DEL SUBGENERO
EULYCOPERSICON

Como ya se ha mencionado anteriormente las especies del subgénero
Eulycopersicon se caracterizan por presentar frutos rojos y glabros. Dentro de este

subgénero se incluyen:

Lycopersicon esculentum.

Es la especie tipo del género e incluye el tomate cultivado y la variedad cerasiforme,
también denominada “tomate cereza” por el reducido tamafio del fruto, entre 1,5 y 2,5
cm. Es una especie autdogama, siendo las variedades cultivadas marcadamente
homocigotas. Sin embargo, la situacion en la region nativa, en el oeste de Sudamérica
(Quito (Ecuador); Piura y Chepen (Peru); Arica (Chile)) es claramente diferente. Asi,
Rick (1950, 1958) dio evidencias de marcados niveles de polinizacion cruzada,
variables de unas areas a otras, facilitada por la variabilidad existente en caracteres
florales como la exercion estigmatica, valores de (25,7% y 14,8%) de polinizacion
cruzada ha sido obtenido por este autor en Calana y Tacna en la frontera con Chile. Este
hecho ha contribuido no so6lo a originar una importante variabilidad en los cultivares de
L. esculetum propios de esta region, sino que ha posibilitado la existencia de
cruzamientos naturales entre el tomate y otra especie compatible sexualmente, L.
pimpinellifolium, habiéndose detectado fendomenos de introgresion en el tomate
cultivado a partir de esta ultima especie (Rick y Fobes, 1975). A pesar de ello, los
estudios enzimaticos llevados a cabo con esta especie demuestran la existencia de una
escasa variabilidad frente a otras especies como L. pimpinelifolium (Rick y Fobes,

1975).
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Figura 1.2. Frutos de L. esculentum.

Lycopersicon esculentum var. cerasiforme.

Rick et al. (1990) propusieron la misma especie para el tomate y cerasiforme, esta
variedad botdnica se considera el antepasado silvestre de las formas cultivadas. Se
cultiva en ocasiones para consumo humano y puede encontrarse en forma adventicia en
campos de cultivo de regadio o en zonas de elevada pluviometria. A pesar de que los
limites para el tamafio del fruto se han establecido entre 1,5 y 3 cm, algunas poblaciones
son altamente polimodrficas en cuanto a forma y tamafo del fruto y de la hoja, siendo en
muchas ocasiones dificil de distinguir los limites entre esta forma silvestre del tomate y
L. pimpinellifolium o el propio tomate cultivado (Rick, 1973; Rick y Holle, 1990). Ello

es debido a la variacion encontrada en los niveles de alogamia de distintas poblaciones.
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Algunos biotipos son extremadamente eficientes como malas hierbas, habiéndose
extendido por toda América tropical, hasta el sur de Texas y Florida. A lo largo de este
enorme rango de habitats se ha adaptado a una gran cantidad de condiciones
ambientales, resistiendo desde la extrema sequedad de los desiertos del oeste de Peru,
hasta las condiciones de elevada humedad de los bosques ecuatoriales. En estos
ambientes humedos se encuentran una elevada resistencia a hongos como

Cladosporium.

Figura 1.3. Planta de L. esculentum var. cerasiforme

Lycopersicon pimpinellifolium.

Se encuentra, en forma silvestre o adventicia, principalmente en las zonas bajas de
los valles de los rios, desde el sur de Ecuador, a lo largo de la costa peruana, llegando a
la zona fronteriza con Chile. En sentido estricto se encuentra solo en la costa de Peru,
pero incluso en esta area restringida es altamente polimoérfico y presenta fuertes
diferenciaciones regionales. En la parte sur y central, las poblaciones son marcadamente
constantes en los patrones alozimicos y en las caracteristicas fenotipicas. En esta
region, las flores y las inflorescencias son mas pequefias y la exercion estigmatica es
menor. En estas dreas incluso las poblaciones mas polimorficas la heterocigosis es muy

baja, generalmente menor del 1%. A partir de la region del Rio Pativilca hacia el norte,
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la proporcién de heterocigosis va progresivamente en aumento. El tamafo de las
estructuras florales y el grado de exercion del estigma aumenta, forméndose una clina,
hasta que se alcanza un maximo en los Departamentos de La Libertad y Lambayeque.
Este cambio va unido a un incremento en la variacion alozimica. Existe una elevada
correlacion entre la estructura floral, el grado de polinizacion cruzada y la variabilidad
genética (Rick, 1976). La hipotesis propuesta respecto a su evolucion es que las formas
mas uniformes y autdgamas, se originaron a partir de las mas variables, alogamas
facultativas (Rick et al., 1976).

Morfolégicamente es muy similar a la especie cultivada, presentando semillas de
menor tamaio y frutos de didmetro no mayor de 1,5 cm. En general presentan hojas con
margenes poco aserrados e inflorescencias con un gran nimero de flores, lo que las
distingue de la especie cultivada. Esta especie cruza en ambos sentidos con el tomate
dando lugar a hibridos fértiles. Se trata de la unica especie silvestre que ha introgresado

genes, de forma natural, en la especie cultivada.

Figura 1.4. Frutos de Lycopersicon pimpinellifolium

Lycopersicon cheesmannii.

Es una especie endémica de las Islas Galapagos, donde ha evolucionado de forma
independiente debido a su aislamiento geografico. Pueden distinguirse algunas
subespecies, en ocasiones en funcion de sus preferencias ecoldgicas. La subespecie
minor es la mas extendida por toda la isla, aunque prefiere bajas altitudes, con climas

mas secos y calidos. Habita en suelos con una elevada salinidad, asociada a algunas

10



Introduccién

especies halofitas. Ha sido probada su resistencia a la salinidad (Tal, 1971) y
aprovechada en programas de mejora encaminados al desarrollo de cultivares mejorados

respecto a este caracter.

Figura 1.5. Frutos de L. chemanii var. minor.

1. 4. ORIGEN, DOMESTICACION Y DIFUSION DEL TOMATE

1. 4. 1. Origen y domesticacion

El centro de origen del género Lycopersicon es la region andina que hoy comparten
Colombia, Ecuador, Perti, Bolivia y Chile. En esta drea crecen espontdneamente las
diversas especies del género y también es donde L. esculentum presenta su mayor
variacion.

Aunque todavia son muchos los aspectos poco claros con respecto al origen, la
mayoria de los estudios taxondmicos de Lycopersicon (Muller, 1940; Luckwill, 1943)
acreditan a L. esculentum var. cerasiforme como el posible antecesor del tomate
cultivado, L. esculentum. Su similitud morfolédgica, la concordancia de los patrones de
alozimas entre ambas (Rick y Fobes, 1975; Rick y Holle, 1990) y su proximidad
resultante en los dendrogramas de los estudios filogenéticos llevados a cabo con

marcadores moleculares RFLPs y RAPDs (Miller y Tanksley, 1990; Williams y St.
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Clair, 1993; Villand, 1995), en los cuales, las entradas de L. esculentum y L. esculentum
var. cerasiforme siempre aparecen entremezcladas, dan soporte a esta hipotesis.

El lugar donde se produjo la domesticacion ha sido controvertido, sin embargo es
comunmente aceptada la hipotesis segin la cual, L. esculentm var. cerasiforme,
originaria de la region Andina, fue exportada a México como mala hierba, donde se
domestico y posteriormente se difundid hacia el Viejo Mundo (Jenkins, 1948; Rick,
1958). Hay evidencias histdricas, arqueoldgicas y moleculares que apoyan esta
hipotesis.

Sobre como se realizo la domesticacion en México, existen hipdtesis que sugieren
que fue una domesticacion tardia. En el sur de México el tomate se presenta como una
mala hierba, siendo frecuente en los campos de maiz en barbecho y otros espacios
modificados por el hombre. Es verosimil que esta mala hierba fuese la materia prima
para la domesticacion del tomate (Jenkins, 1948), posiblemente cuando ya otros cultivos
como calabazas, chiles y maiz habian sido domesticados (Esquinas-Alcdzar y Nuez,
1995).

Se mantiene ademas, que el tomate alcanzé un grado elevado de domesticacion
antes de su llegada a Europa. Esto se infiere de la gran diversidad de tipos, tamafios,
formas y colores representados en los herbarios de la época. En ellos aparecen tanto
tomates de fruto pequeno y liso de color amarillo o rojo, como tomates de tamafio

grande, generalmente apostillados (Figuras 1.6, 1.7, 1.8).
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Figura 1.7. Ilustracion de la planta de tomate en el herbario de Konrad Gessener,
realizada en 1553.

o amen Frato hutee,

EENSEE RS

Figura 1.8. Una de las primeras representaciones del tomate en los primeros herbarios
europeos (Ilustracion perteneciente a la obra Hortus Eystettensis (1613)).

13
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Figura 1.9. Representacion de la planta de tomate en “Icones Plantarum Medicinalium”
(Joseph Jacobi Plenck, 1788).

1. 4. 2. Difusion del tomate.

Cuando el tomate ya habia alcanzado un alto grado de domesticacion en México
(Rick, 1976, 1978), los colonos espaioles lo transportaron a Europa, alrededor del afio
1500. Este proceso de difusion sometié al tomate a una fuerte presion de seleccion,
provocando el fenomeno genético conocido como “cuello de botella”, que redujo
extraordinariamente la variacion genética de esta hortaliza (Rick, 1976; Rick y Yoder,
1978). Este hecho queda demostrado por la escasa presencia de polimorfismo en los
cultivares europeos, respecto a los regionales de Sur América, Centro América y
Meéxico (Miller y Tanksley, 1990; Williams y St. Clair, 1993; Smulders et al., 1997;
Bredemeijer et al., 1998).

El tomate se extendi6 en Europa progresivamente, debido a lo vistoso del fruto y la
existencia de formas de consumo independientes del chile (Montes y Aguirre, 1992).

La aceptacion del tomate fue muy desigual. En Espana e Italia se utiliz6 en la
alimentacion humana practicamente desde su introduccion (Rick, 1978), en Espana se
reporta por primera vez el consumo de esta hortaliza en 1608, al aparecer en la lista de
compras del hospital de la sangre de Sevilla (Hamilton 1976). En la mayoria de los
otros paises fue utilizada s6lo como planta ornamental debido a creencias infundadas

sobre sus efectos, al relacionarla con otras solanaceas de reconocida toxicidad, ricas en
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alcaloides. Estas supersticiones perduraron en algunas zonas hasta el siglo XIX, de
forma que en los paises del centro y norte de Europa el cultivo del tomate no alcanzo
importancia hasta principios del siglo XX.

En las primeras introducciones en Africa tuvieron un papel destacado los turcos y
portugueses, ademas de los espainoles. Los turcos controlaban una extensa red comercial
y difundieron este cultivo desde el mar Mediterraneo hacia los Balcanes y Europa
Oriental por un lado y hacia el golfo Pérsico por otro. Los comerciantes portugueses,
con enclaves comerciales en Mozambique y Angola, llevaron el tomate al Africa
tropical. Probablemente también tuvieron importancia los mercantes y colonos europeos

posteriores (Tindall, 1977; Vilarreal, 1980).

Deapuéa de ln conquisa
o Miion poe Corks
: [

Tpsrsbrimisaio de Filipinas
por Magallases (1521)

Comussio ds galsonms (1571) D &&

Figura 1.9. Posibles rutas de propagacion del tomate a partir del siglo XVI (Basado en
Esquinas — Alcézar y Nuez, 1995).

Posiblemente, las primeras introducciones de tomate en el continente asiatico
tuvieron lugar en Filipinas, a través del comercio de galeones que mantenia la ciudad de
Manila con Espafia y las colonias americanas, en el siglo XVI. El comercio maritimo
entre estas islas y los paises vecinos como China, Japon y la India podria haber

contribuido a su posterior difusion por el continente. La existencia de enclaves
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comerciales portugueses en el sudeste asidtico sefiala otra ruta posible de entrada y
difusion. Aunque estos enclaves eran ya importantes en el siglo XVI, las primeras
referencias sobre el cultivo son mas tardias. En Corea fue introducido en el siglo XVII,
mientras que en Japon y la India su cultivo no se conoce hasta el siglo XVIIL. La
introduccion en la China fue tardia y ninguno de los antiguos autores hace mencion a
esta planta. En estas zonas el cultivo no adquiere importancia comercial hasta los siglos
XIX y XX. Es probable por otro lado que britanicos, alemanes y franceses, hubieran
introducido el tomate en sus respectivas colonias asidticas (Esquinas-Alcdzar y Nuez,
1995).

El cultivo del tomate se extendid ademas por el Nuevo Mundo de la mano de los
espafioles y portugueses en sus colonias. A partir de los siglos XVII y XVIII se
encuentran referencias acerca del cultivo y consumo de esta hortaliza en el Caribe y las
Antillas y en distintos paises centro y sudamericanos. La introduccion directa de
material desde México a Estados Unidos aparece como una posibilidad, aunque no se
han encontrado referencias en este sentido. A partir del siglo XVIII ya se conoce su
cultivo en la costa oriental norteamericana, donde ha sido introducido por colonos
europeos. De la misma forma que en Europa, en Norteamérica se cultivo en principio
como planta ornamental y no tuvo verdadera importancia hasta finales del siglo XIX y
principios del siglo XX (Rick, 1978).

Una vez establecido en todo el mundo, y con el transcurso de los afios, el tomate ha
ido sometiéndose a multiples programas de mejora, con la finalidad de introducir genes
de interés como las resistencias procedentes de las especies silvestres relacionadas con
el tomate. Esto explica que en algunos estudios con marcadores moleculares se haya
apreciado una mayor variabilidad genética en los cultivares actuales de Europa y USA

que en los antiguos cultivares europeos (Williams y St. Clair, 1993).

1. 5. ESTUDIOS DE VARIABILIDAD REALIZADOS EN EL GENERO
LYCOPERSICON.

En el género Lycopersicon se han realizados estudios de variabilidad genética
empleando marcadores morfologicos, isozimicos y asociados al ADN. La finalidad de

tales estudios ha sido muy diversa:
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1-  Estudio de relacion filogenéticos en la familia Solanaceae y entre las especies
del género Lycopersicon.

2-  Evaluacioén de la variabilidad intra y extraespecifica.

3-  Estudios de diversidad genética entre distintos cultivares con el objeto de
aprovechar potencialmente esta variabilidad en programas de mejora.

4-  Identificacion varietal entre distintas variedades de tomate cultivado.

Los marcadores de ADN han sido los mas recientemente introducidos y han

supuesto una importante fuente de posibilidades para el estudio de la variabilidad a

todos los niveles.

1. 5. 1. Estudios de variabilidad morfé6logica.

La segregacion de algunos caracteres cualitativos (frutos multiloculares, deformados
y aplanados, gen f; ausencia de tricomas largos, gen H, piel del fruto incolora, gen y;
hojas curvadas adaxialmente, gen wt) ha sido estudiada para evaluar la variacion en el
grado de alogamia en cultivares de L. esculentum en su lugar de origen.

Dieciocho de las 36 descendencias de frutos individuales mostraron segregacion
para estos caracteres, contrastando estos resultados fuertemente con la uniformidad de
las descendencias de cultivares mejorados. La alogamia existente en el lugar de origen,
y especialmente en Piura (Pert), contribuyd enormemente al aumento de la variabilidad
de los tomates de esta zona (Rick, 1958, 1976).

Estos mismos estudios (Rick, 1976; Rick et al., 1977) han puesto de manifiesto la
existencia de una gran variabilidad en el tamafio de las estructuras florales, exercion
estigmatica, pilosidad de la epidermis y pigmentacion amarilla de la epidermis en L.
pimpinellifolium, especie hasta entonces considerada como muy poco variable. Esta
variabilidad estd fuertemente asociada a su localizacion geografica, pudiéndose
encontrar gradualmente en clinas. La existencia de esta variabilidad en las estructuras
florales tiene implicaciones en los procedimientos de muestreo asi como en el
mantenimiento de las colecciones, sirviendo ciertas metodologias para unas
determinadas zonas, mientras que para otras no son validas (Widrlechener, 1987).

La especie L. esculentum var. cerasiforme, considerada como el ancestro del tomate,
ha sido también objeto de estudios de variabilidad morfologica. Mientras que en unas
areas es marcadamente autogama, en otras, como Tarapoto (Bajo Mayo, Departamento

de San Martin, Pertl) exhibe una marcada variabilidad para caracteres de fruto (Rick y
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Holle, 1990). Este aumento de la variabilidad ha sido asociado a la existencia de
cruzabilidad entre la var. cerasiforme y tomates introducidos en las mismas zonas. Ello
ha contribuido a aumentar considerablemente la base genética de esta variedad y,
consecuentemente sus posibilidades de uso en la mejora. En esta misma especie se han
encontrado caracteres de elevado interés en zonas muy distantes a su lugar de origen
como es la elevada capacidad para cuajar en condiciones de elevada temperatura en

zonas de Filipinas (Schaible, 1962).

1. 5. 2. Estudios isozimicos y alozimicos de la variabiliad

La variabilidad alozimica ha sido estudiada en tomate por Rick y Fobes (1975) y
Rick y Holle (1990), principalmente en estudios sobre el grado de alogamia y las
relaciones filogenéticas entre las especies del subgénero Eulycopersicon. Estos estudios
han servido, entre otros aspectos, para afianzar la teoria de que L. esculentum var.
cerasiforme es el ancestro a partir del cual se domestico el tomate en México.
Igualmente han puesto de manifiesto la existencia de lugares con variabilidad
especialmente  elevada como consecuencia de introgresion ocurrida en la var.
cerasiforme a partir de tomates introducidos en las mismas zonas, y en L. esculentum a
partir de L. pimpinellifolium. Los patrones enzimaticos de 11 isozimas fueron también
empleados por Bretd ef al., 1993 para estudiar las relaciones filogenéticas entre las
distintas especies del género Lycopersicon, asi como para estudiar su diversidad
genética. Encontraron una elevada correlacion entre el sistema reproductivo y la
diversidad genética (mayor diversidad genética en las especies alogamas mas estrictas)
y agruparon a esculentum con la var. cerasiforme y éstas muy cercanas a L.
pimpinellifolium y L. chesmannii.

Los estudios realizados por Henn et al, (1992) empleando un conjunto de 6
isozimas, pusieron de manifiesto la imposibilidad de identificacion de cultivares de

tomate emparentados, usando este tipo de marcadores.

1. 5. 3. Estudios realizados con marcadores de ADN

Los RFLP han sido empleados principalmente para abordar estudios filogenéticos
en el género Lycopersicon y también para estudios de variabilidad.

Miller y Tanksley (1990) llevaron a cabo estudios filogenéticos para aclarar las
discrepancias encontradas entre las agrupaciones realizados con ADN de organulos por

Palmer y Zamir (1982) y McClean y Hensen (1986) y las establecidas por Rick (1979),

18



Introduccién

basandose en relaciones de cruzabilidad. Encontraron una fuerte asociacion entre las
especies de fruto rojo L. esculentum'y L. pimpinellifolium y entre estas y L. chesmannii,
mas en concordancia con las agrupaciones efectuadas por Rick (1979).

Estudios realizados por Williams y St. Clair (1993) con un conjunto de L.
esculentum y L. esculentum var. cerasiforme, pusieron de manifiesto los diferentes
niveles de variabilidad encontrados en distintos grupos de cultivares en funciéon de su
lugar de origen (mayor variabilidad entre los cultivares procedentes de Sudamérica
frente a cultivares antiguos y otros mejorados). Encontraron niveles similares de
polimorfismo detectado por los RFLP y RAPD, resaltando la validez del empleo de los
RAPD para distinguir entre distintos genotipos de L. esculentum y para estudios de
diversidad genética. Estos mismos autores y Villand et al (1998) estudiaron las
relaciones filogenéticos entre L. esculentum y la variedad cerasiforme, encontrando una
distribucion mezclada en los arboles filogenéticos. Confirmaron, de esta forma, la
hipotesis de que L. esculentum var. cerasiforme es el ancestro de L. esculentum, aunque
la existencia de entradas de cerasiforme que permanecen alejadas de L. esculentum
indicando que la domesticacion del tomate se produjo a partir de un “reducido” de
germoplasma de L. esculentum var. cerasiforme contribuyendo este hecho a la marcada
uniformidad genética en el tomate cultivado.

Los primeros estudios con microsatélites en tomate se hicieron para comprobar su
capacidad en la identificacion de cultivares de tomate (Vosman et al., 1992; Smulders et
al., 1997), consiguiendo diferenciar 15 cultivares antiguos. Se comprobd ademads la
segregacion mendeliana del locus (GATA)s. Resultados similares obtuvo Rus-
Kortekaas et al. (1993), comprobando ademds la mayor capacidad para detectar
polimorfismos de los microsatélites frente a los RAPD. Kaemmer et al (1995) pusieron
de manifiesto la distinta capacidad de generar polimorfismo de distintos /loci
microsatélites, destacando (GATA)s por su elevada capacidad de detectar polimor-
fismos. Recientemente, se ha establecido una base de datos de microsatélites,
conteniendo mas de 500 variedades de tomate, que posibilita y facilita la identificacion
varietal con este tipo de marcadores (Bredemeijer et al., 2002).

Los microsatélites han sido empleados también para estimar la distribucion de la
diversidad en el género Lycopersicon y evaluar la eficiencia de los microsatélites en el
establecimiento de las relaciones entre especies en comparaciéon con otras construc-
ciones filogenéticos establecidas con anterioridad (Alvarez et al., 2001). En general los

arboles obtenidos a partir de este tipo de marcadores fueron consistentes con los
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Introduccién

previamente publicados basados en RFLP y las clasificaciones basadas en caracteres
morfoldgicos y sistema reproductivo (Rick, 1979).

La aptitud de los marcadores AFLP para estudios biosistematicos, ha sido
demostrada en el trabajo realizado por Kardolus et al., (1998), incluyendo las secciones
Petota y Lycopersicum de Solanum. Los resultados separaron perfectamente las dos
secciones, asi como los diversos taxas de cada seccion incluidas en este estudio,
coincidiendo de forma general la clasificacion encontrada basada en marcadores
moleculares AFLP con las opiniones actuales sobre la taxonomia de Solanum.

Los AFLP no se han empleado hasta el momento para el estudio de las relaciones
filogenéticos entre distintas especies de Lycopersicon. El uso de estos marcadores para
este objetivo tiene interés debido a que recientemente se ha descubierto que ciertas
regiones gendmicas escapan a la detencion de los marcadores RFLP (Bonnema et al.,
2002). Estos autores, estudiando mediante AFLP un conjunto de 3 lineas de introgresion
que contenian en conjunto el cromosoma 7 de L. pennellii (Eshed y Zamir, 1995)
descubrieron otra introgresion del cromosoma 10 de L. penmnellii no detectada con
anterioridad usando RFLP. Igualmente la distribucion de las regiones de ADN
altamente polimorficas conteniendo las repeticiones GATA y GACA, no se distribuyen
aleatoriamente por el genoma, sino que se encuentran en las mismas regiones
cromosOmicas (Arens et al., 1995), preferentemente centroméricas (Grandillo y
Tanksley, 1996; Areshchenkova y Ganal, 1999). El estudio mediante AFLP de las
relaciones filogenéticos entre las distintas especies del género Lycopersicon podria
contribuir a descubrir aspectos no contemplados en los andlisis realizados con los

marcadores anteriormente comentados.
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El Centro de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad (COMAYV) de la
Universidad Politécnica de Valencia alberga una de las colecciones mas importantes de
entradas del género Lycopersicon, incluyendo el tomate cultivado (Lycopersicon
esculentum, Lycopersicon esculentum variedad cerasiforme) y sus especies silvestres
relacionadas (L. cheesmanii, L. pimpinellifolium, L. hirsutum, L. pennellii, L.
chmilewskii, L. parviflorum, L. peruvianum y L. chilense). En total suponen 2045
entradas. Las especies silvestres del género Lycopersicon, suponen una fuente
inagotable de genes de interés para la mejora del tomate, habiendo sido introducidos
gran numero de ellos en los cultivares comerciales actuales.

Sin embargo, a pesar del enorme interés y valor economico que esta hortaliza tiene
en la actualidad, siguen existiendo ambigiiedades en su taxonomia asi como dudas sobre
su domesticacion.

Teniendo en cuenta estas ambigiiedades se formulan los siguientes objetivos para el
presente trabajo:

1.- Estudio de la variabilidad morfolégica y molecular de estas especies, lo que
permitird un uso mas preciso como fuentes de genes de interés

2.- Esclarecer las relaciones filogenéticos entre las especies del subgénero
Eulycopersicon, determinando los fenomenos de introgresion existentes entre ellas.
Eleccion de caracteres discriminantes entre especies.

3.- Establecer estrategias de conservacion de estas especies y en especial de
Lycopersicon pimpinellifolium, para la que se han descrito diferencias importantes en el
grado de alogamia en funcion de su origen geogréafico.

