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Resumen. Las especies silvestres de tomate presentan genes que podrian elevar la
calidad de los cultivos y su valor nutricional. El objetivo del trabajo fue estudiar la di-
versidad genética del tomate silvestre (Solanum spp.) a nivel morfolégico y molecular
a fin de disefar estrategias de conservacion y uso eficiente de genes de interés agro-
noémico. Se analizd, a nivel morfoldgico, caracteristicas de la planta, flor y fruto. Para el
analisis molecular, se utilizo tejido de hoja para la extraccion de ADN. Se realizé un
analisis de componentes principales y la construccién de un cluster con datos morfo-
l6gicos. Estos analisis generaron un grupo formado por especies silvestres var. ceraci-
forme repatriadas del Centro de Recursos Genéticos de Tomate (TGRC) y las silves-
tres colectadas en Bolivia S. neorickii (cédigo CPL), el otro grupo, formado por varie-
dades ceraciformes (cédigo CL) y una cultivada colectada en Bolivia. El analisis mole-
cular confirmé la formacion de dos grupos con mayor claridad, un grupo formado por
accesiones colectadas denominadas S. neorickii (cédigo CPL) mas relacionadas con
S. chmielewskii, el segundo grupo formado por las especies S. lycopersicum var. ce-
raciforme. Las accesiones clasificadas como S. neorickii estdn mas relacionadas a la
especie S. chmielewski, pudiéndose concluir que podrian pertenecer a esta ultima
especie.
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Abstract. Morphological and molecular study of genetic diversity of bolivian wild
tomato (Solanum spp.) The wild tomato species have genes that could improve the
quality of the crops and their nutritional value. The objective was to study the genetic
diversity of wild tomato (Solanum spp.) at morphological and molecular level to design
strategies of conservation and efficient use of genes of agronomic interest. Character-
istics of the plant, flower, and fruit at morphological level were analyzed. For molecular
analysis leaf tissue was used in DNA extraction. A principal component analysis and
the construction of a cluster with morphological data were performed. These analyzes
generated a group of wild species var. ceraciforme repatriated from the Genetic Re-
sources of Tomato Center (TGRC) and the wild species collected in Bolivia S. neorickii
(CPL code), the other group consisted of ceraciformes varieties (CL code) and one
cultivated collected in Bolivia. The molecular analysis confirmed the formation of two
groups more clearly; a group of collected accessions called S. neorickii (CPL code)
more related with S. chmielewskii, the second group consists of the species S. ly-
coperscium var. ceraciforme. The classified accessions as S. neorickiiare more related
to the species S. chmielewski, being able to conclude that these could belong to the
latter species.
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Introduccion

El tomate es una hortaliza que se en-
cuentra dentro del género Solanum, el
mismo que cuenta con aproximadamen-
te 1500 especies a nivel mundial y re-
presenta uno de los géneros mas exten-
didos de las angiospermas y es el géne-
ro mas largo en las Solanaceae (Vallejo,
1999).

Los tomates silvestres y sus parientes
son plantas del oeste de América del
Sur y son plantas de zonas aridas, gene-
ralmente se encuentran en areas abier-
tas, quebradas, a lo largo de arroyos o
carreteras donde la intensidad de luz es
mayor (Peralta et al., 2008).

Las especies silvestres de tomate tienen
la particularidad de presentar caracteres
que les confieren tolerancia a diversos
estreses abiodticos y resistencia a pato-
genos (virus, bacterias, hongos y nema-
todos) (Esquinas-Alcazar, 1981). Estos
caracteres del tomate silvestre hacen
que sea prioridad su conservacion con la
finalidad de preservar su variabilidad
(Biasutti, 2007).

En Bolivia, hasta el afio 2009, no se
contaba con informacion registrada
sobre la existencia de tomate silvestre
colectado. La Fundacion PROINPA ha
iniciado labores de colecta de especies
silvestres el afilo 2010, en diversas re-
giones del pais, material sobre el cual se
realizé el estudio taxonémico y molecu-
lar.

Adicionalmente, el Centro de Recursos
Geneéticos de Tomate (TGRC) cuenta en
la actualidad con 9 accesiones de Sola-
num lycopersicum var. cerasiforme
provenientes de Bolivia, que fueron
repatriadas por la Fundacion PROINPA.
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La clasificacion de las especies silves-
tres se ha basado en caracteres morfolo-
gicos, por tanto han propuesto diferen-
tes numeros de especies y categorias
supra especificas (Peralta y Spooner,
2000).

Los marcadores moleculares, son la
herramienta de mayor uso en el estudio
de diversidad genética del tomate sil-
vestre (Villand et al., 1998). Actual-
mente las secuencias de repeticion sim-
ple (SSR) o marcadores microsatélites
son los marcadores preferidos debido a
sus ventajas con relacion a otros marca-
dores. (He et al., 2003).