4.- Inicio de la formacion de una coleccion nuclear en la coleccidon de entradas de L.
pimpinellifolium del COMAV.
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Materiales v métodos

3.1. MATERIAL VEGETAL.

Se han ensayado un total de 165 entradas del género Lycopersicon, subgénero
Eulycopersicon, perteneciendo 48 de ellas a Lycopersicon esculentum var. cerasiforme,
86 a Lycopersicon pimpinellifolium y 31 a Lycopersicon esculentum (Tablas 3.1, 3.2,y
3.3). La mayoria de ellas proceden de colectas realizadas en Ecuador y Peru por el
equipo del Centro de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad (COMAV) de la
UPV, en colaboracion con la Universidad de la Loja (Ecuador) y de Piura (Pert). Otras
han sido solicitadas al Tomato Genetic Resources Center (Univ. de Davis, California,
USA) y al EMBRAPA (Brasil).En total cubren una amplia area geografica, incluyendo
paises que se encuentran en el Centro primario de diversidad (Ecuador y Pert), regiones
contiguas al Centro primario (México) y paises pertenecientes al Centro secundario de
diversidad (Espafia).

Se realizaron dos ensayos en las campafias 2000-01 y 2001-02 (ver diseio experi-
mental en el apartado siguiente). En las Tablas 3.1, 3.2 y 3.3 y las Figuras 3.1, 3.2, y

3.3, se relacionan el material incluido en cada ensayo.

Entrada Procedencia Latitud | Longitud | Altitud(m)
Ubicacion | Provincia | Pais
ENSAYO 2000-01
Lycopersicon esculentum var. cerasiforme
CNPHS1 - - Brasil - - -
CNPHS2 - - Brasil - - -
CNPHS3 - - Brasil - - -
ECU-0457 Namirez Zamora- | poador | 0404--S | 07857--W i
Chinchipe
ECU-0459 Indanza Morona- 1 g ador | 0304--S | 07829--W -
Santiago
ECU-0460 Indanza Morona- 1 g ador | 0304--S | 07829--W -
Santiago
ECU-0461 Indanza Morona- 1 g ador | 0304--S | 07829--W -
Santiago
ECU-0462 Indanza Morona- | Ecuador | 4304 g | 07829.-w -
Santiago
ECU-0463 Indanza Morona- 1 g ador | 0304--S | 07829--W -
Santiago
ECU-0465 Logrofio Morona- | - g dor | 0236--S | 07811--W -
Santiago

Tabla 3.1. Entradas incluidas en el ensayo 2000-2001. Las coordenadas geograficas
fueron determinadas por un sistema global de posicionamiento basado en la posicion
relativa con respeto a un sistema artificial satélite (GPS, Magullan XL, San Dimas,
California). Los valores que aparecen en las columnas de Latitud y Longitud* son: los
dos primeros los Grados, los dos siguientes los minutos y los dos ultimos los segundos.
* Los grados son los tres primeros numeros.
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Procedencia
Entrada Latitud | Longitud | Altitud(m)
Ubicacion Provincia Pais
ECU-0466 Logrofio Morona- | g dor | 0236--S | 07811--W -
Santiago
ECU-0467 Timbara Zamora- | poador | 0402--S | 07853W -
Chinchipe
ECU-0468 Indanza Morona- | g dor | 0304--S | 07820-w -
Santiago
ECU-81 Timbara Zamora- | poador | 0401-S | 07833-W | 975
Chinchipe
ECU-96 Yantzara Loja Ecuador - - -
GLP-0022 Ctra Bellavista- | 51000005 | Ecuador | 0040068 | 0901618W | 400
Cascajo.Santa Cruz
GLP-0026 Ctra. Bellavista- | 51000005 | Ecuador | 0031408 | 0901921w | 360
Cascajo.Santa Cruz

GLP-0073 | Puerto Ayora.Santa Cruz | Galapagos | Ecuador | 0045--S | 09010--W -

MEX-0072 Huenchinango Puebla M¢éxico 20----N | 098----W 1600

MEX-0084 | Apachitempa (Platon o0y | Mexico | 2115-N | 09823-w | 150

Sanchez)

MEX-0085 Huejufla Hidalgo México 21----N | 09830--W 180

MEX-0086 Tehuetlan Hidalgo México 21----N | 09830--W | 100-200

MEX-0088 Huejufla Hidalgo México 21----N | 09830--W 180

MEX-0ogg | Cludad Vallés(Palo 8. Luis de 4 iy | 2o N | 099w | 100

arco) Potosi

MEX-0090 Tamazunchale S'PLO‘tléSSfe México | 2130--N | 099----W 200

MEX-0091 | Chapulhuacan Grande Hidalgo Meéxico | 2109--N | 09853--W 600

MEX-0092 | Chapulhuacan Grande Hidalgo Meéxico | 2109--N | 09853--W 600

MEX-0101 Rio verdito Querétaro México 2130--N | 099----W 1000

MEX-0103 Xilitla(El Balcon) San Luis México | 2130--N | 099----W 800

MEX-0104 Auatcatlan Querétaro Meéxico | 2113--N | 09932--W 1100

MEX-0110 Culiacan.(El Vergel) Sinaloa México 25----N | 10730--W <100

MEX-0111 G“asave(?;g;’) JuanJos¢ | ginaloa | México | 2530-N | 10830-W | <100

MEX-0113 |Ahomé (acropuerto viejo | gz o100 | Mexico | 2530-N | 10830-W | <100

de los Mochis)

MEX-0115 | Ahomé(higuerade | g 100 | Mexico | 2530-N | 10830-W | <100

Zaragoza)

MEX-0116 Ahomé (La Biznaga) Sinaloa Meéxico | 2530--N | 10830--W <100
PE-0063 | Molinopata(Pachachaca) | Apurimac Pera 1556--S | 07137--W 2400
PE-0064 Bellavista(Pachachaca) | Apurimac Peru 1556--S | 07137--W 2300

Lycopersicon esculentum
MEX-0008 | “vcanatan (cerca de Yucatdn | México | 21--—-N | 08930--W | <100

Mérida)

Tabla 3.1. Entradas incluidas en el ensayo 2000-2001. Las coordenadas geograficas
fueron determinadas por un sistema global de posicionamiento basado en la posicion
relativa con respeto a un sistema artificial satélite (GPS, Magullan XL, San Dimas,
California). Los valores que aparecen en las columnas de Latitud y Longitud* son: los
dos primeros los Grados, los dos siguientes los minutos y los dos ultimos los
segundos.(continuacion). * Los grados son los tres primeros numeros.
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Materiales v métodos

Procedencia
Entrada Latitud | Longitud | Altitud(m)
Ubicacion Provincia Pais
MEX-0013 | D#dzautum Hacienda | o oo | Mexico | 21N | 089w <100
Tthoilen
MEX-0014 | SanRoméandeDzitam | o oen | Mexico | 2130-N | 089w <100
Gonzalez
MEX-0015 |  San Eduardo (entre Yucatin | México | 2130--N | 089-—w | <100
Dzidzautum y Dzitam)
MEX-0016 |  San Eduardo (entre Yucatin | México | 2130--N | 089-—w | <100
Dzidzautum y Dzitam)
MEX-0017 |  San Eduardo (entre Yucatin | México | 2130--N | 089-—w | <100
Dzidzautum y Dzitam)
MEX-0018 |  San Eduardo (entre Yucatin | México | 2130--N | 089-—w | <100
Dzidzautum y Dzitam)
MEX-0019 Uman Yucatan México | 21----N | 090----W <100
MEX-0021 Uman Yucatan México | 21----N | 090----W <100
MEX-0022 Uman Yucatan México | 21----N | 090----W <100
MEX-0023 Muna Yucatan México | 2030--N | 08930--W <100
MEX-0024 Muna Yucatan México | 2030--N | 08930--W <100
Lycopersicon pimpinellifolium
ECU-0376 | cludadd +proxParroquia Loja Ecuador | 0347498 | 0793679W | 850
eEl Rosario
Puerto Ayora. A 2 km
GLP-0005 | direccion Baltra.Santa Galapagos | Ecuador | 004318S | 0901935W 100
Cruz
Puerto Ayora. A 2,2 km
GLP-0006 | direccion Baltra.Santa Galapagos | Ecuador | 004315S | 0901937W 100
Cruz
Puerto Ayora. A 5 km
GLP-0007 | direccion Baltra.Santa Galapagos | Ecuador | 004141S | 0901926W 200
Cruz
Bellavista. A 3 km
GLP-0008 | direccion Camote.Santa | Galapagos | Ecuador | 004044S | 0901841W 300
Cruz
A 2 km cruce Pto. .
GLP-0009 Ayora-Baltra.Santa Cruz Galapagos | Ecuador | 004131S | 0902024W 200
ECU-0516 carretera Olmos-Jaen | Lambayeque Pert 0559428 | 0794303W 230
PE-0065 Umashbamba, Cuzco Perd | 1304--S | 07227-W | 1700
Urubamba
PE-0066 Chilca Ccasa Cuzco Pera 1336--S | 07219--W 1900
PE-0067 _ Pacchac- Cuzco Pera | 1318--S | 07207--W 1000
chico(Urumbaca)
PE-0068 _ Pacchac- Cuzco Pert | 1318--S | 07207-—-W 1000
chico(Urumbaca)
PE-0069 TomﬂlOChg;’C(Umbam Cuzco Pert | 1318--S | 07207-w | 1000

Tabla 3.1. Entradas incluidas en el ensayo 2000-2001. Las coordenadas geograficas
fueron determinadas por un sistema global de posicionamiento basado en la posicion
relativa con respeto a un sistema artificial satélite (GPS, Magullan XL, San Dimas,
California). Los valores que aparecen en las columnas de Latitud y Longitud* son: los
dos primeros los Grados, los dos siguientes los minutos y los dos tultimos los
segundos.(continuacion). * Los grados son los tres primeros numeros.
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Procedencia
Entrada Latitud | Longitud | Altitud(m)
Ubicacion Provincia Pais

PE-0070 Tomln"Chﬁgc(Umba‘n Cuzco Pert | 1318--S | 07207--W | 1000
PE-0071 Calzada(Urubamba) Cuzco Perti 1318--S | 07207--W 900
PE-0072 Chonta‘:haigcwr“bamb Cuzco Perd | 1318-S | 07207-W | 950
PE-0075 Huayopata(Urubamba) Cuzco Perti 1318--S | 07207--W 1400
PE-0077 Sicre(Urubamba) Cuzco Pert 1318--S | 07207--W 1650
PE-0078 Huayopata(Urubamba) Cuzco Pert 1318--S | 07207--W 1650

Tabla 3.1. Entradas incluidas en el ensayo 2000-2001. Las coordenadas geograficas
fueron determinadas por un sistema global de posicionamiento basado en la posicién
relativa con respeto a un sistema artificial satélite (GPS, Magullan XL, San Dimas,
California). Los valores que aparecen en las columnas de Latitud y Longitud* son: los
dos primeros los Grados, los dos siguientes los minutos y los dos ultimos los
segundos.(continuacion). * Los grados son los tres primeros numeros.

Procedencia

Entrada Latitud | Longitud | Altitud(m)

Ubicaciéon | Provincia | Pais

ENSAYO 2001-02

Lycopersicon pimpinellifolium

ECU-0412 | Media montafia.ciudad +1 ) Ecuador | 031904S | 0794820W 50
prox Parroquia rio negro

ECU-0421 | . Cooperativa 26 de Azay | Ecuador | 0335808 | 0792844W | 200
Marzo. Canton-Milagro

ECU-0424 Cochancas Canar Ecuador | 022810S | 0792716W 250

GLP-0001 | Santa Rosa. Santa Cruz | Galapagos | Ecuador | 004103S | 0902205W -

Santa Rosa.A 18 km de
GLP-0011 Pto. Ayora direccion Galapagos | Ecuador | 004103S | 0902205W 420
Baltra.Santa cruz

Puerto Ayora. A 20,5
GLP-0013 km direccion Galapagos | Ecuador | 003725S | 0902255W 600
Baltra.Santa Cruz

El Cascajo. Ctra. Pto.
GLP-0015 | Ayora-Garrapatero.Santa | Galapagos | Ecuador | 004010S [ 0901555W 300
Cruz

El Cascajo. Ctra. Pto.
GLP-0016 | Ayora-Garrapatero.Santa | Galapagos | Ecuador | 004010S [ 0901555W 300
Cruz

E1 Barranco. Puerto

GLP-0017 Ayora. Santa Cruz

Galapagos | Ecuador | 004449S | 0901910W 10

GLP-0018 | Puero Ayora.Santa Cruz | Galapagos | Ecuador | 004449S [ 0901853W -

Camote. A 1 Km
GLP-0020 | direccion Cascajo. Santa [ Galapagos | Ecuador | 003932S | 0901648W 450
Cruz

GLP-0021 Ctra. Bellavista- Galdpagos | Ecuador | 004006S | 0901618W | 400
Cascajo.Santa Cruz

Tabla 3.2. Entradas incluidas en el ensayo 2001-2002. Las coordenadas geograficas
fueron determinadas por un sistema global de posicionamiento basado en la posicion
relativa con respeto a un sistema artificial satélite (GPS, Magullan XL, San Dimas,
California). Los valores que aparecen en las columnas de Latitud y Longitud* son: los
dos primeros los Grados, los dos siguientes los minutos y los dos ultimos los
segundos.(continuacion). * Los grados son los tres primeros numeros.
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Procedencia
Entrada Latitud | Longitud | Altitud(m)
Ubicacion Provincia Pais
GLP-0023 Ctra. Bellavista- Galépagos | Ecuador | 003140S | 0901921W | 380
Cascajo.Santa Cruz
GLP-0024 Ctra. Bellavista- Galépagos | Ecuador | 003140S | 0901921W | 360
Cascajo.Santa Cruz
A 17 Km del Canal de .
GLP-0027 Santa Cruz de Baltra. Galapagos | Ecuador | 003337S | 0901958W 330
A 17 km del Canal de
Santa Cruz de .
GLP-0028 Baltra Cira. Canal-Santa Galapagos | Ecuador | 003338S | 0901957W 340
Rosa.Santa Cruz
A 17 km del Canal de
Santa Cruz de .
GLP-0029 Baltra. Cira. Canal-Santa Galapagos | Ecuador | 003338S | 0901957W 340
Rosa.Santa Cruz
A 17 km del Canal de
Santa Cruz de .
GLP-0030 Baltra Cira. Canal-Santa Galapagos | Ecuador | 003341S | 0902001W 360
Rosa.Santa Cruz
ECU-0440 Chaguarpamba Loja Ecuador | 0035--S | 07939--W 1453
ECU-0580 Salida de Sechura Piura Pert 0533--S | 08049--W 30
ECU-0581 Carretera Olmos Piura Pert 0516--S | 08006--W 200
ECU-0582 Ctra. Olmos km 78 Piura Pera 0526--S | 08006--W 190
ECU-0583 | Carretera Olmos km 83 Piura Pert 0526--S | 08001--W 150
ECU-0640 Ctra. Olmos km 101 Piura Pert 0526--S | 08006--W 325
ECU-0648 Dos Pueblos Piura Pert 0527--S | 08046--W 25
ECU-0658 Ctra. Olmos km 91 Piura Perti 0526--S | 08006--W 160
ECU-0692 | Vicus: AS8kmdePlurat . o Perd | 0510~S | 08008--W i
y a 203 de Lambayeque
ECU-0693 | A /0kmdePiuraya Piura Pert [ 0516028 | 0800612W | 140
189 de Lambayeque
ECU-0694 | A82kmdePiurayal78) . o cque | Pera | 0522--s | 08003--w | 160
de Lambayeque
ECU-0695 | A82kmdePiurayal78) . G cque | Pert | 0522--s | 08003--w | 160
de Lambayeque
Carretera Piura-Chiluca. . ,
ECU-0687 A 42 km de Piura Piura Pera | 050839S | 08016--W 130
Carretera Piura-Chiluca. . ,
ECU-0689 A 423 km de Piura Piura Pera | 050851S | 08016--W 130
ECU-0700 A 110 km de Piura Lambayeque Peru 053459S | 07957--W 260
ECU-0701 A 161 km de Piura Lambayeque Perti 0535--S | 07957--W 300
ECU-0702 A 111 km de Piura Lambayeque Pert 0555228 | 07945--W -
ECU-0711 | Omos. f}iir? kmde |y bayeque | Pert | 0600508 | 07940--W i

Tabla 3.2. Entradas incluidas en

el ensayo 2001-2002. Las coordenadas geograficas
fueron determinadas por un sistema global de posicionamiento basado en la posicion
relativa con respeto a un sistema artificial satélite (GPS, Magullan XL, San Dimas,
California). Los valores que aparecen en las columnas de Latitud y Longitud* son: los
dos primeros los Grados, los dos siguientes los minutos y los dos ultimos los
segundos.(continuacion). * Los grados son los tres primeros numeros.
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Entrada

Procedencia

Ubicaciéon

Provincia

Pais

Latitud

Longitud

Altitud(m)

ECU-0712

Olmos. A 178 km de
Piura

Lambayeque

Pera

0600--S

07940--W

ECU-0713

Olmos. A 181 km de
Piura

Lambayeque

Pera

0602055

07940--W

250

ECU-0732

A 3 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

La Libertad

Pera

0718258

0792645W

200

ECU-0733

A 3 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

La Libertad

Pera

0718258

0792645W

150

ECU-0736

A 3 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

La Libertad

Pera

0718258

0792645W

200

ECU-0737

A 3.8 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

La Libertad

Pera

071825S

0792645W

200

ECU-0738

A 3.8 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

La Libertad

Pera

071825S

0792645W

250

ECU-0739

A 12 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

La Libertad

Pera

0719118

0792213W

250

ECU-0740

A 12 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

La Libertad

Pera

0719118

0792213W

250

ECU-0742

A 31 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

Cajamarca

Pera

0714--S

07914--W

250

ECU-0744

A 35 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

Cajamarca

Pera

071320S

0791251W

360

ECU-0746

A 36 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

Cajamarca

Pera

0714--S

07911--W

500

ECU-0748

A 39 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

Cajamarca

Pera

0712448

0791131W

500

ECU-0749

Pampa Larga. A 54 km
del cruce Cajamarca-
Trujillo. Direccion
Cajamarca.

Cajamarca

Pera

0713--S

07858--W

500

ECU-0750

Pampa Larga. A 54 km
del cruce Cajamarca-
Trujillo. Direccion
Cajamarca.

Cajamarca

Pera

0713--S

07858--W

500

ECU-0752

A 92 km del cruce
Cajamarca-Trujillo.
Direccion Cajamarca.

Cajamarca

Pera

071343S

0784958W

850

Tabla 3.2. Entradas incluidas en el ensayo 2001-2002. Las coordenadas geograficas
fueron determinadas por un sistema global de posicionamiento basado en la posicion
relativa con respeto a un sistema artificial satélite (GPS, Magullan XL, San Dimas,
California). Los valores que aparecen en las columnas de Latitud y Longitud* son: los
dos primeros los Grados, los dos siguientes los minutos y los dos ultimos los
segundos.(continuacion). * Los grados son los tres primeros numeros.
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Procedencia
Entrada Latitud | Longitud | Altitud(m)
Ubicacién Provincia Pais
ECU-0843 [ A 100 m de Paltachaco Piura Pera 0506--S | 07953--W 140
ECU-0844 Chililique Frias Perti 0425--S | 08018--W 270
ECU-0866 - - - - - -
ECU-0867 Yapatera Piura Pert 0452--S | 07957--W 160
ECU-0873 | /39 km de Piura Piura Peri | 0508--S | 08026-W |  0-30
direccion Chulucanas
ECU-0951 | A 78KmdeCuenca. 1 ) 00| Eouador | 03108 | 07937-W | 1580
Direccion Machala
ECU-0966 | Ylle del Rlo Santakm | ncagn | pert | 08405 | 07818-W | 560
Tembladera
PE-0010 (Jequetepeque) Cajamarca Pert 0715--S | 07909--W 380
PEI1 Yonan.Jequetepeque La Libertad Perti 0720--S | 07934--W 390
PE12 Yatahual.Jequetepeque | La Libertad Pert 0720--S | 07934--W 550
PEI3 La Moyuna.Magdalena | La Libertad Pert 0715--S | 07840--W 870
PE15 Tuturo.Casma Ancash Pert 0926--S | 07840--W 980
Chosica. Salida de
PER-602 Chosica por la Ctra. Lima Pera 115458S | 0763747W 1070
Central de Perti

Tabla 3.2. Entradas incluidas en el ensayo 2001-2002. Las coordenadas geograficas
fueron determinadas por un sistema global de posicionamiento basado en la posicion
relativa con respeto a un sistema artificial satélite (GPS, Magullan XL, San Dimas,
California). Los valores que aparecen en las columnas de Latitud y Longitud* son: los
dos primeros los Grados, los dos siguientes los minutos y los dos ultimos los
segundos.(continuacion). * Los grados son los tres primeros nimeros.

Procedencia :
Entrada Latitud | Longitud Altitud
Ubicacién Provincia Pais (m)
ENSAYOS 2000-01/2001-02
Lycopersicon esculentum var. cerasiforme
CNPHS80 - - Brasil - - -
ECU-401 Pueblo de Lourdes Loja Ecuador | 034293S | 0793479W | 1000
ECU-78 Timbara Zamora- Ecuador | 0401--S | 07833--W | 975
Chinchipe
MEX-0012 | Enure Cansahcaby Yucatén México | 21---N | 089-—--W | <100
Dizdzautum
MEX-0070 Huenchinango Puebla Meéxico 20----N | 098----W 1500
MEX-0120 Santispac Nayarif Meéxico 22----N | 105----W | <100
LA1329 Yaca (Yacahuailla) Apurimac Peru 1417--S | 07212--W | 2100
LA-1312 Paisanato Cuzco Pert - - 600
LA1286 San Martin de Pangoa Junin Pert - - 800
LA1388 San Ramoén Junin Perti 1107--N | 07519--W 700
LAI1307 Hotel Oasis, San Ayacucho Perd | 1235--S | 07349--W | 600
Francisco

Tabla 3.3. Entradas incluidas en ambos ensayos. Las coordenadas geograficas fueron
determinadas por un sistema global de posicionamiento basado en la posicion relativa
con respeto a un sistema artificial satélite (GPS, Magullan XL, San Dimas, California).
Los valores que aparecen en las columnas de Latitud y Longitud* son: los dos
primeros los Grados, los dos siguientes los minutos y los dos ultimos los segundos.
* Los grados son los tres primeros nimeros.
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Entrada Procedendta Latitud | Longitud Altitud
Ubicacién Provincia | Pais (m)
Lycopersicon esculentum
A-L-12 Fraga Huesca Espafia | 0413--N | 00025--W 118
AN-L - 74 Santa Fe Granada | Espafia | 0371--N | 00342--W | 580
AN-L -133 Laujar de Andarax Almeria | Espafia | 0595--N | 00254--W | 950
AN-L -178 Graena Granada | Espafia | 0180--N [ 03125--W | 1006
B-L-6 Menorca Baleares | Espana - - -
B-L-7 Menorca Baleares Espafia - - -
C-L-3 Amposta Tarragona | Espafia | 4040--N | 00035--E 10
C-L-52 San Martin de Santa Pau Girona Espana | 0421--N | 00232--E 496
C-L-251 | La Bauma.Castellbell i el Vilar | Barcelona | Espafa | 4138--N | 00151--E -
C-L-221 El Vendrell Tarragona | Espafia - - -
E-L-11 Pinofranqueado Céceres Espafia | 0400--N | 00604--W | 450
MU-L-2 Campo Cartagena Murcia Espafia | 3730--N | 00100--W 20
S-L-4 Torrebuega Santander | Espafia | 0432--N | 00404--W 23
V-L-11 Venta del Moro Valencia | Espafia | 3928--N [ 00120--W | 730
V-L-61 Ademuz Valencia | Espafia | 0400--N [ 00116--W | 670
V-L-77 La Foya Castellon | Espaiia | 0400--N | 00014--W 140
V -L -85 Villahermosa del Rio Castellon | Espafia | 0401--N [ 00027--W | 731
PE-0061 Naranjillo(Huallaga) Huanuco Pera 0913--S | 07559--W | 630
PE-0062 Santa Lucia Huanuco | Pert | 0913--S | 07559-W | 630
Tulumaio(Huallaga)

Lycopersicon pimpinellifolium

ECU-0415 Quebradada de Santo ElOro | Ecuador | 0320098 | 0794182W | 150
Tomés.carretera Pasaje-Cuenca
ECU-0417 Sarayunga El Oro Ecuador | 031908S | 0793528W | 575
ECU-0443 Cantdn Sta Isabel Azuay Ecuador | 031894S [ 0792124W | 1345
ECU-0927 A 155,7 km de Loja Loja Ecuador | 040837S | 0795050W | 800
LA1236 Tinelandia, Santo Domingo Pichincha | Ecuador | 0007--N | 07848--W | 900
LA1245 2 km oeste de Santa Rosa El Oro Ecuador | 0327--S | 07957--W 100
LA1261 Babahoyo Los Rios | Ecuador | 0147--S | 07931--W 10
ECU-0604 Carretera Piura-Talara Piura Peru 0451--S | 08050--W 25
ECU-0655 carretera Olmos-Jaen Lamf:yeq Pert | 0559--S | 07943--W | 230
ECU-0660 San Isidro I Piura Perti 044837S | 0801746W | 200
PE14 Casma Valley Ancash Pert 0926--S | 07840--W | 1450
Canete-La Victoria, a 3 km de
LA1607 Panamericana en la parte sur Lima Pert 130524S | 0762324W -
del valle de Canete
ECU-0425 C"Chanca"cé‘;;e;fm Troncal- | cosar | Ecuador | 0228108 | 0792716W | 250
ECU-0354 | >0 Km. de Unucapa.San Loja | Ecuador | 0357118 | 0792613W | 1850
Pedro de la Bendita
ECU-0597 carretera Olmos-Jaen Laml'l’:yeq Pert | 055942S [ 0794303W | 230

Tabla 3.3. Entradas incluidas en ambos ensayos. Las coordenadas geograficas fueron
determinadas por un sistema global de posicionamiento basado en la posicion relativa
con respeto a un sistema artificial satélite (GPS, Magullan XL, San Dimas, California).
Los valores que aparecen en las columnas de Latitud y Longitud* son: los dos primeros
los Grados, los dos siguientes los minutos y los dos ultimos los segundos
(continuacién). * Los grados son los tres primeros nlimeros.
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Figura 3.1. Localizacion geografica de las entradas de Ecuador incluidas en los ensayos.
En azul L. pimpinellifolium, en verde L. esculentum var. cerasiforme. En cursiva estdn
las entradas del ensayo 2000-01, en negrita las del 2001-02 y subrayadas las incluidas
en los dos ensayos.
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Figura 3.2. Localizacion geografica de las entradas de Peru incluidas en los ensayos. En
azul L. pimpinellifolium, en verde L. esculentum var. cerasiforme y en rojo L.
esculentum. En cursiva estan las entradas del ensayo 2000-01, en negrita las del 2001-
02 y subrayadas las incluidas en los dos ensayos.
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Figura 3.3. Localizacion geografica de las entradas de Peru incluidas en los ensayos. En
azul L. pimpinellifolium, en verde L. esculentum var. cerasiforme y en rojo L.
esculentum. En cursiva estan las entradas del ensayo 2000-01, en negrita las del 2001-
02 y subrayadas las incluidas en los dos ensayos.