En Bolivia, el cultivo de tomate es de
gran importancia, tanto por su amplia
adaptabilidad a distintos pisos ecologi-
cos, como por su rendimiento, generan-
do importantes ingresos econdémicos a
los agricultores que lo cultivan. Sin
embargo numerosos factores biodticos y
abioticos limitan la produccion de toma-
te en Bolivia. Por esta razén, se hace
uso intensivo e indiscriminado de agro-
quimicos para obtener cosechas renta-
bles, poniendo de esta manera en riesgo
la salud de los consumidores y también
del medio ambiente. Una manera de
mitigar este problema es obteniendo
variedades resistentes a plagas y enfer-
medades mediante mejoramiento gené-
tico.

En consecuencia, es importante estudiar
la diversidad genética de las especies
silvestres de tomate, que constituyen un
gran reservorio de genes de resistencia a
multiples enfermedades, tolerancia a
sequia, altas y bajas temperaturas, sali-
nidad ademas que contienen altos con-
tenidos de antioxidantes, vitaminas y
azlcares entre otros. Los genes de las
especies silvestres de tomate, pueden
ser empleados para que el tomate pueda
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tolerar condiciones ambientales cam-
biantes y beneficiar las necesidades
humanas. Dada esta importancia y con-
siderando que las especies silvestres
estan en riesgo de desaparecer, por la
sobre explotacion y la pérdida de su
habitat, el estudio y conservacion de
estas especies son de vital importancia.
A su vez, el estudio de la diversidad
genética del tomate silvestre (Solanum
spp.) boliviano, a nivel morfoldgico y
molecular, permitira disefar estrategias
de conservacion y uso eficiente de los
genes de interés agronémico.

En este marco, el presente trabajo se
realizd6 buscando caracterizar morfolo-
gica y molecularmente los tomates sil-
vestres bolivianos colectados y repatria-
dos de distintas regiones de Bolivia;
ademas se busca establecer un grupo de
marcadores microsatélites que revelen
la diversidad genética en el tomate sil-
vestre boliviano, para de esta manera
determinar la diversidad genética del
tomate silvestre boliviano.

Materiales y métodos

La Fundacion PROINPA, en el marco
del Proyecto Desarrollo y valoracion de
recursos genéticos de Lycopersicum
Spp. para su utilizacion en mejoramien-
to genético de Solandceas frente a es-
trés biotico y abiotico, realizd colectas
en lugares previamente definidos, a
través de un estudio realizado mediante
Sistemas de Informacion Geografica. Se
clasifico taxondomicamente las muestras
colectadas de tomate silvestre, mediante
19 descriptores morfoldgicos de tomate
del IPGRI (1996), tomandose en cuenta
los mas discriminantes.

La extraccion de ADN se realizo si-
guiendo el Protocolo CTAB (hexadecil

bromuro de trimetil amonio) de Doyle y
Doyle (1990) utilizado en los laborato-
rios de Biologia Molecular de la Funda-
cion PROINPA. El DNA extraido se
visualizd en geles de agarosa al 1% y se
determinod la calidad y la cantidad del
mismo. Se realizo la amplificacion de
19 microsatélites, en el International
Crops Research Institute for the Semi-
Arid Tropics ICRISAT. Los microsate-
lites se identificaron en la base de datos
Tomato Mapping Resource Database
(disponible en www.tomatomap.net).

Los productos del PCR fueron separa-
dos por tamafio, mediante electroforesis
capilar, usando un analizador ABI
Prism 3700 DNA (Applied Biosystems
Inc.). Para este proceso, los primers
forward fueron etiquetados con 6-FAM
(azul), VIC (verde), NED (amarillo) o
PET (rojo).

Analisis de datos morfologicos

Los datos morfologicos se analizaron
mediante el Analisis de Componentes
Principales. A partir de este analisis, se
realiz6 un analisis de cluster, que permi-
tid ver con mayor claridad la similari-
dad y diferencias entre individuos y
grupos de individuos. Se construyo el
cluster utilizando el método de WARD
mediante el paquete estadistico PASW
Statistics 18.

Analisis de datos moleculares

Se realizd un analisis de conglomerados
con datos moleculares utilizando el
Coeficiente de Dice. El calculo de los
coeficientes de similitud y la construc-
cion del cluster se realizd6 mediante la
aplicacion del subprograma SAHN del
paquete estadistico NTSYS-PC, el
mismo que utiliza el método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using
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Arithmetic Averages) como algoritmo
de agrupacion de genotipos.