3.2. DISENO EXPERIMENTAL

Se realizaron dos ensayos, uno en 2000-01 y el otro en el afio 2001-02. Ambos se
llevaron a cabo en la campafia otofio-invierno, en la Universidad Politécnica de
Valencia, en un invernadero provisto de control de temperatura mediante calefaccion y
apertura de los cenitales regulable. Las entradas estudiadas en cada ensayo se indican en
la Tabla 3.1, 3.2 y 3.3. En el primero se incluyeron un total de 94 entradas de las cuales
48 de L. esculentum var. cerasiforme , 15 de L. pimpinellifolium y 34 de L. esculentum 'y
en el segundo todas las entradas comunes (Tabla 3.3) y 71 entradas de L. pimpi-
nellifollium. En ambos casos las semillas se pregerminaron en placas Petri,

depositandolas sobre un algodon empapado en agua recubierto por un papel de filtro.
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Tras la emergencia de los cotiledones se sembraron en una bandeja de semilleros, donde
permanecieron hasta el momento del transplante a terreno definitivo.

Se transplantaron 6 plantas de cada entrada, agrupadas en dos parcelas elementales
de tres plantas cada una. Estas parcelas elementales se distribuyeron aleatoriamente por
todo el invernadero. Se escogio un conjunto de 15 entradas de L. pimpinellifolium, 10 de
L. esculentum var. cerasiforme 'y 20 de L. esculentum (Tabla 3.3), que se pusieron en los
dos ensayos (afios 2000-01 y 2001-02) para que sirvieran de comparacion. De estas
entradas se plantaron 12 plantas de cada una, dispuestas al azar en todo el invernadero

en 4 parcelas elementales de 3 plantas.

3.3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Para la caracterizaciéon morfologica de las plantas se consideraron los descriptores
publicados por el IPGRI (IPGRI, 1996), tomando un total de 24 caracteres vegetativos,

19 relativos al fruto y 21 de inflorescencia y flor.

3.3.1. Caracteres cuantitativos

% Caracteres de planta

Estos caracteres se midieron en cada una de las plantas.

e Altura hasta la 3* inflorescencia (cm).

e Numero de hojas bajo la primera inflorescencia.
e Numero de foliolos por hoja.

e Numero de hojas entre racimos.

e Numero de racimos de la guia principal.

e Numero de dias transcurridos desde el transplante hasta la apertura de la primera
flor.

e Longitud de la hoja (cm).

e Anchura de la hoja (cm).

e Longitud del foliolo (cm).

e Anchura del foliolo (cm).

e Grosor del tallo (cm).

«» Caracteres de flor e inflorescencia

Se midieron en cada una de las plantas los siguientes caracteres:
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Numero de flores de la 2* inflorescencia.
Dias desde el trasplante hasta la primera flor.

Longitud de la inflorescencia (cm).

Se midieron en tres flores de cada entrada los siguientes:

7/
L X4

Longitud de los pétalos (mm).
Anchura de los pétalos (mm).
Longitud de los sépalos (mm).
Anchura de los sépalos (mm).
Longitud del estambre (mm).
Anchura del cono estaminal (mm).
Numero de pétalos.

Numero de sépalos.

Numero de estambres.

Caracteres de fruto

Los caracteres de fruto se determinaron en el tercer fruto de la segunda

inflorescencia de cada planta o en su defecto el mas proximo:

Peso del fruto (g).

Longitud del fruto (mm).

Anchura del fruto (mm).

Longitud del pedicelo 1 (mm): desde el raquiz hasta la capa de abscision (Figura
3.4).

Longitud del pedicelo 2 (mm): desde la capa de abscision al céliz (Figura 3.4).

Figura.3.4. Longitud del pedicelo 1 y 2.
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3. 3. 2. Caracteres cualitativos:

Los niveles de cada caracter se especifican en el Anexo 1.

% Caracteres de planta
Estos caracteres se determinaron en cada una de las plantas:

e Tipo de crecimiento.
e Densidad de la pubescencia del tallo.
e Longitud de la pubescencia del tallo.
e Densidad del follaje.
e Posicion de la hoja.
e Coloracién antocianica del tallo.
e Tipo de hoja.
e Pubescencia de los foliolos.
e Color de los foliolos.
e Vigor de la planta.
e Borde de los foliolos.
e Presencia de estipulas en la insercion de las hojas.

e C(Coloracion antocianica de las venas.

+» Caracteres de flor e inflorescencia
e Posicion del estilo.
e Bracteas en la insercion de la inflorescencia con el tallo.
¢ Tipo de inflorescencia.

e Inflorescencia terminada en hoja.

%+ Caracteres de fruto

Los caracteres del fruto se determinaron en el tercer fruto de la segunda
inflorescencia de cada planta o en su defecto en el mas proximo:

e Color del fruto no maduro.

e Forma del hombro del fruto.

e Forma del fruto.

e Color del fruto maduro.
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e Anchura de la cicatriz peduncular.

e Color de la carne del pericarpio.

e Forma del corte transversal del fruto.

e (Capa de abscision.

e Forma del terminal de la floracion del fruto.
e Numero de l6culos.

e Color de la piel.

e Acostillado.

e Intensidad de los hombros.

e Frutos biloculares.

3.4. ANALISIS DE LA VARIABILIDAD MOLECULAR MEDIANTE AFLP.

3. 4. 1. Material vegetal
El material vegetal estuvo constituido por todas las plantas de los ensayos 2000-01 y

2001-02 (Tablas 3.1, 3.2 y 3.3).

3.4.2. Toma de muestras.
Se pesaron 50 mg de tejido de cada planta, 6 para las entradas de cada uno de los
ensayos y 12 para las comunes a ambos ensayos. Las muestras se conservaron en

congelador de -80°C hasta que se realiz6 la extraccion de ADN.

3. 4. 3. Extraccion del ADN

Se siguid el protocolo de Bernatzky y Tanksley (1986), con algunas modificaciones
del método CTAB (Vosman et al., 1992).

1- Triturar el contenido del tubo eppendorf, con un homogeneizador.

2- Aiadir 700 pl de tampon de extraccion (Anejos 2) y 40 pul del antioxidante

ditriotheitol 1 M (DTT).

3- Aifadir 100ul de cloroformo/alcohol isoamilico (24/1).

4- Agitar.

5- Incubar durante 30 minutos a 65°C.

6- Anadir cloroformo/isoamilico (24/1) hasta llenar el tubo.

7- Agitar.

8- Centrifugar a 11.000 rpm durante 5 minutos.
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9- Recuperar la fase acuosa.

10- Afiadir etanol absoluto a cada tubo hasta llenarlo.
11- Mantener 10 minutos a -20°C.

12- Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 minutos.
13- Eliminar el sobrenadante.

14- Lavar el ADN con 500 pul de etanol al 70%.

15- Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos.

16- Eliminar el sobrenadante.

17- Secar el pellet.

18- Resuspender en 100 pl de tampdon TE (Anexo 2).

3. 4. 4. Cuantificacion del ADN

La cuantificacion del ADN extraido a partir de cada muestra se realiz6 mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% tefiido con bromuro de etidio (Anexo 2).

La intensidad de las bandas obtenida indica la cantidad de ADN que presenta cada
muestra, comparada con el patrén de bandas del marcador utilizado para la
cuantificacion, que fue el ADN de Arabidopsis thaliana (Invitrogen)(Figura 3.5). Se uso6
el programa informatico 1D Manager (version 2.0 de T.D.I). Una vez realizada la
cuantificacion se tomo6 la misma cantidad de ADN de cada planta, hasta obtener una
cantidad final de 125 ng en un volumen de 7,2 ul de solucion por genotipo.

200 ng ADN

Arabidopsis thaliana

_— i

HEEEEcEREESRREEE

Figura 3.5. Cuantificacion en gel de agarosa 0.8% con patron de ADN de Arabidopsis
thaliana.

39



Materiales v métodos

3. 4. 5. Analisis del Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos Amplificados
(AFLP)

3.4.5.1. Fundamento
Los AFLP se basan en la combinacion de dos técnicas usadas para la generacion de

marcadores moleculares (Vos et al.; 1995): la digestion con enzimas de restriccion,
propias de los RFLP y la amplificacion por PCR (Figura 3.6).

2 CASTTSC TlAL ——m
3’ CTThbC AATT 5°
i Mo [+ EeoRT
HATTC T
= aaT
hfsal + FeoR1
YL
5:'
T
F—aaic
— Trae e B
i 44T
sA——— 5
arplificacion
select v
con cebador + 3b

Figura 3.6. Esquema de los AFLP utilizando los enzimas de restriccion Msel y EcoRl 'y
sus adaptadores (Fuente: Lin y Kuo, 1995). (En este esquema se ha obviado la fase de
amplificacion preselectiva.).

Los fragmentos de restriccion son generados mediante el empleo de las enzimas de
restriccion (EcoRI 'y Msel). Mediante una reaccion de ligacion se unen unos adaptadores
de doble cadena a los extremos de los fragmentos generados para que sirvan de molde
en la amplificacion por PCR. A continuacion se realiza una amplificaciéon preselectiva
de los fragmentos de restriccién, en la que los cebadores utilizados poseen una
secuencia complementaria a la del adaptador mas un nucleétido adicional en el extremo
3’ para reducir el exceso numero de fragmentos a amplificar. Por ultimo se realiza la
amplificacion selectiva, en la que los cebadores contienen la secuencia complementaria

a la del adaptador més tres nucleotidos adicionales, lo que provocara que tinicamente los
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fragmentos digeridos que contengan la secuencia complementaria a la de los cebadores
se amplifique de forma exponencial durante la PCR.
3.4.5. 2. Protocolo
Se siguio el protocolo descrito por Vos et al.; 1995.
Digestion:

A una cantidad de 125 ng de ADN se afiadieron 2 pl de tampon de reaccion y 0,8 pl
de mezcla de enzimas EcoRI/Msel. Se ajustd a un volumen final de 10 pl con agua
destilada estéril. Posteriormente se incubd durante 2 horas 30 minutos a 37°C y 15
minutos a 70°C.

Ligacion:
La secuencia de los cebadores utilizados fue la siguiente:
Adaptador EcoRI: 5°- CTCGTAGACTGCGTACC
CATCTGACGCATGGTTAA-S’
Adaptador Msel: 5’- GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT-5’

Se afadi6 al volumen digerido 9,6 pl de soluciéon de ligacion (mezcla de
adaptadores y tampon de reaccion) y 0,4 ul de T4 ADN ligasa. Se incubd durante 3
horas a 20°C.

Amplificacion preselectiva:

La secuencia de los cebadores utilizados fue la siguiente:
Cebador EcoRI+1(o E+1): 5’- GACTGCGTACCAATTCA
Cebador Msel+1 (o M+1): 5’- GATGAGTCCTGAGTAAC
Siendo A y C, los nucleétidos selectivos.

Se prepard una dilucion 1/10 del ADN digerido/ligado. Por cada reaccion se afiadid
0,16 ul de Taq polimerasa, Sul de la dilucion de ADN, 2,5 pl de tampoén de reaccion
con Mg, 0,5 pl de cada uno de los cebadores a una concentracion de 10 pmol/ul, 1 ul
de dNTPs a una concentracion de 10mM y 1 ul de Mg", se ajusté el volumen final a
25ul con agua milliQ. El programa de amplificacion preselectiva consté de los
siguientes ciclos:

- Un ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos;
- 20 ciclos:

e 20 segundos de desnaturalizacion a 94°C.

e 30 segundos de union de cebadores a 56°C.

e 25 segundos de extension a 72°C.
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- Un ciclo de 30 minutos a 60°C.

El producto de amplificacion se conservo a -20°C.

Amplificacion selectiva:

Se prepar6 una dilucion 1/10 a partir de la PCR preselectiva. Para cada reaccion de
PCR se anadi6 0,16 pl de Taq polimerasa, 5 pl de la dilucion de ADN, 2,5 pl de tampdon
de reacciéon con Mg+, 0,5 pl de cada uno de los cebadores, 1 pl de dNTPs a una
concentracion de 10mM y 1 pl de Mg", se ajustd el volumen final a 25ul con agua
milliQ. El programa de amplificacion consto de:

- Un ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos

- 10ciclos:

e 20 segundos de desnaturalizacion a 94°C.
e 30 segundos de union de cebadores a 66°C.
e 25 segundos de extension a 72°C.
- 10 ciclos:
e 20 segundos de desnaturalizacion a 94°C.
e 30 segundos de unién de cebadores desde 66°C hasta 56°C diminuyendo
1°C cada ciclo.
- 25 segundos de extension a 72°C.
- 10ciclos:
e 20 segundos de desnaturalizacion a 94°C.
e 30 segundos de union de cebadores a 56°C.
e 25 segundos de extension a 72°C.
El producto de amplificacion se conservé a -20°C.
Los cebadores utilizados para la amplificacion selectiva fueron idénticos a los de la

preamplificacion, pero con tres nucledtidos selectivos adicionales (Tabla 3.4).
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CEBADORES FLUOROCROMO SECUENCIA (5°-37)
EcoRI ACA* FAM GAC TGC GTA CCAATT CACA
Msel CAC GAT GAG TCC TGA GTAACAC
GRUPO | EcoRI AGC* HEX GAC TGC GTA CCA ATT AGCC
A Msel CAA GAT GAG TCC TGA GTAACAC
EcoRI AAC* NED GAC TGC GTA CCAATT CAAC
Msel CAC GAT GAG TCC TGA GTAACAC
EcoRI ACT* FAM GACTGC GTACCAATTACT T
Msel CAA GAT GAG TCC TGA GTA ACA A
GRUPO [ EcoRI AGG* JOE GAC TGC GTA CCA ATT CAG G
B Msel CAC GAT GAG TCC TGA GTAACAC
EcoRI ACG* NED GAC TGC GTA CCA ATT ACG G
Msel CTA GAT GAG TCC TGA GTA ACT A

* Marcados con fluorocromos.
Tabla 3.4. Cebadores empleados en las amplificaciones selectivas de los AFLP.

3. 4. 6. Electroforesis en secuenciador automatico.

3.4. 6. 1. Funcionamiento del secuenciador.

La base del funcionamiento del secuenciador ABI/Prism 310 Genetic Analyzer
consiste en la electroforesis de las muestras a través de un capilar, que a su vez contiene
un polimero, circulan los fragmentos de ADN amplificados y marcados con
fluorocromos que un laser va detectando a medida que pasan por un detector. Uno de
los cebadores utilizados en la amplificacion selectiva, en este caso la EcoRI, esta
marcado con un flourocromo. Los fluorocromos utilizados son: FAM (lee en longitudes
de onda del azul), NED (amarillo), JOE (verde) y ROX (rojo). El GeneScan-500 (ROX)
se ha utilizado como marcador de peso molecular, el laser del secuenciador, lee
simultaneamente los cuatro marcajes, asi en una sola inyeccion del capilar puede leerse

el producto amplificado con tres cebadores diferentes (multiplexing).
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Figura 3.7. Secuenciador automatico ABI/PRISM 310 de PE Biosystems.

Preparacion de las muestras:

De los productos de la PCR selectiva se tomd 1 pl de cada una de las combinaciones
de cebadores, se afadi6 12 pl de formamida desionizada y 0,35 pl del marcador de
pesos moleculares (400-HD Rox). Se desnaturalizd el producto de la PCR durante
aproximadamente 5 minutos a 95°C. Antes de terminar el programa se pusieron las

muestras en hielo, para evitar la renaturalizacion.

3. 4. 6. 2. Analisis de datos moleculares.
Los resultados obtenidos de los fragmentos amplificados se visualizan en forma de
un grafico de picos, en el que cada pico corresponde a un fragmento de ADN

amplificado (Figuras 3.8 y 3.9).
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Figura 3.8. Fragmentos amplificados en forma de picos (imagen GeneScan).

Figura 3.9. Fragmentos amplificados transformados en banda (Imagen Genographer).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

3.5.1. Analisis de la varianza
e Con las entradas cultivadas en las dos campaias se realizd6 un ANOVA factorial
para determinar las posibles interacciones Entrada x Afio. El modelo utilizado fue el

siguiente:

Yijk= u+ E;+ Aj + (EXA)ij + €ijk
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donde:

Yk valor fenotipico de la entrada i-ésima en el j-ésimo ambiente.

p:  media total de las observaciones.

E;. efecto aditivo de la entrada i-ésima.

A;: efecto aditivo del ambiente j-ésimo.

(ExA);;: interaccion ExA de la entrada i-ésima y del ambiente j-ésimo.

€ijk . variacion residual de la observacion k-ésima de la entrada i-ésima y del

ambiente j-ésimo.

e Los caracteres discriminantes entre especies se establecieron mediante la
realizacion de un ANOVA y posteriormente la prueba de comparacion de medias de
Newman-Keuls. La estructura de la variaciéon para los caracteres estudiados en cada
especie se calculo a partir de las componentes de la varianza entre entradas y dentro de

entradas.
El modelo utilizado fue:
Xij = p+ Eit+ Pj+ &)
Donde:
X;j: variable respuesta.
p:  media total de las observaciones.
E; efecto entrada i-ésima.
P;. efecto planta j-ésima.
€i(,j): variacion residual de la observacion k-ésima de la entrada i-ésima y de la

planta j-ésima.

Para estos andlisis se utilizaron los programas NTSYSpc 2.0 y S-PLUS 6.1
professional (Fraley y Raftery, 2002).

3.5.2. Analisis multivariante: analisis cluster y analisis de componentes

principales (ACP)

Los métodos matematicos de analisis cluster permiten una agrupacion de los objetos
en funcidon de su similitud, ya sea morfologica o molecular. Por convencion en la

literatura del analisis multivariante, cuando se aplican estas técnicas para el estudio de
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las asociaciones entre individuos se les llama Andlisis Q, mientras que cuando se
aplican al estudio de los caracteres o atributos se les denomina Andlisis R. Tanto en la

explicacion de los andlisis efectuados, como en la de los resultados nos ajustaremos a

esta terminologia.

El analisis multivariante se empled para el estudio de los caracteres cuantitativos y

cualitativos determinados en la caracterizacion morfologica y para los datos moleculares

obtenidos mediante AFLP.

Analisis de componentes principales: ACP

El ACP se realizo6 a partir de las correlaciones totales entre los caracteres

cuantitativos transformados de la siguiente forma:

Xij-minj
Xije=
(max;-min;)

Donde: Xjje s el valor medio estandarizado del caracter j para la entrada ;.
Xjjes el valor medio del caracter ; para la entrada ;.
minj es el valor minimo de las medias de todas las entradas para el caracter ;.

max; es el valor maximo de las medias de todas las entradas para el caracter ;.

Se calcularon también las correlaciones parciales. El coeficiente de correlacion
parcial mide la relacion existente entre dos caracteres diminuyendo el efecto que sobre
ellos pueden tener otros caracteres correlacionados. Ello nos permitié seleccionar los
caracteres no correlacionados con los que se realizo un nuevo ACP.

Para el célculo del ACP se empled el programa NTSYSpc 2.0 y para el calculo de
las correlaciones parciales el STATGRAPHICS Plus 5.1.

Se realizo un ACP Q para determinar qué caracteres explican la mayor parte de la
variacion. Asi mismo, permitid conocer la agrupacion de las entradas segun su
similitud. Las entradas se proyectaron en los planos definidos por las 2 6 3 primeras

componentes. Ello permiti6 visualizar las agrupaciones entre las mismas.
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El analisis se realizd con el conjunto de todas las entradas de este estudio y también
para las entradas de cada especie por separado, L. esculentum, L. esculentum var.
cerasiforme 'y L. pimpinellifolium.

El programa estadistico utilizado fue el NTSY Spc 2.0.

Analisis cluster

El andlisis cluster se efectud con los caracteres cuantitativos y conjuntamente con
los caracteres cuantitativos y cualitativos. En el caso de los cuantitativos se realizd un
analisis Q (agrupacion de las entradas) y un analisis R (agrupacion de los caracteres).

e Para el andlisis de los caracteres cuantitativos se realizd la transformacion
descrita anteriormente. Posteriormente se calcularon las distancias euclideas mediante la

siguiente formula:

Eij=\ ¥ (Xii-Xij) >

Donde: Ej; es la distancia euclidea entre la entrada i y la entrada j
Xji es el valor medio transformado de la entrada i para el caracter k.

Xy es el valor medio de la entrada j para el caracter k.

El cluster se realiz6 empleando el método UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method Arithmetic Average) (Sneath y Sokal, 1973) utilizando el programa NTSY Spc
2.0.

e Para obtener un dendrograma utilizando toda la informacion de la caracterizacion
morfoldgica (caracteres cuantitativos y cualitativos), se sigui6 el siguiente método:

En el caso de los caracteres cualitativos, cada uno de ellos se escindidé en tantos
como opciones presentaba (Romersburg, 1984), estando formada la matriz de datos
cualitativos por 1 y 0 dependiendo de la presencia o ausencia de un determinado nivel
del caracter en la entrada correspondiente.

Como para algin caracter cualitativo se encontrd variacion dentro de entrada cada
nimero 1 de la matriz de datos cualitativos se dividid por la raiz cuadrada del nimero

de niveles de caracter presentes en una misma entrada, mas uno (Cole-Rodgers et al
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1997). De esta forma, al calcular la distancia euclidea, ésta sera 0 en el caso de dos
entradas totalmente iguales y 1 para entradas totalmente distintas.
Con los caracteres cuantitativos se realizé la transformacion descrita anteriormente.
Posteriormente, se unieron ambas matrices y a partir de la resultante se calculd la
matriz de disimilitudes, utilizando las distancias euclideas, con el programa NTSY Spc
2.0. A partir de la matriz de distancias se obtuvo el dendrograma, utilizando el método

de agrupamiento UPGMA.

¢ Datos de la caracterizacion molecular

Se analizo el electroferograma de AFLP en el intervalo de 50-400pb usando los
programas GeneScan y Genographer (v.1.6.0). Cada fragmento amplificado fue tratado
como un caracter unitario para el analisis y convertido a la clave binaria, presencia o
ausencia (1-0), a partir de las cuales se obtuvieron las matrices binarias para cada uno de
los genotipos y combinaciones de cebadores por separado.

Para el analisis de la variabilidad molecular se procedio de la forma siguiente:
1. A partir de la matriz de 1 y 0 obtenida, se calculo la similitud genética entre las

diferentes entradas para cada combinacién de cebadores, usando el coeficiente de Dice

(1945).

2a
Sij =
(2a+b+¢)
Donde: a: es el nimero de bandas compartidas entre las entradas ; y j.

b: es el numero de bandas presentes solo en la entrada i

c: es el nimero de bandas presentes solo en la entrada j,

2. Obtencion de la matriz de distancia (1-S;) y célculo a partir de ella de:
- Construccion de un dendrograma a partir de las matrices de distancias genéticas
usando el método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Arithmetic Average)
(Snaeth y Sokal, 1973), para observar la agrupacion de las diferentes entradas.
- Andlisis mediante la técnica de remuestreo bootstrap (con 1000 réplicas)
(Felsenstein, 1985), para determinar la fiabilidad y robustez del dendrograma,

empleando el limite de confianza del andlisis bootstrap sobre el 50%, para
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considerar un agrupamiento estadisticamente significativo para la topologia de un
nodo (Highton, 1993).
Para este analisis se utilizaron los programas NTSYSpc 2.0 y PHYLIP.3.57c.

Analisis de coordenadas principales

A partir de la matriz de distancia (1-S;) obtenida se realizd un andlisis de
coordenadas principales para el conjunto de los datos moleculares, con el objeto de
visualizar la dispersion de los individuos en relacion con los factores principales

responsables de la variacion. Para ello se emple6 el programa NTSY Spc 2.0.
2. 5. 3. Analisis de polimorfismo y de la diversidad genética.
La variacion genética se estimd como la proporcion de fragmentos polimoérficos (P)

y la diversidad genética total en todas las poblaciones (H7) (Nei, 1973).

La Hrse estim6 a partir del indice He (diversidad genética media):

12pu]

n

He—

Donde:
pii: frecuencia del alelo 1 del locus j
m : nimero de alelos en el locus j

n: numero de loci considerados

La diversidad total fue particionada en diversidad genética media entre Dgr
(Dsr=Hr -Hs) y dentro de poblaciones (Hs). La magnitud relativa de la diferenciacion
genética entre poblaciones (Gsr) se calculd mediante la relacion Dg/Hr Para estos

analisis se utilizo6 el programa PopGene32.
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Resultados y Discusién

4.1. ANALISIS DE LA VARIABILIDAD MORFOLOGICA

4. 1. 1. Analisis de la interaccion Entrada por Afo.

Se calcularon las interacciones Entrada x Afio con el conjunto de entradas ensayadas
en ambas campaias, con el objeto de determinar si era posible realizar un andlisis
conjunto de ambas campanas (Tabla 4.1).

Las interacciones Entrada x Afio fueron significativas para la mayoria de los
caracteres en L. pimpinellifolium, a excepcion de los relativos al fruto: longitud,
anchura y peso del fruto y longitud del pedicelo 1. El nimero de flores de la segunda
inflorescencia y el nimero de estambres no presentaron tampoco interaccion. En el caso
de L. esculentum var. cerasiforme la longitud del fruto y el peso del fruto tampoco
mostraron interaccion, al igual que el numero de flores de la segunda inflorescencia. L.
esculentum fue la especie mas estable, no existiendo interacciones Entrada x Afio para
gran parte de los caracteres controlados.

Dado que la mayor parte de entradas del segundo afio correspondian a L.
pimpinellifollium, fue imposible analizar de forma conjunta todas las entradas, siendo
necesaria su separacion segun la campana.

Por otro lado, la existencia de diferencias altamente significativas entre entradas
para la mayoria de caracteres estudiados, pone de manifiesto la importancia de la
variabilidad existente en esta coleccion. Muchos de estos caracteres podrian tener un
interés directo en mejora. Parte de las entradas estudiadas en este trabajo han sido
caracterizadas para caracteres de calidad y resistencia a enfermedades (Pic6 et al., 2000;
Sanchez et al., 2000) habiendo encontrado algunas de ellas de interés para su uso en
mejora. Diferentes programas de mejora con este objetivo estan actualmente en

progreso.
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Caracteres L. pimpinellifolium L. esculentum var. cerasiforme L. esculentum
Entrada Afo Interaccion| Entrada Ano Interaccién | Entrada Afo  Interaccién
A 2332,2**  8613** 362** 1837**  2822* 203,6 3023 8310 501,2
NH 15,04** 103,8** 11,8** 32,82**  19,82* 3,47 10,16** 43,63** 8,1**
LH 225,27** 551,1** 105** 316,1**  391,6** 191,7* 351,9* 12,25 105,4*
AH 226,49** 671,1** 196** 220,3**  1284** 205,3* 322,2** 41,27 2,36*
LF 53,63** 1,19 59,5** 114,7**  172,2** 64,81* 84,14** 171,5** 38,81*
AF 11,48 0,97 8,58 25,76** 97,86 31,87 11,47  66,24* 7,97
GT 0,56** 0,22 0,15** 0,32** 0,05 0,06 0,22* 1,19* 0,09
NR 20,28**  11,67* 7,27 14,06** 27,42** 8,39* 36,89 0,06 2,45*
DT1F 641,87 7173** 362* 1201** 2772* 431,7 651,1* 526,5** 717,6*
NF 1645,7* 1166** 109 27,29*  83,71** 9,95 132,1* 0,22 27
NS 0,09* 0,09* 0,09* 0,04 0,11* 0,04 4,11* 0,79 0,71
NP 0,1* 0,17* 0,1* 0,27 1 0,27 4,87 0,48 0,56
LP 48,62* 65,1* 9,21* 13,35* 5,95 6,91* 24,5* - -
AP 10,28  10,94* 4,06 2,14* 0,14 3,72* 2,35* 0,72 1,3
LS 18,71* 0,01 5,24* 53,52*  39,31* 7,51* 53,33*  415,2* 19,23*
AS 0,91* 0,67* 0,33* 10,5 0,09* 0,69* 0,64 0,06 0,72
LE 5,9* 0,71 1,59* 9,89* 4,3* 1,15* 3,88* 1,87 1,17
ACE 0,31* 0,05 0,5* 0,17* 0,16* 0,45* 1,17 0,14 0,49
NE 0,05* 0,01 0,05 0,11* 0,11 0,11* 4,87 0,35 0,52
LF 597,83** 158,4** 19,4 1842** 27,75 28,53 - - -
AF 817,95** 106,9 57,1 252,2** 43,15 66,97 - - -
PF 703,01** 62,22 11,3 253,6** 35,78 17,78 - - -
LP 1 107,57* 9,9 14,3 101,6** 50,99* 37,78* 79,16** 210" 34,22*
LP2 17,49** 0,43 2,24* 55,04* 5,01 4,05* 63,12** 87,37** 8,64**

Tabla 4.1. Efectos de Entrada, afio e interaccion entrada por afio para cada caracter y
especie, realizados con los caracteres cuantitativos de las entradas comunes a ambos
ensayos, mediante un ANOVA factorial y modelo mixto. Las medias seguidas con un
asterisco (*) presentan una significacion al 95% y las que tienen dos (**) una
significacion al 99%.

A) Altura hasta el tercer racimo, NH) Numero de hojas bajo la primera inflorescencia, LH) Longitud de
la hoja, LH) Longitud de la hoja, AH) Anchura de la hoja, LF) Longitud del foliolo, AF) Anchura del
foliolo, GT) Grosor del tallo, NR) Numero de racimo en la guia principal, DT1F) Numero de dias
transcurridos hasta la primera flor, NF) Numero de flores en la segunda inflorescencia, NS) Ntimero de
sépalos, NP) Numero de pétalos, LP Longitud del pétalo, AP) Anchura del pétalo, LS)Longitud del
sépalo, AS) Anchura del sépalo, LE) Longitud de los estambres, ACE) Anchura del cono estaminal, NE)
Numero estambre, LF) Longitud del fruto, AF) Anchura del fruto, PF) Peso del fruto, LP1) Longitud del
pedicelo, LP2) Longitud del pedicelo 2.

4. 1. 2. Analisis de las entradas ensayadas en la campaiia 2000-2001.

4.1.2. 1. Analisis de todas las entradas.

Agrupacion de las entradas segun ACP.

Empleando los caracteres cuantitativos se realizd un analisis de componentes
principales para determinar cudles de ellos explicaban la mayor parte de la variacion
observada.

Las tres primeras componentes principales explicaron un 40%, un 9,6% y un 8,1%

de la varianza, respectivamente, totalizando un 57,7% de la variacion observada.
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Figura 4.1. Representacion de los coeficientes de los caracteres en los vectores propios
que definen las dos primeras componentes principales. Ensayo 2000-01. En verde se
representan los caracteres vegetativos, en amarillo los de flor e inflorescencia y en rojo
los de fruto. Los caracteres rodeados del mismo color se corresponden con los de la
Figura 4.3 (ver apartado Correlaciones entre caracteres).

Varios de los caracteres estudiados presentaron elevadas correlaciones con la
primera componente principal (Figura 4.1). Entre ellos los hay de flor y de fruto. El
grupo de caracteres de flor estd formado por el nimero de sépalos, nimero de pétalos,
longitud de los sépalos, ancho del cono estaminal y numero de estambres y el de fruto lo
constituyen la anchura del fruto, longitud del fruto, peso del fruto y longitud del
pedicelo 2.

Correlacionados positivamente con la segunda componente principal aparecen los
siguientes caracteres vegetativos: anchura de la hoja, longitud y anchura del foliolo,
altura de la planta hasta el tercer racimo y el grosor del tallo.

Las diferencias morfologicas entre las entradas estudiadas, pertenecientes a distintas
especies, podrian explicar la diversidad de caracteres vegetativos, de flor y de fruto
responsables de la variacion observada.

La primera componente, separa las entradas segiin una gradacion continua, donde
las de L. esculentum (de frutos mas grandes y flores de hasta 6 pétalos y sépalos) se
encuentran situadas a la derecha, las de L. pimpinellifolium (de fruto mas pequefio) a la

izquierda y las de L. esculentum var. cerasiforme en una posicion intermedia (Figura
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4.2). EIl hecho de que no se encuentre una separacion clara entre especies apoya la
existencia de formas intermedias tanto entre L. esculentum var. cerasiforme y L.
esculentum (Rick y Holle, 1990), como entre L. pimpinellifolium y L. esculentum

(Rick, 1958).
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Figura 4.2. Representacion de las entradas en funcion de las componentes principales 1
y 2, para el ensayo 2000-01. En azul se representan las entradas de L. pimpinellifolium,
en verde las de L. esculentum var. cerasiforme 'y en rojo las de L. esculentum.
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Procedencia . . Altitud
Entrada Ubicacién | Provincia | Pais Latitud | Longitud (m)
L. pimpinellifolium | L. esculentum var cerasiforme
ECU376 Parroquia El Rosario Loja Ecuador | 034749S [ 0793679W 850
ECU415 | Quebradada Sto Tomas. El Oro Ecuador | 032009S | 0794182W 150
ECUS16 carretera Olmos-Jaen Lambayeque Pert 0559428 | 0794303W 230
GLP5 Puerto Ayora. Galapagos | Ecuador | 004318S | 0901935W 100
GLP6 Puerto Ayora. Galapagos | Ecuador | 004315S | 0901937W 100
GLP7 Puerto Ayora. Galapagos | Ecuador | 0041415 | 0901926W 200
GLPY Puerto Ayora. Galapagos | Ecuador | 004131S | 0902024W 200

LA1236 | Tinelandia, Sto Domingo Pichincha | Ecuador | 0007--N [ 07848--W 900
LA1245 | 2 km oeste de Santa Rosa El Oro Ecuador | 0327--S | 07957--W 100

LA1261 Babahoyo Los Rios Ecuador [ 0147--S | 07931--W 10
PE65 Umashbamba, Urubamba Cuzco Pert 1304--S | 07227--W 1700
PE66 Chilca Ccasa Cuzco Pera 1336--S | 07219--W 1900
PE67 | Pacchac-chico(Urumbaca) Cuzco Pera 1318--S | 07207--W 1000
PE68 | Pacchac-chico(Urumbaca) Cuzco Pera 1318--S | 07207--W 1000
PE69 | Tornillochayoc(Urubamba) Cuzco Pera 1318--S | 07207--W 1000
PE70 | Tornillochayoc(Urubamba) Cuzco Pera 1318--S | 07207--W 1000
PE71 Calzada(Urubamba) Cuzco Pert 1318--S | 07207--W 900
PE72 | Chontachayoc(Urubamba) Cuzco Pert 1318--S | 07207--W 950
PE75 Huayopata(Urubamba) Cuzco Perti 1318--S | 07207--W 1400
PE77 Sicre(Urubamba) Cuzco Pertl 1318--S | 07207--W 1650
PE78 Huayopata(Urubamba) Cuzco Pert 1318--S | 07207--W 1650

L. esculentum /L. esculentum var cerasiforme

CNPHS80 - - Brasil - - -
CNPHS1 - - Brasil - - -
ECUS81 Timbara Zamora Ecuador | 0401--S | 07833--W 975
ECU96 Yantzara Loja Ecuador - - -
ECU457 Namirez Zamora Ecuador [ 0404--S | 07857--W -
GLP22 Santa Cruz Galapagos | Ecuador | 004006S | 0901618W 400
GLP26 Santa Cruz Galapagos | Ecuador | 003140S | 0901921W 360
GLP73 | Puerto Ayora.Santa Cruz Galapagos | Ecuador | 0045--S | 09010--W -
LA1329 Yaca (Yacahuailla) Apurimac Perti 1417--S | 07212--W 2100
LA1388 San Ramon Junin Pertl 1107--N | 07519--W 700
LA1312 Paisanato Cuzco Pert - - 600
MEX-8 Xcanatan Yucatin México | 21----N | 08930--W <100
PE61 Naranjillo(Huallaga) Huanuco Pert 0913--S | 07559--W 630
PEG2 Santa Lucta Huanuco | Perd | 0913--S | 07550-W | 630
Tulumaio(Huallaga)

PEG63 Molinopata(Pachachaca) Apurimac Perti 1556--S | 07137--W 2400
PE64 Bellavista(Pachachaca) Apurimac Perti 1556--S | 07137--W 2300

Tabla 4.2 Procedencia de las formas intermedias entre las especies del subgénero
Eulycopersicon.

Ejemplos de lo anteriormente comentado son las entradas de la Tabla 4.2. En ambos
casos, el tamafio de los frutos y ciertos caracteres vegetativos son los que causan esta
desviacion. Estudiaremos este hecho con detalle cuando consideremos los analisis para

cada una de las especies.
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Respecto a la segunda componente se observa una gran dispersion de las entradas de
L. pimpinellifolium. Eso es debido a la gran variacion existente en el numero de flores
por inflorescencia, caracter correlacionado con la segunda componente principal.

Observando la representacion de las entradas en el andlisis de componentes
principales, se aprecia el desplazamiento de las entradas VL61 y MEX14 hacia la parte
inferior, muy separada del resto de las entradas de L. esculentum. Estas entradas son de
crecimiento determinado y semideterminado respectivamente, lo que lleva asociado una
menor altura de la planta hasta la tercera inflorescencia, menor nimero de hojas bajo la
primera inflorescencia y menor tamafio de las hojas. Estos caracteres estan altamente
correlacionados con la segunda componente principal lo que provocaria el
desplazamiento anteriormente comentado (Figura 4.2).

La existencia de un continuo en el conjunto de entradas estudiadas podria explicarse
asumiendo que el proceso completo de especiacion simpatrica a partir de un ancestro
comun no habria finalizado en el momento actual, existiendo formas extremas que han
sido consideradas especies distintas (L. pimpinellifolium y L. esculentum). Ademas, la
conservacion de estas formas intermedias se veria favorecida por la existencia de
cruzabilidad entre todas las especies incluidas en el subgénero Eulycopersicon (Stevens
y Rick, 1986), asi como por la coexistencia en los mismos hébitats y la evidencia de
ciertos porcentajes de alogamia en el tomate en su zona de origen (Rick, 1958). Todo
ello habria posibilitado la existencia de cruzamientos entre ellas, favoreciendo la
permanencia de formas que no se adaptan estrictamente a los caracteres definidos para

cada especie.

Correlaciones entre caracteres.

La caracterizacion morfolégica se realizd determinando una gran cantidad de
caracteres cuantitativos y cualitativos, desconociendo las posibles correlaciones entre
los cuantitativos. La existencia de tales correlaciones podria originar grupos de
caracteres altamente correlacionados, los cuales a su vez podrian influir sobre las
correlaciones entre caracteres incluidos en estos grupos y otros independientes. Una
forma de determinar las relaciones entre los caracteres evaluados es la realizacion de un
analisis cluster R que permita visualizar las agrupaciones entre ellos. El dendrograma
efectuado con la totalidad de los caracteres evaluados ha permitido establecer dos

grupos, uno de ellos formado por los caracteres vegetativos y el otro por los caracteres
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de flor y fruto (Figura 4.3). Estas agrupaciones se corresponden con las establecidas en

la Figura 4.1.
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Figura 4.3. Agrupacion de los caracteres segun el analisis cluster R efectuado con el
conjunto de entradas del ensayo 2000-01, utilizando las distancias euclideas y el método
de agrupamiento UPGMA.

Alternativamente  pueden establecerse grupos de caracteres altamente
correlacionados a partir de la matriz de correlaciones del analisis ACP. De esta forma,
se ha realizado el grafico de la (Figura 4.4), en el que los dos grandes grupos del cluster
se han subdivididos en otros de caracteres mas estrechamente correlacionados. Asi,
destacan dos grupos formados por caracteres florales (grupos I y II), otro que incluye
los caracteres relativos al fruto (grupo III) y otros dos relacionados con caracteres
vegetativos (grupos IV y V), mientras que los otros siete caracteres aparecen
incorrelacionados entre si. El valor de las correlaciones parciales obtenidas entre los
caracteres estudiados corrobord la existencia de la elevada asociacion entre los

caracteres incluidos en cada grupo (Tabla 4.3).
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Figura 4.4. Grupos de caracteres establecidos segtn las correlaciones entre ellos. Los
caracteres seleccionados aparecen enmarcados en negrita. Los numeros situados junto a
cada flecha indican los valores de las correlaciones.
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Tabla 4.3. Correlaciones parciales entre caracteres cuantitativos evaluados en el ensayo

2000-01.

El hecho de hacer intervenir todos los caracteres en los analisis anteriores podria
estar dando mayor peso a los grupos de caracteres estrechamente correlacionados que
hemos identificado, repercutiendo sobre las agrupaciones finales de las entradas
estudiadas.

Para contrastar esta hipotesis se realizé un nuevo analisis tomando los 7 caracteres
no correlacionados y un solo representante de cada uno de los grupos establecidos
(enmarcados en negrita en la Figura 4.4).

En este analisis la primera componente principal explicd un 53% de la variacion, un

13% la segunda y un 10% la tercera, acumulando entre las tres un 77% del total.
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Figura 4.5. Representacion de las entradas frente a las componentes principales 1 y 2 en
el analisis realizado con los caracteres seleccionados. Las entradas de color rojo son las
que pertenecen a la especie Lycopersicon esculentum, las verdes a Lycopersicon
esculentum var. cerasiforme 'y las azules a Lycopersicon pimpinellifolium.

En la representacion segiin la primera y segunda componentes se observa que el
conjunto de entradas se sitlan mdas cercanas al centro del grafico, lo que estaria
sugiriendo una mayor similitud entre todas ellas. Esto seria consecuencia de dar menor
peso en el andlisis a caracteres altamente discriminantes entre especies, como los
relacionados con el peso y tamaifio del fruto, estructuras florales o ciertos caracteres
vegetativos. La distribucion relativa de las entradas permanece, sin embargo, bastante
constante. Asi, las entradas MEX 13 y MEX 18 ocupan posiciones extremas en ambas
representaciones. Es de destacar, sin embargo, el caso de las entradas MEX 14 y VL61,
que en la representacion sobre las dos primeras componentes principales en el analisis
efectuado con todas las entradas, se situaban en el borde inferior de la figura. Como se
comentd anteriormente estas entradas son de crecimiento determinado y
semideterminado respectivamente, provocando una menor altura de la planta hasta el
tercer racimo, numero de hojas bajo la primera inflorescencia y otros caracteres

vegetativos de las hojas. Precisamente entre estos caracteres se han detectado elevadas

61



Resultados y Discusién

correlaciones (grupos IV y V, Figura 4.4). Al disminuir el peso de estos caracteres en el
analisis efectuado, eligiendo solo un representante de cada grupo, la localizacion de las
entradas se corrige, agrupandose mucho mas cercanas a las de su especie (Figura 4.4).
En casos como éstos, el hecho de eliminar caracteres altamente correlacionados tendria
una repercusion clara en las conclusiones obtenidas.

En términos generales, las escasas variaciones obtenidas en la representacion de las
entradas con ambos analisis, tiene una consecuencia practica de interés: para realizar un
analisis filogenético en un conjunto de entradas de las especies incluidas en este trabajo,
no es necesario realizar una caracterizacion tan exhaustiva como la que se ha llevado a
cabo, sino que bastaria con tomar los caracteres seleccionados, evitando Ila
determinacion de otros altamente correlacionados que aportan escasa informacion

complementaria.

Analisis Cluster: Andalisis Q

El analisis cluster efectuado (Figura 4.6) separa dos grupos muy diferenciados, uno
compuesto por las entradas de L. esculentum y el otro por las de L. esculentum var.
cerasiforme y L. pimpinellifolium a unas distancias de 1,43 y 1,46 respectivamente. En
este ultimo grupo las entradas de L. esculentum var. cerasiforme se sitian mas cercanas
de las de L. esculentum, mientras que las de L. pimpinellifolium quedan mas alejadas.
Sin embargo esta separacion no es total, quedando la mayor parte de entradas de

cerasiforme procedentes de Ecuador mezcladas con las de L. pimpinellifolium.
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Figura 4.6. Representacion de las entradas en el dendrograma realizado con todos los
caracteres del ensayo 2000-01, utilizando las distancias euclideas y el método de
agrupamiento UPGMA. Las entradas de color rojo pertenecen a la especie Lycopersicon
esculentum, las verdes a Lycopersicon esculentum var. cerasiforme y las azules a
Lycopersicon pimpinellifolium.
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En esta representacion, se aprecia que las entradas VL61 y MEX14, se separan del
resto de las entradas pertenecientes a la especie L. esculentum, como ya habiamos
observado en la representacion de la componentes principales (Figura 4.1).

En el dendrograma de la Figura 4.7, se observa la representacion de las entradas con
los caracteres seleccionados. Comparando las Figuras 4.6 y 4.7, se observa que en esta
ultima se pueden establecer un mayor nimero de grupos, muchos de ellos formados por
una o muy pocas entradas y siempre de L. esculentum. Precisamente, esta especie es la
que presenta mayor variabilidad, tanto para caracteres vegetativos (Figura 4.20,
Apartado 4.1.2.3) como de flor y fruto. Asi, dos entradas pueden ser similares para un
caracter, por ejemplo longitud de la hoja mientras que pueden no serlo para otros
altamente correlacionados. Concluimos que, en estos casos, es corriente considerar un
mayor numero de caracteres para su caracterizacion, mientras que en el caso de otras
especies con menor variabilidad, un menor niimero de caracteres seria suficiente para

tener una buena caracterizacion de las mismas.
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Figura 4.7. Representacion de las entradas del ensayo 2000-01. Dendrograma realizado
con los caracteres seleccionados a partir de la Figura 4.4, utilizando distancias euclideas
y el método de agrupamiento UPGMA. Las entradas de color rojo pertenecen a la
especie Lycopersicon esculentum, las verdes a Lycopersicon esculentum var.
cerasiforme y las azules a Lycopersicon pimpinellifolium.
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Variabilidad entre y dentro de especie

Caracteres vegetativos

En general los caracteres -cualitativos estudiados presentaron una elevada
variabilidad entre las entradas en cada una de las especies estudiadas. Es el caso de la
densidad del follaje, la posicion de la hoja, la presencia de estipulas y el color
antocidnico de las nerviaduras. Las distintas opciones para cada caracter estuvieron
presentes en las tres especies. Para otros caracteres, determinadas opciones aparecieron
solo en una especie, siendo éstos de utilidad para diferenciarlas.

Los caracteres que se comentan a continuacion fueron mucho mas frecuentes en
alguna de las especies, pero aparecieron también en algunas entradas de las otras
estudiadas. Asi la densidad y longitud de la pubescencia del tallo fue escasa y corta el L.
pimpinellifolium, presentando unas caracteristicas intermedias en L. esculentum y L.
esculentum var. cerasiforme. Ello es debido a la presencia del gen H, propio de L.
pimpinellifolium, que determina la ausencia de tricomas largos (Rick y Butler, 1956).
También el color verde claro de los foliolos fue mucho mas frecuente en esta especie.

Las caracteristicas exclusivas de una especie fueron las siguientes: color antocianico
del tallo, tipo de hoja "pimpinellifolium" y borde entero de los foliolos, presentes solo en
L. pimpinellifolium, pero no en todas las entradas. De hecho, algunas de ellas
presentaron hojas tipo estdndar con bordes algo aserrados u ondulados. Estas entradas
fueron aquellas catalogadas como intermedias (Tabla 4.2) y han sido ya comentadas en

el anélisis conjunto de todas las entradas.

Por ultimo una caracteristica que solo estuvo presente en L. esculentum fue el tipo

de crecimiento determinado.
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Figura 4.8. Histogramas de frecuencia de los caracteres cualitativos vegetativos para el
ensayo 2000-01. C: L. esculentum var. cerasiforme, E: L. esculentum 'y P: L.
pimpinellifolium.

Caracteres de flor e inflorescencia

No se encontraron diferencias para la presencia de bracteas y pétalos soldados entre
las especies consideradas. Sin embargo, la posicion del estilo si que permiti6 distinguir
a la especie L. pimpinellifolium de las demés. Las entradas de L. pimpinellifolium

generalmente presentaron estilo ligeramente proyectado o muy proyectado, dada la
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alogamia de esta especie. La mayor parte de las entradas de L. esculentum tuvieron el
estilo inserto (especie tipicamente autégama), mientras que L. esculentum var.
cerasiforme presentd entradas con diferencias notables en la proyeccion del estilo, como
corresponde a la existencia de poblaciones citadas en las que el porcentaje de
polinizacion cruzada o autogamia es muy diferente.

La presencia de inflorescencias multiparas y sépalos soldados fueron caracteristicas
de L. esculentum, apareciendo en muy pocas entradas de L. pimpinellifolium o de la var.

cerasiforme.

El caracter inflorescencia acabada en hoja, aunque se observd en las tres especies, fue

mas abundante en L. pimpinellifolium.
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Figura 4.9. Histogramas de frecuencia de los caracteres cualitativos de flor e

inflorescencia del ensayo 2000-01. C: L. esculentum var. cerasiforme, E: L. esculentum
y P: L. pimpinellifolium.

Caracteres de fruto

La forma del fruto, siempre redondeada y muy uniforme, permitié diferenciar a L.

pimpinellifolium del resto de las especies. En la homogeneidad de la forma se refleja la
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condicion silvestre de esta especie, en la que la caracteristica asociada a la
domesticacion, como la elevada variabilidad para formas del fruto, no es evidente.

El resto de los caracteres, por el contrario, separd claramente a L. esculentum,
siendo similares en L. pimpinellifolium y en la var. cerasiforme. L. esculetum presentd
mayor variacion tanto en el color del fruto maduro como en el de la carne del
pericarpio (frutos rosados o anaranjados en algunas entradas). También se encontraron
entradas con la piel del fruto maduro incolora (en los frutos rosados).

La forma del corte transversal del fruto, de la cicatriz del pistilo y del terminal de la
floracion son muy variables en la especie cultivada, como corresponde a la diversidad
de formas existente. El acostillado del fruto, que deberia estar ausente en los frutos de L.
pimpinellifolium y en la var. cerasiforme, aparecen, sin embargo, en algunas entradas,
aquellas que fueron consideradas como formas intermedias entre distintas especies,

detectadas ya en los analisis de datos cuantitativos (Figura 4.10).

Forma del fruto Color del fruto verde
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Figura 4.10. Histogramas de frecuencia de los caracteres cualitativos de fruto del

ensayo 2000-01. C: L. esculentum var. cerasiforme, E: L. esculentum 'y P: L.
pimpinellifolium.
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Necesidad de revision de los actuales descriptores de tomate.

Segun los resultados expuestos, hemos podido comprobar que no todos los
caracteres propios de una especie determinada estdn incluidos en el actual descriptor
para el tomate publicado por el IPGRI. Asi, la presencia de antocianina en el tallo se
considera so6lo en estado de plantula, mientras que no aparece en la planta adulta. Lo
mismo ocurre con la longitud de la pubescencia del tallo. En este caso sélo la densidad
de la pubescencia aparece como un caracter a determinar. Sin embrago, la presencia de
antocianina en el tallo es propia de L. pimpinellifolium y no aparecen en la otra especie
incluida en nuestro ensayo. Esto mismo podria hacerse extensivo a las otras especies
incluidas en el género Lycopersicon. De hecho, la ausencia de tricomas largos se da en
otras especies como L. cheesmannii o L. chilense. El numero de flores por
inflorescencia, mucho mayor en L. pimpinellifolium, es otro ejemplo de esta situacion.
Lo mismo podria ocurrir con caracteres especificos de otras especies no incluidas en
este trabajo. Seria pues necesario, a pesar de la reciente revision realizada en los
descriptores para tomate, plantear la inclusiéon de mas caracteres capaces de distinguir
entre las nueve especies incluidas en el género o realizar un nuevo descriptor especifico
para especies silvestres del género Lycopersicon.

El estudio realizado permite ademés determinar los caracteres mds importantes e
incorrelacionados entre si, para ser considerados en futuras caracterizaciones de
entradas pertenecientes a estas especies, eliminando caracteres correlacionados que no

aportan nueva informacion.

Caracteres cuantitativos diferenciales entre especies.

Con los caracteres cuantitativos medidos se efectuaron andlisis de la varianza y
posteriormente la prueba de Newman-Keuls para determinar cudles de ellos diferian

significativamente entre las especies estudiadas, siendo por tanto de valor taxonémico.

Caracteres vegetativos.

Gran parte de los caracteres vegetativos medidos permitieron diferenciar las tres
especies entre si. Es el caso de las longitudes y anchuras de las hojas y foliolos y
también del grosor del tallo. En todos los casos, los valores mas bajos correspondieron a
L. pimpinelifollium y los mayores a L. esculentum, ocupando la var. cerasiforme
posiciones intermedias (Tabla 4.4). La altura de la planta hasta la tercera inflorescencia
y el nimero de racimos de la guia principal, s6lo diferenciaron a L. esculetum de las

demads, mientras que el nimero de hojas entre racimos y la precocidad, medida como el
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numero de dias entre el transplante y la apertura de la primera flor, fueron constantes en

las tres especies.

Caracteres de flor e inflorescencia

El numero de flores de la segunda inflorescencia presentd diferencias entre la
especie L. pimpinellifolium y L. esculentum, ya que una caracteristica tipica de L.
pimpinellifolium es precisamente el poseer unas inflorescencias muy largas.

De los caracteres de flor, s6lo la longitud de los sépalos y la anchura del cono
estaminal separaron con claridad las tres especies, presentando L. pimpinellifolium
siempre los valores mas bajos. Sin embargo, para el resto de caracteres, la var.
cerasiforme resulté mas similar a L. pimpinellifolium, siendo caracteristico inicamente
del tomate cultivado la existencia de flores con mas de cinco pétalos, sépalos y

estambres, asi como unos organos florales de mayor tamaiio.

Caracteres de fruto

Todos los caracteres de fruto medidos (longitud y anchura del fruto, longitud del
pedicelo 1 y 2) permitieron diferenciar las tres especies a excepcion del peso del fruto,
que solo fue significativamente diferente en L. esculentum. Este resultado es logico, ya
que precisamente el tamano del fruto es una de las claves utilizadas para la clasificacion
de estas especies. Sin embargo, el hecho de que el peso del fruto no presente diferencias
significativas entre L. pimpinellifolium y la variedad cerasiforme, cuestiona la validez
de estos caracteres como discriminantes exclusivos entre especies siendo necesario

establecer la clasificacion sobre la observacion conjunta de varios caracteres.
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L. esculentum var.
L. pimpinellifolium L.esculentum
Caracteres cerasiforme

media | desviacion | media | desviacion | media | desviacion

Altura hasta el tercer racimo 78,91a 18 79,25 a 20,7 97,83b 20.8
Numero de hojas bajo la primera

inflorescencia 9,8a 2,57 10,13 a 2,82 11,38b 2,27
Longitud de la hoja 36,6 a 7,34 41,66 b 9,08 44,88 c 9,83
Anchura de la hoja 30,94a 7,47 35b 8,89 40,32 ¢ 9
Longitud del foliolo 15,94a 4,07 18,09b 4,64 21,55¢ 5,21
Anchura del foliolo 7,27 a 1,12 7,79 b 2,14 9,09 ¢ 2,66
Grosor del tallo 1,01 a 0,31 1,2b 0,27 1,33 ¢ 0,29

Numero de dias transcurridos hasta la
39,68a 11,64 37,8 a 17,22 36,97 a 10,37

primera flor abierta.

Numero de racimos en la guia principal 8,87 a 2,17 8,54 a 1,97 6,2b 1,91
Numero de hojas entre racimos 3a 0 298 a 0,15 3a 0
Numero de flores segunda inflorescencia. | 12,25 a 8,01 7,5b 3,32 8,16 b 5,62
Ntmero de pétalos 5,02a 0,21 5,17a 0,4 6,22b 1,1
Longitud de pétalos 5,02a 0,15 5,12 a 0,35 6,13b 1,05
Anchura de pétalos 12,2a 2,24 11,64 a 8,22 14,53 b 2,62
Numero de sépalos 552a 14 525a 1,2 6,29b 1,09
Longitud de sépalos 5,96 a 1,74 8,65b 2,57 15,66 ¢ 3,85
Anchura de sépalos 1,57 a 0,69 1,88 a 0,42 2,29b 2,13
Longitud estambre 722 a 1,44 7,11 a 1,16 8,83 b 1,13
Anchura cono estaminal 191a 0,41 2,28 b 0,36 2,99 ¢ 0,59
Numero de estambres 5,02a 0,14 5,19a 0,49 6,33 b 1,14
Longitud fruto 12,22 a 4,87 16,53 b 6,27 3249¢ 7,05
Peso fruto 2,85a 5,46 6,01 a 3,49 50,15b 5,8
Anchura fruto 13,72 a 8,88 18,8b 7,38 43¢ 12,54
Longitud del pedicelo 1 6,39 a 1,53 6,94 b 3,37 10,51 ¢ 5,22
Longitud del pedicelo 2 11,41a 4,17 10,52 b 3,36 12,6 ¢ 3,73

Tabla 4.4. Prueba de Newman-Keuls, para determinar los caracteres discriminantes
exclusivos entre especies. Campafia 2000-01. Las medias seguidas de letras distintas
difieren significativamente.

Estabilidad de los caracteres cuantitativos y eleccion de los caracteres diferenciales

entre especies.
La validez de los caracteres identificados como discriminantes entre especies se

comprobd mediante la realizacion de un ANOVA para determinar las interacciones

Entrada x Afio (Apartado 4.1.1, Tabla 4.1).
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Los caracteres vegetativos, varios de los cuales resultaban utiles en la diferenciacion
entre especies (longitudes y anchuras de las hojas y foliolos y grosor del tallo),
presentaron en las dos especies estudiadas interacciones Entrada x Afo altamente
significativas, cuestionando su validez como caracteres especificos de una especie, ya
que para una misma entrada se obtienen valores diferentes segin el ano. Lo mismo
ocurre con la mayoria de caracteres relacionados con el tamafio (anchura y longitud) de

los 6rganos florales.

Los caracteres que se mostraron mas consistentes, no existiendo diferencias
significativas entre afios para las diferentes entradas estudiadas fueron los relativos al
fruto (longitud, anchura y peso del fruto), el nimero de flores de la segunda
inflorescencia y el nimero de pétalos.

Estos resultados tiene claras implicaciones para las labores de caracterizacion y
evaluacion de las entradas mantenidas en los Bancos de Germoplasma, en el sentido de
que los datos de una unica caracterizacion tiene s6lo una validez parcial, no repetible en
muchos casos en otras condiciones de cultivo y deben siempre ir acompanados de los
maximos datos posibles relativos a las condiciones en las que se realizod el ensayo:
localidad, época de cultivo, practicas culturales, datos climatologicos, incidencia de
estreses biodticos o abioticos, tipo de suelo, abonado, etc.

Por otro lado, los caracteres que muestran una consistencia mayor en los dos afos,
no detectdndose interacciones Entrada x Afio son los mas apropiados para su uso como
discriminantes entre especies: longitud, anchura y peso del fruto, nimero de flores de la

segunda inflorescencia y nimero de pétalos.
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Figura 4.11. Ficha de algunos de los caracteres cuantitativos y cualitativos

diferenciales entre especie.

Teniendo en cuenta lo anterior, se ha realizado una ficha que incluye los principales
caracteres cuantitativos y cualitativos estables en distintos ambientes o tipos de cultivo.

Esta ficha puede ser de utilidad como guia para realizar una descripcion rapida de
una especie determinada en expediciones de colectas, donde las plantas se desarrollan
en condiciones muchas veces restrictivas debido a estrés abidtico, como la sequia, que

dificulta en gran medida el reconocimiento de la especie a la que pertenece.

Anadlisis conjunto con caracteres cuantitativos y cualitativos

Con el conjunto de datos de la caracterizacion morfolégica (cuantitativos y
cualitativos) se realizd un analisis cluster, cuya representacion aparece en la Figura
4.12. Se observan dos grupos principales. El primero de ellos (Grupo I), subdividido en
dos, estaria constituido por la mayor parte de entradas de L. esculentum, incluyendo las
de México y Espafia, y también algunas entradas consideradas como intermedias entre
L. esculetum y la variedad cerasiforme. El grupo (II) se subdivide en dos subgrupos. El
II-1 engloba la mayor parte de las entradas, incluyendo las de cerasiforme y L.
pimpinellifolium, éstas ultimas situadas en uno de los extremos. Incluye también la
mayor parte de formas intermedias entre las especies en estudio. A pesar de que en este
grupo podrian realizarse algunas subagrupaciones, como las entradas procedentes de
Galapagos o las de L. esculentum var. cerasiforme, dependiendo de su origen (Ecuador
y México), el hecho més destacable es precisamente la formacion de este continuo sin
separacion clara entre la variedad cerasiforme y L. pimpinellifolium. Por ultimo, el
subgrupo II-2 esta constituido unicamente por las entradas LA 1236, LA 1245 y LA
1261 que, por las caracteristicas atipicas de sus frutos se mantienen separadas en estos
analisis, al igual que en los ensayos realizados para la especie L. pimpinellifolium (ver

Apartados 4.1.2.4y 4.1.3).
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Discusion sobre la caracterizacion morfologica del ensayo 2000-01.

La caracterizacion morfologica del conjunto de entradas pertenecientes a las
especies L. esculentum, L. esculentum var. cerasiforme y L. pimpinellifolium ha
permitido constatar la existencia de una gradacion continua entre las especies
consideradas en este trabajo, coincidiendo con los estudios realizados por Rick (1958,
1976). Esto queda reflejado de forma clara en la representacion de las entradas en el
analisis de componentes principales (Figura 4.2), en la que aparece una nube Unica
compuesta por todas las entradas. También se refleja en el dendrograma conjunto con
datos cuantitativos y cualitativos (Figura 4.12).

Nesbitt y Tanskley (2002), basandose en un estudio sobre evolucion de los alelos
fw2.2 implicados en el control del tamafo del fruto del tomate, han estimado que el
género Lycopersicon comenz6 su divergencia hace mas de siete millones de afios y que
L. esculentum y sus mas cercanos parientes, L. pimpinellifolium y L. chesmanii,
divergieron de un ancestro comuin hace un millon de afos aproximadamente. La
situacion actual, en la que se observa un continuo y no una separacion clara entre L.
pimpinellifolium y L. esculentum podria ser consecuencia de que el proceso de
especiacion simpatrica o parapatrica seguiria produciéndose en la actualidad, no
habiendo finalizado todavia una separacion entre ambas espacies. Ambos tipos de
especiacion ocurren sin una separacion geografica completa de las poblaciones, como
ocurre con las especies en estudio (Soler, 2002). En este caso, el cambio en el sistema
reproductivo, con una autogamia mucho mas marcada en el caso de L. esculentum
podria haber contribuido al fenémeno de especiacion incluso coexistendo en el mismo
lugar.

Esta situacion se veria ademds alimentada por la alogamia observada en L.
esculentum en su lugar de origen. En efecto, a diferencia de lo que ocurre en areas
alejadas del centro de origen del género Lycopersicon, donde el tomate cultivado se
comporta casi exclusivamente como un cultivo autégamo, en gran parte de su centro de
origen primario y zonas proximas, existe una elevada tasa de polinizacidon cruzada
(Rick, 1958), en torno al 25.7% en Calana y 14.8% en Tacna (sur de Pert). Ello ha
originado un flujo de genes entre el tomate y las especies del género Lycopersicon con
las que no existen problemas de cruzabilidad y pueden darse cruzamientos de forma
natural. Prueba de ello es la presencia de caracteres tipicos de L. pimpinellifolium como
la ausencia de tricomas largos, codificada por el gen H o un tipo de malformacion de las

hojas tipica de L. pimpinellifolium que se producen bajo ciertas condiciones térmicas
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(gen cm “‘curly mottled”), en muchas entradas de L. esculetum colectadas en lugares
donde coexisten ambas especies. Dada la absoluta intercruzabilidad entre ambas
especies y la existencia de hibridaciones naturales en numerosas areas, Rick (1958) ha
llegado a sugerir que ambas especies no deberian considerarse como tales y seria mas
adecuado considerar a L. pimpinellifolium como una variedad del tomate cultivado, al
igual que L. esculetum var. cerasiforme.

Por su parte, L. esculentum var. cerasiforme representa una mezcla de alelos de L.
esculentum y L. pimpinellifolium. Se han encontrado alelos de L. pimpinellifolium en
entradas de cerasiforme incluso en areas en las que no coexisten ambas especies.

Sin embargo, es necesario sefialar que a pesar de estas evidencias, L. esculentum
var. cesariforme 'y L. pimpinellifolium poseen gran cantidad de caracteristicas propias
no compartidas con el tomate cultivado. Una muestra de ello son los numerosos genes
de interés para la mejora identificados en estas especies. Asi, en la variedad cerasiforme
se conocen entradas especialmente adaptadas a terrenos humedos (Taylor, 1986), y
otras resistentes a un elevado nlimero de estrese bioticos (hongos, bacterias y diferentes
plagas). L. pimpinellifolium ha sido una de las especies mas utilizadas para la mejora del
tomate, tanto en lo referente a caracteres de calidad interna de los frutos, como sobre
todo a genes de resistencia a diferentes patdgenos. Muchos de los genes de resistencia
introducidos hoy en cultivares comerciales de tomate proceden de esta especie (genes de
resistencia Cf-2, Cf-5, Cf-6 y Cf-9 a Cladosporium fulvum, Laterrot, 1989; gen de
resistencia I-2 a Fusarium oxysporum, Bohn y Tucker, 1940; gen de resistencia Ph-2 a
Phytophtora infestans Gallegly y Marcel, 1955; genes de resistencia Sm y Ve a
Stemphyllium spp. y Verticillium dahliae respectivamente, Laterrot, 1989).

La caracterizacion morfoldgica ha permitido ademas, la identificacion de caracteres
propios de cada especie, tanto cualitativos como cuantitativos, que pueden ser de
utilidad para la clasificacion de entradas de estas especies en futuras recolecciones de
germoplasma. Asi mismo el extenso niimero de caracteres evaluados ha servido para
eliminar de futuras caracterizaciones aquellos caracteres que presentan elevadas
correlaciones con otros, permitiendo hacer una eleccion de caracteres no

correlacionados entre si.
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4.1.2.2. L. esculentum var. cerasiforme

Agrupacion de las entradas segun el ACP

En esta especie las tres primeras componentes principales explicaron un 25,77 %, un
14,73 % y un 10,15 %, respectivamente, de la varianza total observada, suponiendo en
conjunto un 50,65 % del total.

Los caracteres mas correlacionados con la primera componente principal son los de
longitud del pedicelo 2, anchura, longitud y peso del fruto y la longitud de los pétalos,
con la segunda, los caracteres vegetativos de anchura de la hoja, anchura del foliolo y
longitud del foliolo y respecto a la tercera componente el cardcter que explica la mayor

parte de la variacion es el nimero de hojas bajo la 1* inflorescencia (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Representacion de los coeficientes de los caracteres en los vectores propios
que definen las dos primeras componentes principales. Entradas de L. esculentum var.
cerasiforme ensayo 2000-01. En verde, se representan los caracteres vegetativos, en
amarillo los de flor e inflorescencia y en rojo los de fruto.

Al proyectar las entradas sobre las dos primeras componentes se observa claramente
una separacion de las mismas en funcion de su origen (Figura 4.14). Asi, las
procedentes de México quedan separadas del resto y se agrupan proximas al eje

izquierdo de la primera componente. Estas entradas son las de fruto mas pequefio y
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redondeados, entre 1,19 y 3,3 g. Proximas a éstas se sitian las de Ecuador, en general de

mayor tamafio, oscilando su peso medio entre 1,73 y 8 g y compartiendo la

caracteristica de fruto arrifonada. A la derecha sobre el primer eje se encuentran otras

entradas de distintos origenes y que tiene en comun el poseer frutos que no responden a

los tipicos de esta variedad (Figura 4.15).
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Figura 4.14. Representacion de las entradas de L. esculentum var. cerasiforme, del
ensayo 2000-01, respecto a las componentes principales 1 y 2. En verde se representan
las entradas procedentes de México, en azul las de Ecuador, en naranja las de Peru, en
rosa las de Galdpagos y en rojo las de Brasil.
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/2

Figura 4.15. Frutos de L. esculentum var. cerasiforme. De izquierda a derecha y de
arriba a bajo. A, B, C, D y E entrada con frutos atipicos y F frutos tipicos (MEX72).

En cuanto a la segunda componente no aparece ninguna agrupacion clara, debido a
la elevada variabilidad para los caracteres vegetativos que presenta el conjunto de

entradas estudiadas, y que son los mas correlacionados con la segunda componente.

Agrupacion de las entradas segun el andlisis cluster: Andlisis O

La agrupacion de las entradas observada en el anélisis de componentes principales
es consistente con la que se obtiene en el analisis cluster (Figura 4.16). Se observan de
nuevo los tres grupos vistos anteriormente: las entradas procedentes de México por una
parte (subcluster I), la mayoria de las entradas de Ecuador junto con la LA 1388 y PE
63 (subcluster II) y otro grupo en el que se incluyen entradas de distintos origenes: 3 de
Galapagos (GLP), 2 entradas de Brasil (CNPH 80 y CNPHS2), LA 1312, LA1329 y
PE-64 procedentes de Pertt y ECU 78, ECU 96 y ECU 81 de Ecuador (subcluster III)
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consideradas todas ellas como formas intermedias (Tabla 4.2). Como puede verse en la
(Figura 4.15), todas ellas presentan frutos que distan mucho de ser los tipicos de la
variedad cerasiforme.

Sin pertenecer a ninguno de estos grupos tenemos las entradas CNPH81 y MEX
120, que también en la anterior proyeccion bidimensional aparecian totalmente
separadas del resto de las entradas y también entre si. Caracteres propios de estas
entradas que posiblemente sean los responsables de esta separacion son unas hojas muy

pequenas en el caso de MEX 120 y el fruto multilocular de CNPHS&1.

El andlisis cluster realizado con los caracteres cualitativos produjo una agrupacion

similar, separando claramente las entradas segun su origen.
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Figura 4.16. Dendrograma de las entradas de var. cerasiforme obtenido a partir de los
datos cuantitativos, utilizando las distancias euclideas y el método de analisis UPGMA.
En color verde se representan las entradas procedentes de México, en rojo las de Brasil,
en naranja las de Peru, en rosa las de Galapagos y en azul las de Ecuador. Con un
asterisco se sefialan las formas intermedias entre L. esculentum y L. esculentum var
cerasiforme.
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Discusion.

En el conjunto de entradas incluidas en este estudio se evidencia una diferencia en
caracteristicas morfologicas entre entradas de distinta procedencia. Asi, las entradas de
México y Ecuador forman dos grupos claramente diferenciados en los andlisis
efectuados, tanto en el andlisis cluster como en el de componentes principales. Estas
diferencias entre procedencias, asi como la similitud entre entradas de las mismas
regiones fue detectada ya por Rick y Holle (1990) en un estudio en el que se incluian
entradas de Colombia, Ecuador, Peri y Bolivia. En nuestro caso las entradas
procedentes de México son las que mas se asemejan a las caracteristicas propias de la
variedad cerasiforme, habiendo mayor uniformidad entre ellas, mientras que las de
Ecuador muestran en muchas ocasiones formas arrifionadas o que exceden el tamafo de
cerasiforme, siendo mas variables entre si. Estos resultados se ven apoyados por Rick y
Fobes (1975) y Rick y Holle (1990) que encontraron una considerable variacion
alozimica entre genotipos de L. esculentum var. cerasiforme colectados en la costa de
Perti y Ecuador, donde s6lo el 30% de los cultivares se asemejaban al tipo estandar,
mientras que en otras zonas la variacion alozimica era mucho menor.

El conocimiento de las diferencias de variabilidad propias de cada regién puede
servir para determinar la estrategia de recoleccion mas adecuada. Asi, cuando no se
tiene conocimiento de la distribucion de la variabilidad en una especie, Brown (1978) ha
sugerido que una coleccion de germopalsma serd mas diversa cuantos mas origenes
hayan representados. Sin embargo, en nuestro caso, el conocimiento de la mayor
variabilidad en las entradas de cerasiforme recolectadas en Ecuador frente a las
procedentes de M¢éxico, aconsejan un mayor esfuerzo de recoleccion en Ecuador,
mientras que en el caso de México con un menor numero de entradas podria estar
representada suficientemente la variabilidad existente en este pais.

Estos resultados pueden generalizarse teniendo en cuenta las observaciones
realizadas por otros autores. Asi, se sabe que la forma silvestre del tomate cultivado es
muy diversa morfolégicamente. A esto ha contribuido la extrema adaptacion de ciertos
genotipos como malas hierbas, lo cual ha propiciado su dispersion por todas las
regiones tropicales de América, incluso hasta el Sur de Texas y Florida y también por la
mayoria de regiones tropicales del mundo. En este vasto rango de habitats el pariente
silvestre del tomate tolera una amplia diversidad de condiciones ambientales,
contribuyendo ello a aumentar su diversidad. Constituye ademds la excepcion, por su

adaptacion a terrenos humedos, cuando la situacion general en el género Lycopersicon
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es la preferencia por climas secos y suelos bien drenados. En estas circunstancias, las
recolecciones de germoplasma de esta especie deberian incluir todos los origenes
posibles, por otro lado, los datos disponibles de variabilidad morfologica, isozimica y
molecular aconsejan realizar recolecciones mas exhaustivas en lugares como Ecuador y
Pert, donde la variabilidad es mucho mayor. Los lugares muy alejados de su centro de
origen son de interés por las distintas caracteristicas derivadas de su adaptacion a los
distintas condiciones medioambientales, pero, dada la escasa variabilidad encontrada en
estos lugares, un pequeiio numero de recolecciones seria suficiente para recoger esta
variabilidad especifica.

Por otro lado, las entradas con caracteristicas muy alejadas de las propias de
cerasiforme, como las mostradas en la Figura 4.15, procedentes de Brasil, Peru,
Ecuador e Islas Galdpagos han sido descritas con anterioridad por Rick y Holle (1990),
quienes han sugerido su procedencia a partir de hibridaciones entre plantas de la var.
cerasiforme y cultivares de tomate introducidos en la misma region. Estos autores
indican que tras el cruce inicial, sucesivos retrocruces hacia la variedad cerasiforme,
nativa de esas zonas, originarian la introgresion de ciertos alelos responsables de
caracteres morfologicos del fruto, altamente destacables a la vista, en el fondo genético
de cerasiforme. Villand et al., (1998) apuntan igualmente, que la naturaleza simpatrica
de ambas poblaciones y su facilidad para hibridar daria como resultado una gran
similitud entre ellas y un proceso de mezcla entre esculentum y cerasiforme.
Adicionalmente, y de la misma forma que ha sido comentado en el apartado 4.1.2.1
nuestra hipotesis es que se trata de un proceso de especiacion que, en el momento actual

seguiria su curso sin encontrarse completamente finalizado.

4. 1. 2. 3. Lycopersicon esculentum

Agrupacion de las entradas segun el ACP

La primera componente explico el 26% de la variabilidad, la segunda el 14,7% y la

tercera el 12,3%, totalizando el 53% de la variabilidad observada.

Los caracteres de tamafio de la hoja y del foliolo y la anchura del fruto son los que
aparecen mas positivamente correlacionados con la primera componente principal, con
valores superiores a 0,7 en todos los casos. La segunda componente est4 correlacionada
con los caracteres de flor (nimero de pétalos, r = 0,78; nimero de sépalos, r = 0,72;

anchura de los pétalos r = -0,68) (Figura 4.17), mientras que con la tercera lo estan el
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numero de foliolos por hoja (r=0,42), nimero de racimos en la guia principal (1=0,42),
el nimero de hojas bajo la primera inflorescencia (r=0,44), longitud de la hoja (r=0,62)

y negativamente correlacionada con la longitud del fruto (r=-0,74). (Figura 4.18).
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Figura 4.17. Representacion de los coeficientes de los caracteres en los vectores propios
que definen las dos primeras componentes principales Entradas de L. esculentum,
ensayo 2000-01. En verde se representan los caracteres vegetativos, en amarillo los de
flor e inflorescencia y en rojo los de fruto.
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Figura 4.18. Representacion de los coeficientes de los caracteres en los vectores propios
que definen la primera y tercera componente principal. Entradas de L. esculentum,
ensayo 2000-01. En verde se representan los caracteres vegetativos, en amarillo los de
flor e inflorescencia y en rojo los de fruto.

La proyeccion de las entradas sobre las dos primeras componentes proporciona una
separacion de las mismas respecto a la segunda, mientras que respecto a la primera la
separacion es mucho menos patente (Figura 4.19). El peso de los frutos es un caracter
muy correlacionado con el diametro del fruto y éste ultimo lo estd con la primera
componente principal. Las entradas procedentes de México son sensiblemente menores
que las de Espafia, siendo la media del peso de los frutos de 52,54 g y 108,37
respectivamente. En base a este caricter seria de esperar una separacion clara entre
ambos grupos de entradas. Sin embrago, la gran variabilidad de formas y tamanos de las
hojas de L. esculentum (Figura 4.20) caracteres a su vez altamente correlacionados con
la primera componente, podrian estar enmascarando el efecto de la diferencia en el
tamafio de los frutos entre las entradas de México y Espafia (Figuras 4.21 y 4.22). Esta
podria ser la causa de que, aunque las entradas de México tienden a concentrarse en
mayor medida que las de Espafia, a la derecha de la figura, no se aprecie una separacion

completa.
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Figura 4.19. Representacion de las entradas de L. esculentum, del ensayo 2000-01,
respecto a las componentes principales 1 y 2. En color verde se representan las entradas
procedentes de México, en rojo las de Espafia y en azul las de Pert.
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Figura 4.20. Hojas de L. esculentum. De izquierda a derecha y de arriba abajo A, B, C,
D, E y F. Entradas procedentes de México (A y B) y de Espafia (C, D, E y F). Campaia
2000-2001.

Figura 4.21.Frutos de L. esculentum de procedencia espafiola. Campaina 2000-2001.
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Figura 4.22. Frutos de L. esculentum de procedencia méxicana. MEX 14 es tipo
“Tuchito”, MEX 17R y MEX 21 de tipo “Zocato” y MEX 18 de tipo “Mazano”.
Campana 2000-2001.

Lo que realmente separa las entradas de México y Espafla son los caracteres
relativos a la flor, correlacionados con la segunda componente. Asi, las entradas
mexicanas tienen un 71% de flores con mas de 5 pétalos y sépalos, mientras que en las
entradas espafiolas este valor aumenta hasta un 90%.

Si proyectamos las entradas sobre la primea y tercera componentes (Figura 4.23),
negativamente correlacionada con la longitud del fruto (-0,74), se observa de nuevo una
agrupacion de las entradas segin su procedencia. Asi las mexicanas, de menor longitud,
se sitlan en la parte superior de la figura, mientras que para valores similares de
anchura, las entradas espafiolas, de frutos menos achatados se localizan en la parte

inferior de la representacion.
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Figura 4.23. Representacion de las entradas de L. esculentum, del ensayo 2000-01,
respecto a las componentes principales 1 y 3.En color verde se representan las entradas
de México, en rojo las de Espafia y en azul las de Perti.

En resumen, las diferencias principales entre las entradas de México y Espafa son

pues debidas a caracteres de flor y fruto.

Analisis conjunto con caracteres cualitativos y cuantitativos

Con la totalidad de los caracteres se obtuvo una distribucidon de las entradas similar

a la de la Figura 4.19, observindose una separacion de las mismas segun sus

respectivos paises y situandose las de Espafia en la parte superior de la figura (Figura

4.24).
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Figura 4.24. Representacion de las entradas de L. esculentum frente a las componentes
principales 1 y 2, en el andlisis de componentes principales realizado con todos los
caracteres morfologicos (cuantitativos y cualitativos). Campaifia 2000-2001. En verde
se representan las entradas procedentes de México, en rojo las de Espafia y en azul las
de Perti.

Discusion

Tanto el analisis cluster como el ACP proporcionan una separacion de las entradas
segun su origen. Una de las caracteristicas asociadas a la domesticacion de esta especie
es la variabilidad de formas y tamafios, no s6lo de los frutos, sino también de las partes
vegetativas de la planta. En el primer caso suelen ir asociadas a las preferencias del
consumidor y formas de uso, mientras que en el segundo son los responsables los
requerimientos de la planta frente a distintas técnicas de cultivo y nuevos ambientes.
Estas exigencias, muy diferentes en ambos paises, ocasionarian la agrupacion de forma
separada de las entradas procedentes de cada pais.

El conjunto de entradas de tomate procedentes de México incluidas en el estudio
pertenecen a los tipos criollos, principalmente Zocato (MEX-13, MEX-17, MEX-21,
MEX-22 y MEX-24), Tuchito (MEX-14) Manzano (MEX-18 Y MEX-19), Manzano
Chico (MEX-15 y MEX-16) y Molpec (MEX-23). Se trata de cultivares frecuentemente

muy acostillados y multiloculares, de distintos tamafos (Zocato, Molpec o Manzano) o
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de frutos que se asemejan al tipo conserva, cuadrados y mas largos que anchos (MEX-
14), (Figura 4.22).Todos ellos proceden de la peninsula de Yucatan y son los tipos
demandados por los consumidores de esta region. Las caracteristicas concretas y
similares entre si de los cultivares locales de México estarian exacerbando las
diferencias con el conjunto de entradas de procedencia espafiola, a pesar de que éstas

fueron seleccionadas por constituir un conjunto muy variable de formas y tamafios.

4.1. 2. 4. Lycopersicon pimpinellifolium

Se estudiaron un total de 89 entradas de Lycopersicon pimpinellifolium. En el primer
afio se ensayaron 15 entradas, representando fundamentalmente la zona sur de Ecuador
(10 entradas) y la zona norte de Peru (5 entradas) mas 11 colectadas en Cuzco que
presentaban marcadas similitudes con esta especie. Con ello se pretendid tener una
representacion de la mayor parte de areas de distribucion de esta especie, para tener una
vision global acerca de las diferencias existentes entre distintas procedencias.

El segundo afio se ensayaron 72 entradas. Estas incluyeron las 15 entradas
ensayadas en el primer afo. Ademas se afiadieron 15 entradas recolectadas en
Galapagos y se cubrid con mayor precision la zona norte del Pert (38 entradas de los
Departamentos de Lambayeque, La Libertad, Piura y Cajamarca), por ser ésta el area de
distribucion natural donde es mas frecuente esta especie.

Los objetivos pretendidos en este estudio fueron profundizar en el conocimiento de
la variabilidad existente con el fin de determinar las estrategias mas adecuadas de
conservacion y utilizacion de los recursos genéticos. Dada la existencia de interacciones
Entrada x Afio detectadas para las entradas comunes caracterizadas en ambas
campafias, no es posible el analisis conjunto de todas las entradas, por lo que

consideraremos cada ensayo por separado.

Agrupacion de las entradas segun el ACP

El porcentaje de la variacion explicado por las tres primeras componentes
principales ascendi6 a un 62,85%, correspondiendo un 29,11% a la primera
componente, un 19,33% a la segunda y un 14,41% a la tercera.

Respecto a la primera componente principal destaca un grupo constituido por
caracteres de fruto y otro por caracteres de flor, explicando entre ambos la mayor parte
de su variacion (Figura 4.25). Las correlaciones de estos caracteres con la primera

componente son: longitud del fruto (correlacion con el primer eje r= 0,93), anchura del
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fruto (r=0,91), peso del fruto (r=0,93). Formando parte del segundo grupo tenemos:
nimero de pétalos (r=0,87), nimero de estambres (r=0,86), nimero de sépalos (r=0,85)
y longitud de los sépalos (r=0,80).

Respecto a la segunda componente principal, los caracteres mas correlacionados son
vegetativos y de inflorescencia: ntiimero de hojas bajo la primera inflorescencia
(correlacion con el segundo eje r= 0,80), numero de flores de la 2* inflorescencia
(r=0,72) y anchura del cono estaminal (r=-0,75) explicaron la mayor parte de la
variacion.

Respecto a la tercera los caracteres que explican la mayor parte de la variacion son
los de planta: anchura de la hoja (correlacion con el tercer eje r=0,76), longitud del

foliolo(r=0,75) y anchura del foliolo (r=0,63) (figura 4.26).
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Figura 4.25. Representacion de los coeficientes de los caracteres en los vectores propios
que definen las dos primeras componentes principales. Entradas de L. pimpinellifolium,
para el ensayo 2000-01. En verde se representan los caracteres vegetativos, en amarillo
los de flor e inflorescencia y en rojo los de fruto.
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Figura 4.26. Representacion de los coeficientes de los caracteres en los vectores propios
que definen la primera y tercera componentes principales. Analisis efectuado con las
entradas de L. pimpinellifolium ensayadas en 200-01. En verde se representan los
caracteres vegetativos, en amarillo los de flor e inflorescencia y en rojo los de fruto.

Al representar las entradas de L. pimpinellifolium sobre las dos primeras

componentes se puede observar que la mayoria quedan en el extremo izquierdo del eje

de la primera componente, a excepcion de las entradas LA 1261, LA 1245, LA 1236,

ECU 376 y ECU 415, que presentan unos frutos de mayor tamafio, cercanos a los de L.

esculentum var. cerasiforme (Figuras 4.27, entradas rodeadas en rojo y Figura 4.28) y

numero de loculos distinto a 2 que es el habitual en L. pimpinellifolium.
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Figura 4.27. Representacion de las entradas de L. pimpinellifolium, del ensayo 2000-01,

respecto a las componentes

principales 1 y 2.
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Figura 4.28. Frutos de L. pimpinellifolium. A, B, C, D y E: entradas descritas como
formas intermedias, con frutos atipicos. F: frutos tipicamente L. pimpinellifolium.

Respecto a la segunda componente se presentan dos agrupaciones. Por un lado las
entradas procedentes de Cuzco (Peru, con codigo PE) (Figura 4.27 rodeadas en amarillo
y Figura 4.29), en la parte inferior, que presentan pétalos mas anchos, menor nimero de
flores y mayor anchura del cono estaminal (media nimero de flores de las entradas PE:
7,73, media del resto: 17,04), ademds de hojas a menudo estandar y color del follaje
mas oscuro con borde de los foliolos aserrados. A pesar de que el tamafo de sus frutos
es similar al de L. pimpinellifolium, su calibre es muy irregular (Figura 4.29),
caracteristica muy improbable en esta especie. Dentro de este grupo se encuentran
ademas las entradas ECU-425, ECU-417, ECU-516, ECU-655, estas dos ultimas
también de origen peruano.

El tercer grupo queda constituido por la mayoria de entradas de Ecuador, con

caracteres tipicamente de L. pimpinellifolium (Figura 4.27, entradas rodeadas en azul).
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Figura 4.29.A: Frutos y hoja de algunas entradas colectadas en Cuzco (Pert1). B: Hoja
tipica de L. pimpinellifolium de la entrada ECU736 colectada en La Libertad (Pera).

Agrupacion de las entradas segun el andlisis cluster: Andlisis O

Las agrupaciones vistas anteriormente se mantienen con bastante consistencia en los
analisis cluster efectuados tanto con los caracteres cuantitativos (Figura 4.30) como para
los cualitativos (representaremos unicamente la primera, puesto que la segunda no
aporta ninguna informacion adicional). Como puede observarse, aparecen de nuevo
agrupadas las entradas LA 1261, LA 1245, LA 1236, ECU 376 y ECU 415, siguiendo
las entradas de Peru y Galdpagos y finalmente en el otro extremo las procedentes de

Ecuador.
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Figura 4.30. Dendrograma de las entradas de L. pimpinellifolium, del ensayo 2000-01,
obtenido a partir de los datos cuantitativos, utilizando distancias euclideas, con método
de analisis UPGMA. En color naranja se representan las entradas procedentes de Perq,
en rosa las de las Islas Galdpagos y en azul las de Ecuador. Se sefialan con asterisco las
formas intermedias entre L. pimpinellifolium y L. esculentum var. cerasiforme.

Discusion

Las entradas procedentes de Cuzco no fueron adscritas en el momento de la
recoleccidbn a ninguna especie en concreto por no tener unas caracteristicas
morfologicas que permitieran hacerlo con fiabilidad (Cuartero et al., 1985). Estas
entradas proceden del Valle de Urubamba, lugar donde no ha sido descrita hasta el
momento esta especie. De hecho, ninguna entrada de la coleccion del Tomato Genetic
Resources Center, una de las principales colecciones de especies silvestres de tomate
del mundo, es de esta procedencia. En la citada coleccion existen sin embargo, entradas
de L. esculentum var. cerasiforme procedentes de diversas regiones ubicadas en el Valle
de Urubamba (Figura 4.31), una de las cuales estd incluida en este trabajo (LA 1312).
Sin embargo, las caracteristicas de nuestras entradas no se ajustan tampoco a las de la

variedad cerasiforme. Una hipotesis para explicar la presencia de estas plantas en este
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lugar podria ser su introduccion por el hombre y cruzamientos posteriores con plantas
de cerasiforme existentes en esa area. Su posicion intermedia entre las entradas de L.
esculentum var. cerasiforme en el dendrograma realizado con todos los caracteres
morfologicos analizados y la posicion también cercana a las entradas de cerasiforme en
el cluster molecular (Figura 4.38), apoyaria esta hipotesis. Este hecho puede tener
implicaciones importantes en la pérdida de diversidad genética de las especies presentes

en esta area con anterioridad a la llegada de las plantas supuestamente transportadas.
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Figura 4.31. Localizacion geografica de las entradas colectadas en el Valle de
Urubamba, Departamento de Cuzco, incluidas en ensayo 2000-01 y las de L. esculentum
var. cerasiforme del TGRC.

Del mismo modo, las entradas ECU376, LA1261, LA1245, LA1236 y ECU415,
quedan absolutamente separadas del resto, y dado el anormal tamafio y forma de sus
frutos, parece logico pensar que se trata de formas derivadas por cruzamientos entre
plantas de distintas especies.

Las entradas de Galdpagos quedan también formando un grupo unico. Este grupo
serd comentado en el ensayo efectuado en la campafia 2001-02, que incluye un nimero

superior de entradas de esta procedencia.
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4. 1. 3. Analisis de las entradas ensayadas en la Campaiia 2001-2002: Lycopersicon
pimpinellifolium

En este ensayo se incluyeron 11 entradas de Ecuador, 15 de Galapagos, y 47 de Peru
(13 de Piura, 11 de Lambayeque, 7 de Cajamarca y 12 de La Libertad, 3 de Ancash y 2
de Lima). Con ello queda suficientemente representada la zona norte de Pert y también
las islas Galapagos.

Agrupacion de las entradas segun ACP

Las tres primeras componentes explicaron un 22,67%, un 13,20% y un 8,8% de la
variacion observada respectivamente, acumulando entre ellas un 44,76% de la variacion
total.

Los caracteres vegetativos, longitud y anchura de la hoja y longitud y anchura del
foliolo, y de flor, longitud y anchura de los pétalos y longitud de los estambres, son los
que explicaron la mayor parte de la variacidon respecto a la primera componente
principal (Figura 4.32). Con la segunda componente el peso, anchura y longitud del
fruto fueron los caracteres mas correlacionados. En el caso de la tercera componente la
altura de la planta hasta el tercer racimo y el nimero de hojas bajo la primera
inflorescencia estuvieron positivamente correlacionados, mientras que la abundancia de

foliolillos lo estuvo negativamente (Figura 4.33).
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Figura 4.32. Representacion de los coeficientes de los caracteres en los vectores propios
que definen la primera y segunda componentes principales. Andlisis efectuado con las
entradas de L. pimpinellifolium ensayadas en 2001-02. En verde se representan los
caracteres vegetativos, en amarillo los de flor e inflorescencia y en rojo los de fruto.
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Figura 4.33. Representacion de los coeficientes de los caracteres en los vectores propios
que definen la primera y tercera componentes principales. Analisis efectuado con las
entradas de L. pimpinellifolium ensayadas en 2001-02. En verde se representan los
caracteres vegetativos.

Al proyectar las entradas respecto a las dos primeras componentes se observa que se
distribuyen de forma continua a lo largo del eje de la primera componente, indicando la

existencia de una elevada variabilidad en cuanto a caracteres vegetativos y de flor

(Figura 4.34).
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Figura 4.34. Representacion de las entradas de L. pimpinellifolium del ensayo 2001-02
en el plano de las componentes principales 1 y 2. En naranja se representan las entradas
procedentes de Peru, en rosa las de las islas Galapagos y en azul las de Ecuador.

Sin embargo, en cuanto a la segunda componente se situan la mayoria de ellas
cercanas al origen, a excepcion de LA 1245, LA 1236, LA 1261 y ECU 415, que se
distribuyen a lo largo del eje. Ello es debido a las caracteristicas de fruto atipicas (mayor
peso y tamafo) de estas entradas, vistas ya en el ensayo del pasado afio. Es de destacar
también la agrupacion de las entradas por su origen, quedando a la derecha de la figura
las procedentes de Perti, mientras que las de Ecuador (de Galapagos la mayor parte) se
sitian a la izquierda. De hecho, existen marcadas diferencias entre ambos grupos de
entradas. Asi, las procedentes de Peru, presentan 6rganos florales y hojas de mayor
tamafo, que las de Galapagos (caracteres mas correlacionados con la primera
componente principal). En general, las entradas de Pera tienen plantas mas altas, con
mayor nimero de hojas bajo la primera inflorescencia, mas precoces, de hojas mas
grandes y con escasa presencia de foliolillos y en muchas ocasiones de tipo estandar con

bordes aserrados u ondulados, inflorescencias mds largas y mayor numero de flores por
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inflorescencia (Figura 4.36). Las flores son también mas grandes (pétalos mas largos y

anchos).

Figura 4.35. Frutos y hojas de diferentes entradas colectadas en las Islas Galdpagos.
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Figura 4.36. Histogramas realizados con los caracteres cualitativos de hoja y de flor de
las entradas de L. pimpinellifolium procedentes de Perti y Gal4dpagos del ensayo 2001-
02. Las barras azules representan los valores medios para los caracteres diferenciales
entre las dos procedencias. Las barritas representan los errores estandar.
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Por su parte, las entradas continentales de Ecuador tienden a distribuirse junto con
las de Galapagos, a excepcion de las comentadas anteriormente (LA 1245, LA 1236, LA
1261 y ECU 415) que se mantienen separadas del resto de entradas y distribuidas a lo

largo del segundo eje, debido al tamafio de sus frutos.

Estudio de la alogamia de las entradas segun su procedencia.

En estudios anteriores sobre variacion genética de esta especie (Rick et al., 1977) se
ha puesto de manifiesto una variacidon en cuanto al porcentaje de alogamia en funcion de
la latitud. Estos autores encontraron una elevada correlacion entre la exercion
estigmatica y tamafio de las flores y el grado de alogamia.

En las entradas estudiadas en este trabajo, se observa una gradacion en cuanto a la
exercion estigmatica, encontrandose mas frecuentemente entradas con estilo muy
proyectado en las localidades mas al Norte de Perti, Piura, y Lambayeque, mientras que
a medida que bajamos hacia el sur (Departamentos de Cajamarca y La Libertad) es mas
frecuente la aparicion de entradas con estilo al mismo nivel que el cono de anteras o
incluso insertos (Figura 4.37). La mayor exercion estigmatica va asociada por lo general
a un mayor tamafio de los érganos florales (longitud y anchura de los pétalos y longitud
de los estambres). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Rick et al., 1977,
en los que las entradas de Piura y Lambayeque destacan también por su exercion

estigmatica y mayor tamaiio de sus flores.
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Figura 4.37. Histogramas de frecuencia de la exercién estigmatica y tamafio de los
organos florales, de las entradas de L. pimpinellifolium del ensayo 2001-02,
recolectadas en los Departamentos costeros mas septentrionales de Peru: Piura,
Lambayeque, Cajamarca y La Libertad.

En localidades situadas mas al Sur (Ancash y Lima) la tendencia no se mantiene
con exactitud (histogramas no mostrados). Sin embargo, el escaso nimero de entradas
procedentes de estas localidades (3 de Ancash y 2 de Lima) hace que las conclusiones
que puedan extraerse de ellas sean cuestionables. Destaca, por otra parte, la exercion
estigmatica encontrada en las entradas procedentes de Cuzco, la mayor de las entradas
recolectadas en Pert. Por otro lado, en las entradas procedentes de Ecuador, el estilo se
sitia al mismo nivel o proyectado, destacando las entradas de Galapagos (Ecuador), en

las que la situacion es similar a la descrita en Cuzco.

Discusion.

El conjunto de entradas inicialmente incluidas en este trabajo como pertenecientes a
la especie L. pimpinellifolium ha resultado ser un “pool” génico que incluye formas
claramente diferentes a esta especie.

Entradas procedentes de las Islas Galapagos

En las expediciones efectuadas a las islas Galdpagos se han identificado también

entradas hasta ahora no descritas en estudios anteriores por otros autores. Ademas de L.

cheesmannii, especie endémica de estas islas, Mackinney et al (1954) y Rick (1956)
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describieron otra forma que fue inicialmente considerada como un tipo andémalo de L.
pimpinellifolium por su semejanza con esta especie. Mas tarde, Rick (1963), en base a
ciertos caracteres compartidos con L. cheesmannii, consider6 a estas formas como un
tipo especifico de L. chessmannii, denominandolas L. cheesmanii tipo
“pimpinellifolium”. En colectas realizadas recientemente por el equipo del COMAV se
recolectaron entre otras, las entradas incluidas en este trabajo (entradas con céddigo
GLP). Estas entradas presentan diferencias notables con las denominadas por Rick L.
cheesmannii tipo “pimpinellifolium”, por ser mucho mas similares a L. pimpinellifolium
y han sido denominadas “Gal red small” por Nuez et al., 2003 (en prensa). Sin
embargo, la diferencia entre ellas y las pimpinellifolium procedentes de los
Departamentos del norte de Peru, son notables en numerosas caracteristicas vegetativas
y de flor, dificultando la verdadera clasificacion y sobre todo la determinacion del
origen de estas plantas.

El analisis molecular efectuado ha permitido la construccion de una hipdtesis que se

expondré en el Apartado 4.2.1.

Estudio de la alogamia de las entradas segun su procedencia
El estudio de las 43 entradas procedentes de los Departamentos de Piura, Lambayeque,
Cajamarca y La Libertad ha permitido constatar la existencia de una gradacion en la
variabilidad para caracteristicas florales, algunas de ellas relacionadas con la alogamia
de la especie. Estas observaciones coinciden con las efectuadas por Rick (1976). A raiz
de unos estudios previos sobre algunas entradas de esta especie, este autor puso de
manifiesto la escasa uniformidad de la misma, determinando la existencia de marcadas
clinas en el tamafo y estructuras florales y en el grado de exercion estigmadtica. Este
hecho tiene importantes implicaciones para el muestreo de poblaciones y para su
regeneracion en colecciones de germoplasma. Asi, en las poblaciones en las que el
grado de exercidon estigmatica, y por consiguiente la alogamia, es mayor (Piura y
Lambayeque, en nuestro experimento), deben recolectarse mayor cantidad de plantas, a
fin de tener una representacion mas completa de los posibles alelos existentes en la
poblacion. Asimismo, para la reproduccion de estas entradas sera necesario disponer de
un mayor numero de plantas. También ha de tenerse en cuenta el aislamiento en los
ensayos de reproduccion, ya que segun ha demostrado Widrlechner (1987), las entradas
con un mayor nivel de polinizacién cruzada en unos lugares, suelen serlo también en

otros lugares con especies de insectos diferentes, debido probablemente a la mayor
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atraccion ejercida hacia diversos tipos de insectos por la vistosidad de las flores mas

grandes propias de las entradas mas aldgamas.

Rick et al. (1977) trata de explicar el porqué de la existencia de esta variabilidad en el
sistema reproductivo de L. pimpinellifolium. Los aspectos ecoldgicos de los diferentes
habitats no parecen ser suficientes para justificar tales diferencias. Tampoco seria
necesaria una mayor variabilidad para explicar la adaptacion a determinados lugares, ya
que L. esculentum var. cerasiforme, que comparte habitats con L. pimpinellifolium,
muestra un sistema reproductivo marcadamente autégamo en lugares donde L.
pimpinellifolium tiene elevadas tasas de alogamia. La teoria mas probable es que la
parte norte de Pert es el centro de origen de L. pimpinellifolium, donde se mantienen los
mayores niveles de alogamia. La migracion fuera de esa region habria favorecido la
autogamia. Esta teoria estaria de acuerdo con la hipotesis actual sobre la evolucion de
los sistemas reproductivos propuesta por Stebbins (1957), en la que se considera la
alogamia como un caracter primitivo, a partir del cual se originarian las formas mas
autogamas. Estas habrian sido seleccionadas para asegurar la fijacion de los genotipos
mas adaptados a las nuevas condiciones. La autogamia supondria también una ventaja
en circunstancias en las que los insectos polinizadores estuvieran ausentes. Una vez
establecido un genotipo autégamo ventajoso, la existencia de flores mas vistosas en
otros mas aldégamos no tendria ninguna ventaja y con el tiempo irian desapareciendo. En
este aspecto existe un paralelismo entre otras especies hermanas del género
Lycopersion, L. parviflorum y L. chmielewskii, en las que la primera evoluciond hacia

autogamia a partir de la segunda que conserva su alogamia en la actualidad.
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4. 2. ANALISIS DE LA VARIABILIDAD MOLECULAR MEDIANTE AFLP:
ESTUDIO CONJUNTO DE LAS DOS CAMPANAS.

4. 2. 1. Analisis de todas las entradas

Agrupacion de las entradas en funcion de la distancia genética

Anadlisis Cluster

El arbol construido con la totalidad de entradas de este trabajo, incluidas las formas
intermedias, usando el coeficiente de Dice (1945) y el método UPGMA, presentd un
coeficiente cofenético de r = 0,94, indicando un buen ajuste del arbol a la matriz de
distancias (Figura 4.38). Los primeros nudos (I, I, III, IV y V) corresponden a entradas
unicas, todas ellas de L. pimpinellifolium de Ecuador, a excepcion de una que es de Pera
y de otra que es de cerasiforme (Ecuador).

Después de estas separaciones se produce una bifurcaciéon (grupos VI-1 y VI-2),
agrupandose en el VI-2 la mayor parte de entradas de L. pimpinellifolium. Estas
entradas, aunque no de una forma significativa, tienden a agruparse en dos bloques, uno
constituido por las procedentes de Piura y Lambayeque, los Departamentos mas al norte
de Peru, y el otro por las de Cajamarca y La Libertad. Esta agrupacion se mantiene
consistente con la proporcionada por el andlisis cluster efectuado con los datos
moleculares del conjunto de entradas de L. pimpinellifolium (Apartado 4.2.4, Figura
4.44).

El grupo VI-1 se subdivide en dos, VII-1 y VII-2, éste ultimo formado sélo por dos
entradas, mientras el otro incluye al resto de entradas del andlisis: las de L. esculentum,
las de L. esculentum var. cerasiforme y también algunas entradas de L. pimpinellifolium.
Este gran grupo se subdivide en dos, VII-1-1 y VII-1-2. El primero incluye casi todas las
entradas procedentes de Galapagos, mientras que el VII-1-2 aparece dividido en otros 6,
en los que se mezclan entre si las entradas de L. esculentum y las de L. esculentum var.
cerasiforme, separadas éstas segun su procedencia (Ecuador o Perti), ademas de las
formas intermedias entre las especies en estudio, incluidas las de Cuzco. Hay que
resaltar la inclusion en este grupo de las cinco entradas ECU 687, ECU 669, ECU 604,
ECUS597 y ECU 740 de L. pimpinellifolium procedentes de Peru, con caracteristicas
propias de esta especie. Igualmente es de destacar la ubicacion de las entradas GLPS y
GLP29, muy separadas del resto de entradas de Galapagos. Esta excepcion aparece
también en el cluster efectuado con datos moleculares cuando se realiza solo para las

entradas de L. pimpinellifolium del ensayo 2001-02 (dendrograma no mostrado).
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Analisis de coordenadas principales

La distribucion de las entradas segun el andlisis de coordenadas principales dio lugar
a una gradacion continua, al igual que en la representacion de las entradas en el analisis
efectuado con datos cuantitativos (Apartado 4.1.2, Figura 4.2). Sin embargo, existe una
diferencia importante entre ambas figuras. Mientras que en la Figura 4.2 se observa una
mayor agrupacion entre las entradas de L. pimpinellifolium y L. esculentum var.
cerasiforme, quedando bastante separadas hacia la derecha las de L. esculentum, en la
Figura 4.39 las entradas de L. pimpinellifolium se aproximan mucho entre si, quedando
las de L. esculentum y L. esculentum var. cerasiforme algo mas cercanas y separadas de

las de L. pimpinellifolium.
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Figura 4.39. Representacion de las entradas segun el andlisis de coordenadas principales
realizado con datos obtenidos mediante AFLP. En azul se representan las entradas de L.
pimpinellifolium, en verde las de L. esculentum var. cerasiforme y en rojo las de L.
esculentum.
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Discusion

En conjunto, la agrupacion de las entradas en el andlisis cluster molecular concuerda
con lo esperado, para las especies en estudio. Por un lado, la separacion entre las
entradas de L. pimpinellifolium de Ecuador y Peri apoya la amplia diferenciacion
genética entre estos origenes ya observada por Rick y Fobes (1975), que encuentran una
distribucion de alelos alozimicos diferentes en Ecuador y Pert1 y también por Nuez et al,,
(2003, en prensa) en un estudio realizado con diversas especies del subgénero
Eulycopersicon. La separacion de las 5 entradas de L. pimpinellifolium anteriormente
mencionadas y su inclusion entre las de L. esculentum y cerasiforme podria explicarse
teniendo en cuenta los comprobados fendmenos de introgresion ocurridos entre L.
pimpinellifolium y el tomate cultivado en ambos sentidos (Rick, 1958; Rick y Fobes,
1975). La posible presencia en el genoma de estas entradas de fragmentos procedentes
de la especie cultivada o de su ancestro, podrian no influir directamente sobre los
caracteres morfologicos discriminantes entre especies, pero ser suficientes para causar la
inclusion de estas entradas en las de L. esculentum.

Las entradas de Galdpagos y Cuzco, en principio consideradas como L.
pimpinellifolium, se separan de las de esta especie, uniéndose también con el gran grupo
formado por el resto de entradas. Conviene sin embargo, destacar que la existencia de las
formas encontradas en Cuzco podria suponer un desplazamiento de esta especie a
nuevos lugares no originarios de ella, como ha sido comentado anteriormente. Esta
circunstancia vendria a cambiar el panorama descrito por Rick y Fobes en 1975, en el
que, en base a la distribucion de patrones isozimicos, afirman que “la distribucion actual
de esta especie es natural y no afectada por las actividades del hombre”, repercutiendo
ademas sobre la identidad genética de las especies nativas de la zona donde han sido
introducidas.

En cuanto a las entradas colectadas en Galdpagos, Nuez et al. (2003 en prensa)
realizan un analisis molecular empleando AFLP, incluyendo diversas entradas del
subgénero Eulycopersicon. En el cluster efectuado en el citado trabajo, estas entradas se
separan en el dendrograma realizado con datos moleculares AFLP, de las
pimpinellifolium  continentales, agrupandose mas con las de L. esculentum var.
cerasiforme de Galapagos e incluso con L. esculentum. En nuestro caso también las
entradas de Galdpagos se agrupan mas con las de L. esculentum var. cerasiforme (Figura
4.38). Una hipotesis planteada en la citada publicacion para explicar la existencia de

estas plantas es que hayan aparecido por naturalizacion de la var. cerasiforme. La
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presencia de L. esculentum var. cerasiforme en Galapagos ha sido documentada desde
1952 (Rick, 1956). La seleccion natural podria haber favorecido una reduccion en el
tamaio de los frutos, originando las formas “Gal red small”. De hecho, algunas entradas
de cerasiforme colectadas en estas islas en 1991, tienen unos frutos de diametro menor
que el considerado como limite entre ambas especies (Rick et al., 1990). Aunque podria
pensarse que hayan podido haber introgresiones entre L. escuelntum var. cerasiforme y
las formas “Gal red small”, el hecho de que éstas se agrupen en el dendrograma
efectuado con datos moleculares (Figura 4.38) mas cercanas a las de cerasiforme y
esculentum sugiere que esta especie ha tenido un papel destacado en el origen de las
formas “Gal red small”. De hecho la distancia genética entre L. pimpinellifolium y “Gal
red small” es mucho mayor que la existente entre L. pimpinellifolium y L. cheesmanii,
especies claramente diferentes. En cualquier caso, la cuestion del origen de las formas
“Gal red small” no queda resuelta, siendo necesario realizar nuevos estudios para
determinarlo con mayor precision.

La distribucion totalmente entremezclada de las entradas de L. esculentum y L.
esculetum var. cerasiforme confirma la estrecha relacion genética entre ellas, apoyando
la hipotesis de que la var. cerasiforme es el ancestro a partir del cual se produjo la
domesticacion del tomate cultivado. Estos resultados concuerdan con los de Bret6 et al.
(1993), quienes estudiando los patrones isoenzimdticos de 11 isozimas, encontraron
también una agrupacion muy estrecha entre L. esculentum y cerasiforme, quedando un
poco mas alejada L. pimpinellifolium. Del mismo modo, Villand et al. (1998), hallan
también una distribucion mezclada de las entradas de L. esculentum y cerasiforme en los
arboles filogenéticos efectuados con marcadores RAPD. La construccion de arboles
filogenéticos con microsatélites, también llevd a un mayor acercamiento entre L.

esculentum y cerasiforme frente a L. pimpinellifolium (Alvarez et al., 2001).

Polimorfismo y diversidad genética

Se realiz6 un analisis con 153 entradas ensayadas en las dos campaiias, sin incluir
las formas intermedias descritas anteriormente. Se identificaron un total de 461
fragmentos amplificados con una diversidad genética media de 0,32. El ntimero de
fragmentos polimoérficos fue muy similar en las tres especies, 425 para L.
pimpinellifolium, 428 para L. esculentum y 429 para L. esculentum var. cerasiforme,

dando lugar a un nivel de polimorfismo del 92,19%, 92,84% y 93,06% respectivamente.
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La diversidad genética de Nei (1973) oscilé entre 0,28 para L. pimpinellifolium, 0,30

para L. esculentum y 0,34 para L. esculentum var. cerasiforme (Tabla 4.5).

N° de loci
) Numero de )
Especies polimorficos Hy Dst Hs Gst
entradas
(%)
L.
74 425 (92,19%) | 0,28( 0,16) - - -
pimpinellifolium
L. esculentum 21 428(92,84%) | 0,30(0,17) - - -
L. esculentum var.
29 429(93,06%) | 0,34(0,17) - - -
cerasiforme
Total 124 435 (94,36) 0,32(0,15) | 0,03 | 0,29(0,02) | 0,09(0,11)

Tabla 4.5. Estadisticos de diversidad genética (Nei, 1973) estimados a partir de los datos
AFLP para L. pimpinellifolium, L. esculentum y L. esculentum var. cerasiforme.

Hr: Diversidad genética total.

Dst: Diversidad genética entre grupos

Hs: Diversidad genética dentro de grupos

Gst: Magnitud relativa de diferenciacion genética entre grupos Gst= Dst/ Hr

El ntimero de fragmentos amplificados por cada combinacion de cebador oscilo entre
63 (para la combinacion EcCoAAC/MseCAC, con tamafos de bandas entre los 53,8pb-
385,8pb) y 90 (para la combinacion EcoACT/MseCAA, con tamafios de bandas entre los
51,5pb-368,9pb), con un valor medio de 76,83 fragmentos por combinacion de cebador.

El nivel de polimorfismo detectado fue muy elevado, superior al 90% en todos los
casos y muy similar en las tres especies estudiadas. Sorprende el hecho de que la
diversidad genética sea superior en L. esculentum 'y en la variedad cerasiforme que en L.
pimpinellifolium, ya que esta ultima especie, aunque autocompatible, tiene unos
porcentajes de alogamia muy superiores a L. esculentum, dada la mayor exercion
estigmatica en la mayoria de las entradas. De hecho, este resultado no coincide con los
encontrados por otros autores, que obtienen valores de diversidad genética superiores
para L. pimpinellifolium (Nuez et al., 2003, en prensa). Una posible explicacion podria
residir en el particular conjunto de entradas de cada especie incluidos en este ensayo.
Asi, Villand et al. (2001) afirman que germoplasma de cerasiforme se ha encontrado
mas o menos variable que el tomate cultivado en funcion del conjunto de entradas

estudiado, tanto para caracteres morfologicos (Rick, 1958), como para isozimas (Rick y
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Fobes, 1975) o marcadores moleculares (Miller y Tanksley, 1990; Williams y St. Clair,
1993).

Con objeto de tratar de esclarecer los resultados previos, se realizo la particion de la
diversidad genética total (Hr) en diversidad entre (Dsy) y dentro (Hs) de grupos,
calculando posteriormente la diferenciacion genética entre grupos (Gsr) (Tabla 4.5). Esta
particion se realizo con el conjunto completo de entradas.

Como se puede observar, se obtiene un valor de Hg (0,29) muy superior a Dgr (0,03),
lo cual indica que existe una gran diversidad dentro de cada especie. Ello nos llevé a
realizar el mismo analisis para cada especie por separado (Tabla 4.6). En el caso de L.
pimpinellifolium se incluyeron en este analisis la zona norte de Perti (Departamentos de
Piura, Lambayeque, Cajamarca y La Libertad), por ser ésta el area de procedencia de la
mayor parte de las entradas.

Los valores del parametro Gsr ponen de manifiesto la diferenciacion genética entre
los grupos de entradas dentro de cada especie.

Asi la mayor diferenciacion genética entre grupos en el caso de L. esculetum y L.
esculentum var. cerasiforme (Gst= 0,06 y Gst=0,11) frente a la de L. pimpinellifolium
(Gst=0,02) podria influir de forma importante en la mayor diversidad genética total
encontrada en L. esculentum y L. esculentum var. cerasiforme frente a L.
pimpinellifolium, siendo ésta la causa de los resultados en principio no esperados.

En resumen, el bajo valor de diversidad genética obtenido para L. pimpinellifolium
en el andlisis conjunto de las tres especies podria ser debido a que los conjuntos de
entradas de L. esculentum y L. esculentum var. cerasiforme incluidos en el ensayo, esta
en realidad formados por grupos de entradas muy distanciadas entre si, mientras que esta

circunstancia es mucho mas atenuada en el caso de L. pimpinellifolium.
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Nuamero N° de loci
Especies Procedencias de polimorficos Hr Dst Hs Gst
entradas (%)
Piura/
26 313(68%) 0,22(0,20)
L. Lambayeque
i 0,02 | 0,19(0,03) 0,09
pimpinellifolium Cajamarca/
14 224(48,5%) | 0,16(0,19)
La Libertad
Meéxico 5 341(74%) 0,28(0,19)
L. esculentum 0,06 0,25(0,02) 0,20
Espafia 17 328(71%) 0,21(0,19)
L. esculentum Ecuador 9 251(54,48) 0,20(0,21)
0,11 0,17(0,01) | 0,35
var. cerasiforme Meéxico 11 397(86%) 0,32(0,17)
Total - 124 435(94,36) | 0,32(0,15) | 0,03 0,29 0,09

Tabla 4.6. Estadisticos de diversidad genética (Nei, 1973) estimados a partir de los datos
AFLP para las especies en estudio por origen.

Hr: Diversidad genética total de Nei (1973).

Dst: Diversidad genética entre grupos

Hs: Diversidad genética dentro de grupos

Gst: Magnitud relativa de diferenciacion genética entre grupos Gst= Dst/ Hr

Analizando cada especie en particular, los resultados obtenidos para L.
pimpinellifolium muestran mayor diversidad genética para las entradas de Piura y
Lambayeque (Hr = 0,22) que para las de Cajamarca y La Libertad (Hy = 0,16). Como se
vio en el apartado 4.1.3, fueron precisamente las entradas de Piura y Lambayeque las
que presentaron mayor exercion estigmatica (Figura 4.37), caracter correlacionado con
una mayor alogamia. También en el caso de L. esculentum var. cerasiforme resalta la
notable mayor diversidad genética en el caso de las entradas procedentes de México (Hr
= 0,32) frente a las de Ecuador (Hy = 0,20). En este caso el resultado podria explicarse
teniendo en cuenta la procedencia de las entradas dentro de cada pais. Asi, las 9 entradas
de Ecuador proceden de tres localidades diferentes, mientras que las de México son de
ocho localidades distintas (Tabla 4.7). Posiblemente, las ocho entradas procedentes de
Morona-Santiago compartan gran parte de su genoma. Los valores de diversidad
genética obtenidos para L. esculetum son anormalmente elevados. Pensamos que podrian

estar influidos por el pequefio nimero de entradas incluidas en el estudio.
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Procedencia
Entrada
Ubicacion Provincia Pais
Lycopersicon esculentum var. cerasiforme

ECU-78 Timbara Zamora-Chinchipe Ecuador
ECU-0459 Indanza Morona-Santiago Ecuador
ECU-0460 Indanza Morona-Santiago Ecuador
ECU-0461 Indanza Morona-Santiago Ecuador
ECU-0462 Indanza Morona-Santiago Ecuador
ECU-0463 Indanza Morona-Santiago Ecuador
ECU-0465 Logrofio Morona-Santiago Ecuador
ECU-0466 Logrofio Morona-Santiago Ecuador
ECU-0467 Timbara Zamora-Chinchipe Ecuador
ECU-0468 Indanza Morona-Santiago Ecuador
MEX-0012 Entre Cansahcab y Dizdzautum Yucatan Meéxico
MEX-0070 Huenchinango Puebla México
MEX-0072 Huenchinango Puebla Meéxico
MEX-0084 Apachitempa (Platon Sédnchez) Veracruz México
MEX-0085 Huejufla Hidalgo M¢éxico
MEX-0088 Huejufla Hidalgo Meéxico
MEX-0089 Ciudad Vallés(Palo arco) S. Luis de Potosi Meéxico
MEX-0091 Chapulhuacan Grande Hidalgo Meéxico
MEX-0101 Rio verdito Querétaro México
MEX-0103 Xilitla(El Balcon) San Luis Meéxico
MEX-0110 Culiacan.(El Vergel) Sinaloa Meéxico
MEX-0113 | Ahomé (aeropuerto viejo de los Mochis) Sinaloa M¢éxico
MEX-0116 Ahomé (La Biznaga) Sinaloa México
MEX-0120 Santispac Nayarif M¢éxico

Tabla 4.7. Procedencia de las entradas de L. esculentum var. cerasiforme cultivadas en
la campafia 2000-01.

Bandas especificas de especie

El elevado numero de fragmentos identificados y el alto porcentaje de polimorfismo
encontrado permitieron obtener una gran cantidad de informacidén, aunque no se
encontraron bandas especificas para cada una de las especies. Se identificaron 4 bandas
con cierta consistencia entre las entradas de L. pimpinellifolium y ausentes en L.
esculentum y L. esculentum var ceasiforme. Asi, una de ellas aparecid en 12 entradas,
otra en 18, otra en 28 y otra en 32 de las 72 entradas de L. pimpinellifolium. Otras 2
bandas presentes en 20 y 30 entradas de L. pimpinellifolium respectivamente aparecieron

en al menos una entrada de cerasiforme 'y esculentum.
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L esculentum var

L. esculentum cerasiforme L.pimpinellifolium

Figura 4.40. Representacion de las bandas obtenidas a partir de AFLP, utilizando la
combinacion de cebadores EcoAGC/MseCAA, en la que se observan de izquierda a
derecha 20 entradas de L. esculentum, 20 de L. esculentum var. cerasiforme y 58 de L.
pimpinellifolium. Las flechas rojas indican bandas polimorficas entre L. esculentum 'y L.
pimpinellifolium.

Considerando resultados procedentes de la amplificacion con los cebadores
EcoAGC/MseCAA (Figura 4.40), se llegaron a identificar 2 bandas que aprecieron en 47

y 55 entradas de L. pimpinellifolium estando ausentes en L. esculentum 'y L. esculentum

var. cerasiforme.

Discusion

A pesar del elevado numero de bandas identificadas mediante los marcadores AFLP,
altamente polimorficos, no ha sido posible la identificacion de bandas especificas de
especie. En nuestra opinion este resultado viene a apoyar la conclusion a la que llega
Rick (1958). En esta publicacion, Rick realizoé un extenso estudio sobre la cantidad de
introgresion de L. pimpinellifolium en L. esculentum, en las areas en las que coexisten
ambas especies. Basandose en la continuidad de caracteres morfologicos en formas
naturales en las areas simpatricas, afirmo que estas evidencias aumentan al menos la
duda sobre la actual separacion de L. esculentum y L. pimpinellifolium en dos especies,
sugiriendo que L. pimpinellifolium deberian ser consideradas como una variedad de L.
esculentum. Rick y Fobes (1975) encuentraron a su vez una cantidad de alelos

compartidos por L. esculentum y L. pimpinellifolium en las costas Ecuatorianas y
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Peruanas y no en otros lugares, lo que les llevo a sugerir que la domesticacion del tomate
tuvo lugar segun la siguiente secuencia: L. pimpinellifolium — var. cerasiforme — L.
esculentum. La diferenciacion actual entre el tomate cultivado y L. pimpinellifolium
habria sido unicamente consecuencia de la migracion a otros lugares y de los posteriores
fenémenos de domesticacion.

Compatible con la opinidon emitida por Rick existiria la posibilidad anteriormente
apuntada tras el estudio de la variabilidad morfoldgica (Apartado 4.1) de que pudiera

tratarse de un proceso de especiacion aun no finalizada en la actualidad.

4.2.2. Analisis de la variabilidad molecular por especie

4.2.2.1. L. esculentum var. cerasiforme

Analisis cluster.

Del total de las entradas analizadas en la caracterizacion morfologica se

seleccionaron 37 entradas, con las cuales se realizo un analisis cluster.

En el dendrograma obtenido a partir de los datos moleculares se aprecia una
separacion bastante clara de las entradas segiin su procedencia (México o Ecuador),
aunque con algunas excepciones que merecen ser comentadas. Asi, de las 15 entradas de
México incluidas en el andlisis, 5 de ellas quedan englobadas con las de Ecuador, ya que
los nodos que las separan tienen valores bootstrap inferiores al 50%, mientras que las 10
restantes quedan totalmente separadas. Por otro lado, no se observa una separacion clara,
en cuanto a su procedencia, entre las 5 entradas proximas a las de Ecuador y las

restantes.
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Figura 4.41. Representacion del dendrograma calculado con 37 entradas de L.
esculentum var. cerasiforme cultivadas en la campana 2000-01, se indican en los nudos
los valores de bootstrap superiores al 50% utilizando el coeficiente de similitud de Dice
(1945) y aplicando el andlisis UPGMA. En color verde se representan las entradas
procedentes de México, en rojo las de Brasil, en naranja las de Peru, en rosa las de
Galéapagos y en azul las de Ecuador.

Discusion

La distribucién de las entradas a partir de los datos moleculares contrasta con la
obtenida con los datos morfoldgicos, en la que se aprecia una separacion mayor segun el
origen de las entradas. A pesar de que L. esculentum var. cerasiforme se encuentra

normalmente en estado silvestre, en ocasiones es cultivada en los huertos por los nativos
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pudiendo en estos casos ser objeto de seleccion para ciertos caracteres morfologicos, en
funcioén de las preferencias de los consumidores. Esto estaria provocando una separacion
cuando se tienen en cuenta los caracteres morfologicos, mientras que molecularmente la

situacion seria diferente.

Es cominmente aceptada la hipdtesis segun la cual, L. esculentum var. cerasiforme,
originaria de la region Andina, fue exportada a México como mala hierba, donde se
domestico (Jenkins, 1948; Rick, 1958). Es muy probable que en el presente contintie este
trasiego de materiales, lo que ocasionaria una diversidad en el fondo genético de esta
especie en el pais receptor, a la vez que una mayor semejanza en el fondo genético entre
entradas introducidas mas recientemente y aquellas de las que proceden en el pais de
origen. Asi, la comparaciéon de un conjunto de entradas de distintos paises como la
llevada a cabo en este trabajo, podria dar lugar a distintos resultados en funciéon de las

entradas concretas incluidas.

Por otro lado, la elevada autogamia propia de esta especie, estaria contribuyendo a
aislar las poblaciones reproductivamente, contribuyendo a una separacion mayor entre
ellas. El sentido predominante de transporte de material desde Ecuador a México, al
menos en épocas pasadas, habria ocasionado una reduccion de variabilidad en las
poblaciones de México, como ha quedado patente en los estudio realizados por Rick y
Fobes (1975) y Rick y Holle (1990), quienes encontraron una considerable variacion
alozimica entre genotipos de L. esculentum var. cerasiforme colectados en la costa de

Pert1 y Ecuador, sensiblemente mayor que en otros lugares.

4. 2. 2.2. Lycopersicon esculentum

Analisis cluster.

Se realiz6 un andlisis cluster con los datos moleculares obtenidos mediante AFLP. Se
utilizé el método UPGMA, aplicando la técnica de remuestreo bootstrap a un conjunto
de 25 entradas de L. esculentum, 6 de las cuales procedian de México y 19 de Espafa

(Figura 4.42).
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Figura 4.42. Representacion del dendrograma calculado con 25 entradas de L.
esculentum, utilizando el coeficiente de similitud de Dice (1945) y el método de analisis
UPGMA . En color verde se representan las entradas procedentes de México, en azul las
de Pert y en rojo las de Espana. En los nodos se indican los valores de bootstrap.

La entrada PE61 procedente de Perti queda completamente separada de las demas,
con una frecuencia del 100%, constituyendo el subgrupo I. La siguiente bifurcacion
separa a cuatro entradas, entre las que se incluye la otra de procedencia peruana.
Finalmente, el resto de entradas queda englobado en dos grupos, uno de ellos

constituido por entradas exclusivamente espafolas y las otras mexicanas, a excepcion de

V-L-61y V-L-85 de procedencia espatfiola.
Discusion
La separacion observada en funcion de su origen en el andlisis con datos moleculares

es consistente con lo observado en el andlisis morfoldgico, en el que aparecid una
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similitud entre entradas de la misma procedencia basada en caracteristicas florales y de
fruto. A nivel molecular, la diferencia entre ambas procedencias viene apoyada por el
parametro Gsr, con un valor de 0,20. A partir de su introduccion en Espafia, las distintas
presiones de seleccion ejercidas habrian contribuido a la diferenciacion en relacion a las
entradas de México. Ademas la diversidad genética total, H¢, mayor para el conjunto de
entradas de México (0.28 ) que para las de Espafia (0.21), apoyarian la existencia del
cuello de botella debido al transporte de un numero limitado de entradas desde México a
Espafia, a partir de donde se inici6 su difusiéon por Europa. Este hecho ha quedado
también demostrado por la escasa presencia de polimorfismo en los cultivares europeos
respecto a los regionales de Sudamérica, Centroamérica y México (Millar y Tanksley,

1990; Williams y St. Clair, 1993; Smulders et al., 1997; Bredemeijer ef al., 1998).

4. 2. 2. 3 Lycopersicon pimpinellifolium

Analisis de las entradas ensayadas en las dos camparias

Andlisis de coordenadas principales y cluster

La distribucion de las entradas en el andlisis de coordenadas principales (Figura
4.43), al igual que en el dendrograma realizado con todas las entradas catalogadas como
pimpinellifolium al inicio de este trabajo (Figura 4.44), se asemeja a lo establecido segiin
la caracterizacion morfologica, observandose una agrupacion de todas las entradas con
caracteristicas diferentes a L. pimpinellifolium, mientras que el resto incluye la mayor
parte de las del norte del Peru y las de Ecuador, mas acordes con las caracteristicas de

esta especie.
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Figura 4.43. Representacion de las entradas de L. pimpinellifolium ensayadas en las dos
campafas en funcién de la primera y segunda coordenadas principales. En color rosa
estan representadas las entradas procedentes de Galapagos, en azul las de Ecuador, en
naranja las de Perti y en amarillo las de Cuzco (Pert1).
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Figura 4.44. Representacion del dendrograma para el conjunto de entradas de L.
pimpinellifolium ensayadas en las dos campafias. Andlisis molecular con marcadores
AFLP, utilizando el coeficiente de similitud de Dice (1945) y aplicando el analisis
UPGMA. En color rosa se representan las entradas procedentes de Galapagos, en azul
las de Ecuador y en naranja las de Pert. Las entradas marcadas con un asterisco son las
formas intermedias entre L. pimpinellifolium y L. esculentum var. cerasiforme. Los
valores bootstrap (%)(1000 repeticiones) que indican los nodos. Aparecen representados
los valores superiores al 50%. En las entradas de Peru se han sefialado las procedencias
con los siguientes codigos: PI Piura; LIM Lima; LIB La Libertad; LAM Lambayeque;
CU Cuzco; ANC Ancash; CAJ Cajamarca.
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Bandas especificas por origen

La comparacion de fragmentos amplificados mediante la técnica AFLP presentes en
las entradas de cada una de estas procedencias corrobora las afirmaciones anteriores.
Asi, en la Figura 4.45 se pueden visualizar ciertas bandas (A, B y C) que aparecen con
elevada consistencia en las entradas de Cuzco y Galapagos, mientras que no aparecen en

ningun caso en las entradas de Pert y s6lo en algln caso aislado en las de Ecuador.

La inexistencia de bandas comunes entre Peru, Ecuador y Galapagos apoya lo visto en el
cluster molecular general. Lo mismo con las de Cuzco.

CUZCO GALAPAGOS

A—P>

ECUADOR
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Figura 4.45. Bandas obtenidas mediante el programa Genographer a partir de los
fragmentos amplificados, utilizando las combinaciones de cebadores de la serie A (Tabla
3.4). Se representan 12 entradas de Cuzco, 12 entradas de Galapagos para el color azul y
11 para los colores verde y amarillo, 8 entradas de Ecuador y 18 entradas de Peru.

Analisis de la variabilidad molecular de las poblaciones de L. pimpinellifolium del

norte de Peru

A fin de conocer hasta qué punto las poblaciones de L. pimpinellifolium del norte de
Pert1 suponen un continuo o se trata mas bien de poblaciones aisladas, se ha realizado un
analisis tomando s6lo el conjunto de entradas recolectadas en los cuatro Departamentos
costeros mas septentrionales del pais: Piura, Lambayeque, Cajamarca y La Libertad

(Figura 4.46).
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Figura 4.46. Localizacion de las entradas recolectadas en los Departamentos mas
septentrionales de Peru, las fechas de color rojo representan las entradas procedentes de
Piura, en verde las de Lambayeque, en azul las de Cajamarca y en negra las de La

Libertad.

En el dendrograma efectuado se ve que tienden a agruparse las entradas procedentes
de Piura y Lambayeque por una parte, mientras que las de las de Cajamarca y La
Libertad tienden a agruparse separadas de aquellas (Figura 4.47). Este hecho puede
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explicarse en base a la localizacion geografica de las entradas recolectadas que, como
puede observarse en la (Figura 4.46) constituyen dos conjuntos separados entre si 178
Km, mientras que en cada uno de ellos la proximidad entre las entradas recolectadas es

elevada.
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Figura 4.47. Dendrograma realizado con el conjunto de entradas del norte del Peru a
partir de la matriz de datos moleculares, ensayo 2001-02 utilizando el coeficiente de
similitud de Dice (1945) y aplicando el método de anélisis UPGMA. En color rojo se
representan las entradas de Piura, en Verde las de Lambayeque, en negro las de La
Libertad y en color azul las de Cajamarca. Los valores bootstrap (%)(1000 repeticiones)
que indican los nodos. Aparecen representados los valores superiores al 50%.
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Discusion

La representacion de las entradas obtenida en el andlisis de componentes principales y
cluster confirma la diferencia genotipica y no s6lo morfolégica entre las entradas
procedentes de Cuzco y Galdpagos con respecto a las de Ecuador y Pert. Lo mismo
ocurre con los patrones de bandas obtenidos mediante AFLP. Estos resultados no
contradicen la hipotesis establecida anteriormente acerca del origen de las entradas de
Cuzco, en nuestra opinion transportadas a este lugar probablemente por el hombre.
Igualmente estos resultados apoyarian también la explicacion dada para explicar las
formas “Gal red small” encontradas en las islas Galapagos, que segiin se comento en el
Apartado 4.1.3 derivarian con mas probabilidad a partir de L. esculentum var.
cerasiforme presente en estas mismas islas, que de plantas de L. pimpinellifolium
continentales.

Las diferencias observadas, en cuanto a los caracteres florales y reproductivos, en
el conjunto de entradas de L. pimpinellifolium colectadas en los Departamentos mas
septentrionales de Perti, parece mantenerse cuando analizamos la variabilidad molecular
mediante marcadores AFLP. En el cluster efectuado se observa una tendencia a
agruparse las entradas de Piura y Lambayeque, mientras que las de Cajamarca y la
Libertad se agrupan también entre si y mas distanciadas de aquellas. Algunos valores
bootstrap muy elevados que unen dos o muy pocas entradas indican que se trata
probablemente de distintas colectas realizadas sobre la misma poblacion., lo cual tiene
importantes implicaciones para la eliminacion de duplicados y la eleccion de entradas
para la formacion de una coleccion nuclear. La distinta variabilidad encontrada para
estos dos conjuntos de entradas, estimada mediante el parametro Hy (Hr = 0.22 para
Piura-Lambayeque y Hry = 0.16 para Cajamarca y La Libertad) tiene también
implicaciones en la eleccion de entradas para la formacion nuclear, debiendo estar mas
representada la zona de Piura-Lambayeque, dada la mayor diversidad genética existente

en ésta area, que se corresponde ademas con el centro de origen de esta especie.

4.3. COMPARACION DEL ANALISIS MORFOLOGICO Y MOLECULAR

Los grupos establecidos en los andlisis cluster efectuados con el conjunto de
caracteres morfologicos (Figura 4.12) y los moleculares (Figura 4.38) difieren

notablemente en un aspecto. Mientras que el cluster efectuado con los caracteres
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morfologicos agrupa claramente a las entradas de L. pimpinellifolium con las de la var.
cerasiforme, sin duda debido a su similitud en las caracteristicas morfologicas de fruto,
en el obtenido con los datos moleculares se observa una agrupacion de L. esculentum
con la var. cerasiforme, separandose ambas de las entradas de L. pimpinellifolium.

Lo mismo puede observarse en la representacion de las entradas segun el analisis de
componentes principales y el de coordenadas principales. Esto apoya la estrecha
relacion existente entre el tomate cultivado y su ancestro L. esculentum var.
cerasiforme. En este caso la comparacion de los analisis morfologicos y moleculares han
permitido realizar una correcta interpretacion acerca de la proximidad entre las especies
en estudio, aportando el analisis molecular nuevas evidencias de la domesticacion del
tomate a partir de su ancestro, la variedad cerasiforme.

En el caso de L. esculentum, tanto en los analisis realizados con caracteres
morfoldgicos como moleculares, se aprecia una separacion en funcion del origen. Las
diferencias entre las entradas procedentes de México y Espana no se limitan sélo a las
caracteristicas de los frutos y de la planta, como consecuencia de los distintos gustos y
técnicas de cultivo de ambos paises, sino que la separacion ocurrida desde su
introduccion en Espafia, hace aproximadamente 500 afios, habia originado un
distanciamiento del fondo genético que se refleja en la separacion en el cluster molecular
segun el pais de origen.

Para L. escuelntum var. cerasiforme la distribucion de las entradas a partir de los
datos moleculares contrasta con los obtenidos con los datos morfologicos, en la que se
aprecia una separacion segun el origen de las entradas. A pesar de que L. esculentum var.
cerasiforme se encuentra normalmente en estado silvestre, en ocasiones es cultivada en
los huertos por los nativos pudiendo en estos casos ser objeto de seleccion para ciertos
caracteres morfologicos, en funcion de las preferencias de los consumidores. Esto
provocaria una separacion en cuanto a caracteres morfologicos, mientras que
molecularmente existiria un fondo genético muy diverso pero no muy diferente entre

distintos lugares.

Las entradas de L. pimpinellifolium incluidas en este ensayo han resultado ser un
conjunto formado por grupos bastante diferentes morfolégicamente y también desde el
punto de vista molecular. En este caso, las diferencias morfolégicas observadas
obedecen a diferencias importantes en el fondo genético, que explicarian las
agrupaciones similares de las entradas cuando se comparan los dendrogramas obtenidos
empleando datos morfoldgicos o moleculares. En ambos tipos de dendrogramas se
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separan las entradas de Cuzco y Galapagos. También las procedentes de los
Departamentos del norte de Pert tienden a separarse en dos grupos, segiin su sistema
reproductivo predominante, estrechamente relacionado con la exercion estigmatica,
mayor en Piura y Lambayeque y menor en Cajamarca y La Libertad. Los cambios
asociados a los sistemas reproductivos se traducirian en cambios detectables a nivel
molecular con los marcadores empleados, dando lugar a las agrupaciones similares

observadas.

4. 4. INICIO DE LA FORMACION NUCLEAR DE LA COLECCION DE
ENTRADAS DE L. PIMPINELLIFOLIUM DEL BANCO DE GERMOPLASMA
DEL COMAV

El estudio de las entradas incluidas en el presente trabajo ha permitido establecer
algunos criterios para la elecciéon de las entradas que entraran a formar parte de la
coleccion nuclear de L. pimpinellifolium del COMAV. El escaso nimero de entradas de
L. esculentum y de cerasiforme incluidas en este trabajo no permiten el establecimiento
de tales criterios para estas especies.

En primer lugar, el conjunto de entradas de L. pimpinellifolium incluidas en este
estudio ha resultado ser altamente variables. Se han podido establecer tres grupos de
entradas, las procedentes de las Islas Galapagos, las colectadas en Cuzco y las del Norte
de Peru y Ecuador, con caracteristicas morfoldgicas y fondo genético marcadamente
diferente. Los tres grupos por tanto, deberian estar representados en la coleccion
nuclear. En cuanto a las entradas del norte de Pert, deberian incluirse representantes de
todos los Departamentos, por poseer caracteristicas diferentes. El estudio de diversidad
genética realizado con las entradas procedentes de los Departamentos mas
septentrionales, permite decidir sobre el nimero de entradas a incluir en la coleccion
nuclear. Asi, los Departamentos de Piura y Lambayeque, con valores de diversidad
genética mas elevados, deberian estar representados por un mayor nimero de entradas,
mientras que en el caso de las de Cajamarca y La Libertad, seria suficiente un menor
numero para asegurar que la mayor parte de la diversidad existente en ellos queda
representada en la coleccion.

Las conclusiones extraidas de este estudio estdn siendo en la actualidad

ampliadas con la informacion procedente de otro ensayo efectuado con un conjunto
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diferente de entradas de L. pimpinellifolium. La elaboracion conjunta de todos los datos
permitird realizar la eleccion definitiva de las entradas que constituiran la coleccion

nuclear de esta especie.

133



5. CONCLUSIONES



Conclusiones

Estudio conjunto de L. pimpinelifolium, L. esculentum var. cerasiforme y L.
esculentum

El andlisis de componentes principales efectuado con el conjunto de las
entradas estudiadas ha permitido la adscripcion de gran parte de ellas a las
especies de Lycopersicon esculentum, L. pimpinellifolium y L. esculentum var
cerasiforme. Sin embargo, las entradas de estas especies no forman grupos
discretos, sino que se observa una gradacion continua entre ellas,
probablemente como consecuencia de un proceso de especiacion simpatrica
no finalizado en el momento actual. La no identificacion de marcadores
moleculares especificos de especie apoyan esta hipdtesis. La existencia de
cruzamientos interespecificos contribuiria al mantenimiento de esta situacion,
constituyendo L. esculentum, L. esculentum var. cerasiforme y L.

pimpinellifolium formas extremas de este continuo.

Se identificaron una serie de caracteres cualitativos propios de las formas mas
tipicas de las especies en estudio. Asi, el color antocidnico del tallo, el tipo de
hoja “pimpinellifolium”, (generalmente de menor tamafno, pinnada y con
bordes enteros) y el estilo muy proyectado fueron caracteristicos de L.
pimpinellifolium. L. esculentum se caracterizd6 fundamentalmente por
caracteres relativos al fruto, como la variacion en la forma y el color del fruto
maduro, formas irregulares de la seccion transversal, de la cicatriz estilar y
del 4pice del fruto, todo ello asociado al proceso de domesticacion sufrido por
esta especie. La ausencia de los caracteres tipicos de las dos especies

descritas caracteriz6 a la var. cerasiforme.

El nimero de flores por inflorescencia, el numero de pétalos y la longitud,
anchura y peso del fruto, no mostraron interacciones Entrada x Afio. Estos
caracteres, junto con los cualitativos comentados anteriormente, se
consideran como los mas discriminantes entre L. pimpinellifolium, L.

esculentum var. cerasiforme 'y L. esculentum.

La identificacién de los caracteres discriminantes entre especies que no se

encuentran incluidos en los descriptores actuales para el género Lycopersicon
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publicados por el IPGRI, cuestionan la validez de tales descriptores para la
caracterizacion de especies silvestres y apuntan claramente hacia la necesidad

de la elaboracion de unos descriptores especificos para este tipo de especies.

e El andlisis cluster efectuado con el conjunto de caracteres morfologicos
agrupa a las entradas de L. pimpinellifolium con las de var. cerasiforme,
mientras que el realizado con datos moleculares agrupa L. esculentum con
var. cerasiforme, quedando L. pimpinellifolium separada de ambas. Esto
apoya la hipotesis de que la var. cerasiforme es el ancestro a partir del cual se

produjo la domesticacion del tomate.

e El hecho de que las entradas de las Islas Galapagos se agrupen en el cluster
molecular mas cerca de las de esculentum y cerasiforme sugiere que esta
especie ha tenido un papel destacado en el origen de las formas “Gal red
small” recolectadas en Galdpagos, aparentemente similares a L.
pimpinellifolium. Este hecho se ve apoyado por la mayor distancia genética
entre L. pimpinellifolium y “Gal red small” que la existente entre L.

pimpinellifolium y L. chesmanii especies claramente diferentes.

Lycopersicon pimpinellifolium

oEl conjunto de entradas estudiadas de L. pimpinellifolium ha presentado elevada
variabilidad para caracteristicas vegetativas, de flor y de fruto, contribuyendo junto con
estudios realizados por otros autores, a demostrar que L. pimpinellifolium, es una
especie muy variable, en contra de lo establecido anteriormente. Otros estudios
realizados con estas entradas han demostrado también su variabilidad para
caracteristicas de calidad y de resistencia a enfermedades, convirtiéndola en una

coleccion sumamente 1til para la mejora.

oEn las entradas estudiadas en este trabajo se observa una gradacion en cuanto a
la exercidn estigmatica, asociada a 6érganos florales de mayor tamafio y mayor grado de

alogamia, encontrandose mayor frecuencia de estilo muy proyectado en los
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Departamentos mas septentrionales de Piura y Lambayeque, mientras que en Cajamarca

y La Libertad, abundan las entradas con estilos no proyectados o incluso insertos.

Las poblaciones procedentes de Piura y Lambayeque tienen una diversidad genética
total mayor, probablemente como consecuencia del mayor grado de alogamia. Este
hecho tiene importantes implicaciones en las labores de muestreo y regeneracion en los

Bancos de Germoplasma.

L. esculentum var. cerasiforme
oEl conjunto de entradas caracterizadas han mostrado una elevada variabilidad
para caracteres morfologicos, tanto vegetativos como de fruto. Esta variabilidad ha
resultado estar asociada al origen, siendo mucho mas uniformes y con caracteristicas
propias de cerasiforme las procedentes de México, mientras que las de Ecuador y otras
procedencias son mucho mas variables, no correspondiendo en ocasiones a la forma

tipica de esta variedad.

e La clevada variabilidad encontrada en L. esculentum var. cerasiforme no se
limita s6lo a los caracteres morfologicos, habiéndose descrito en esta especie
adaptaciones a multiples condiciones climaticas y edaficas, asi como resistencia a
diferentes patdégenos fungicos. Por ello, la coleccion estudiada representa una coleccion

de genes de indudable valor para el mejorador.

L. esculentum

e Las entradas de L. esculetum estudiadas se agrupan seglin su origen, México o
Espafa, tanto segin sus caracteristicas morfologicas como molecularmente. En el
primer caso se debe probablemente a las diferentes presiones de seleccion ejercidas en
ambos paises. En el segundo seria consecuencia del distanciamiento geografico de
ambos grupos de entradas hace mas de 500 afios. Las entradas procedentes de México
pertenecen a tipos criollos, muy apreciadas por sus caracteristicas de calidad, resistencia
al agrietado y capacidad para cuajar a bajas temperaturas. Estas entradas seran de gran

utilidad para su empleo en programas de mejora.
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e[L.a mayor diversidad genética total encontrada para las entradas de México,
apoyaria la existencia de un cuello de botella debido al limitado nimero de individuos

transportados desde México a Espaia, donde se inicio la difusion por Europa.

Inicio de la formacion de la coleccion de entradas nuclear de L. pimpinellifolium del
COMAV

e Se han establecido tres grupos de entradas de L. pimpinellifolium, las
procedentes de las Islas Galapagos, las colectadas en Cuzco y las del norte de
Pert y Ecuador, con marcadas diferencias tanto morfologicas como
moleculares. Todos ellos deberan estar representadas en la coleccion nuclear
de esta especie del Banco de Germoplasma del COMAV.

e Mediante la realizacion de analisis cluster se ha determinado la existencia de
duplicados en la coleccion, mediante su agrupamiento en los arboles con
valores de bootstrap muy elevados. Esta informacion permitiré la eliminacioén
de tales entradas para la formacion de la coleccion nuclear.

e L[a mayor diversidad genética en las entradas procedentes de los
Departamentos de Piura y Lambayeque frente a las de Cajamarca y La
Libertad aconsejan una mayor representacion de las primeras en la coleccion
nuclear, a fin de asegurar que la mayor parte de esta diversidad genética

quede recogida en la coleccion.
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Anexo 1. Niveles de los caracteres cualitativos determinados en la caracterizacion

morfoldgica.

Caracteres de planta

e Tipo de crecimiento
- Enano
- Determinado
- Semideterminado
- Indeterminado

e Densidad de la pubescencia del tallo
- Escasa
- Intermedia
- Densa

e Longitud de la pubescencia del tallo
- Escasa
- Intermedia
- Densa

e Densidad del follaje
- Escasa
- Intermedia
- Densa

e Posicion de la hoja
- Semierecta
- Horizontal
- Inclinada

e Coloracién antocianica del tallo
- Oscuro

- Normal

e Tipo de hoja ( Figura 7.1)
- Tipo enano (1)
- Tipo papa (2)
- Tipo estandar (3)
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- Tipo “peruvianum”(4)
- Tipo “pinpinellifolium™(5)
- Tipo “hirsutum’(6)

- Otros.

Figura 7.1. Diferentes tipos de hojas.

e Pubescencia de los foliolos
- Escasa
- Intermedia
- Densa
e Color de los foliolos
- Verde claro
- Verde medio

- Verde oscuro
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Borde de los foliolos

- Entero

- Aserrado

- Ondulado
Presencia de estipulas

- Ausente

- Presente
Coloracion antocianica de las venas

- Oscuras

- Normales
Vigor de la planta

- Alto

- Medio

- Bajo

Caracteres de flor e inflorescencia

Posicion del estilo
- Inserto
- A nivel de los estambres
- Ligeramente exerto

- Muy exerto

Bracteas en la insercion de la inflorescencia con el tallo
- Ausente
- Presente
Tipo de inflorescencia
- Unipara
- Multipara
Inflorescencia terminada en hoja
- Ausente

- Presente
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Caracteres de fruto

e Color del fruto no maduro

Verde blanquecino
Verde claro

- Verde

- Verde oscuro
- Verde muy oscuro

e Forma del hombro del fruto

Aplanada

Ligeramente aplanada

Ligeramente hundida

Hundida

e Forma del fruto (Figura 7. 2)
Achatado (1)

Ligeramente achatado (2)
Redondo (3)
Redondo-alargado (4)
Cordiforme (5)
cilindrico(6)
Piriforme(7)

Elipsoide (8)

154



Anexos

Figura 7. 2 Diferentes formas del fruto.

e color del fruto maduro

Amarillo
Naranja
Rosado
Rojo
Verde

e ancho de la cicatriz peduncular

Angosta
Intermedia

Ancha

e Color de la carne del pericarpio

Verde
Amarilla
Naranja
Rosa

Roja
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- Otros
Capa de abscision

- Ausente

- Presente

Forma terminal de la floracion del fruto

Indentada

Aplanada

Puntiaguda

Irregular
Color de la piel del fruto
- Incolora
- Amarilla
Acostillado del fruto
- Ausente
- Presente
Intensidad de los hombros del fruto

Ausentes

Ligeros

- Medios

Fuertes
Frutos biloculares
- Ausente

- Presente
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Anexo 2. Preparacion de los diferentes reactivos usados en el analisis molecular.

TAMPON DE EXTRACCION.

2% CTAB

20 mM EDTA, acompleja los iones magnesio que son catalizadores de las nucleasas

100 mM Tris, crea un medio salino que rompe paredes

1,42 M NacCl, crea un medio salino que rompe paredes

Ajustar a PH 8

Autoclavar

TE

10 mM Tris

ImM EDTA

Ajustar a PH 8

TAMPON DE CORRIDA

100 ml de TBE 5x

1L de agua destilada

TBE 5x

Tris base 0,45M

Acido Bérico 0,45M

EDTA 10mM

Ajustar a PH 8

GEL DE AGAROSA 0.8%

0,8 gr de agarosa

100 ml de TBE 5x

Fundir en microondas

Se Afiadi6 6pul de Bromuro de etidio al 1%
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