Para el analisis de diversidad genética
se utilizaron los siguientes parametros:
el indice de heterocigocidad (H), el
numero promedio de alelos (n), el nu-
mero efectivo de alelos (Ae) y el conte-
nido de informacion polimérfica (PIC).

Resultados y discusion

Analisis de componentes principales del
tomate silvestre con datos morfologicos

La matriz factorial (Cuadro 1), muestra
la contribucion de cada variable que se
asocia a cada componente principal y la
varianza total de cada componente.

Se puede distinguir que el primer com-
ponente presenta la mayor variabilidad
con un 46.32% del total. En este com-
ponente se observa las variables con
mayor variabilidad: LP, NEC, ACP, TF,
TH y LF, es decir que este componente
distingui6 el tamafio, forma y caracteris-
ticas del fruto y longitud-ancho del
pedicelo, por presentar dimensiones
pequetias, por tanto este grupo estd re-
presentando a las especies de tomate
silvestre y a las ceraciformes asilvestra-
das.

En el segundo componente aporta con
un 23.8% del total y las variables de
mayor significancia son FHF con 90.7%
y la NL con 71.2%. En efecto este com-
ponente identifico las accesiones que
presentan mayor nimero de l6culos y
variacion en la forma del hombro del
fruto. Por tanto este componente estd
representando al grupo de las varieda-
des cultivadas y las relacionadas a esta.
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Cuadro1. Matriz factorial correspon-
diente a variables morfoldgicas
de las accesiones de tomate

Componentes 1 2 3
Valor propio 4.632 2.384 1.570
Porcentaje

de varianza 46.318 23.840 15.701
Variables Coeficientes de correlacion

LP .932 -.150 185
NEC .898 -.273 .259
ACP .886 -.210 .255
TF .868 .218 -.130
TH .809 .075 .051
LF .744 424 -.096
AF 373 .631 -.649
FHF .010 .907 -.205
FF -.1568 .533 770
NL =217 712 .565

Fuente: Programa PAWS Statistics 18.

Tipo de hoja (TH); Forma predominante del fruto
(FF); tamafo del fruto (TF); Longitud del fruto (LF);
Ancho del fruto (AF); Nervadura en el extremo del
céliz (NEC); Forma del hombro del fruto (FHF);
Longitud del pedicelo desde la capa de abscision
(LP); Ancho de la cicatriz del pedicelo (ACP); Nume-
ro de I6culos (NL)

La Figura 1 muestra un grafico de dis-
persion de puntos de las especies silves-
tres de tomate. Se puede observar la
formacion de los grupos I y II claramen-
te diferenciados.
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Figura 1. Andlisis de componentes
principales de 31 accesiones de tomate
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La variedad Rio Fuego y la accesion
CLO001, que forman parte del subgrupo
2.2, son las muestras mas alejadas en
comparacion de todas las accesiones. En
el caso de Rio Fuego, esta lejania se
debe a que es una variedad cultivada y
fenotipicamente diferente. Ademas esta
accesion presenta los frutos mas gran-
des a comparacion del resto de las acce-
siones. Kwon et al. (2009) confirman en
sus resultados, que las variedades de
tomate cultivado y las asilvestradas,
presentan grandes diferencias fenotipi-
cas, asi como genéticas.

La accesion CLOOI presenta el tamafio
del fruto grande a comparacion al resto
de las accesiones, sin embargo, en rela-
cion al tamafio del fruto de la variedad
Rio Fuego, es mas pequeiio. Es posible
que esta accesion sea una mezcla entre
una variedad cultivada y una variedad
ceraciforme. Segun Kwon et al. (2009)
es posible esta transicion entre una cul-
tivada y una asilvestrada, pero solo
puede ser clarificado mediante estudios
moleculares.

La accesion CPL003 se encuentra fuera
del grupo del las silvestres, porque pre-
senta caracteristicas fenotipicas diferen-
tes a las silvestres, y tiene mayor rela-
cién con las accesiones de la variedad
ceraciforme.

Para realizar los graficos de las figuras
1 y 2, se tomaron en cuenta las variables
mas significativas: Longitud del pedice-
lo desde la capa de abscision (LP), Ner-
vadura en el extremo del caliz (NEC),
Ancho de la cicatriz del pedicelo
(ACP), tamaiio del fruto (TF), tipo de
hoja (TH), longitud del fruto (LF), for-
ma del hombro del fruto (FHF) y el
numero de l6culos (NL). Estas variables
fueron las mas discriminantes al mo-

mento de realizar un analisis de diversi-
dad fenotipica.

Nuez et al. (2004), realizaron un estudio
de diversidad en tomate silvestre, to-
mando en cuenta, como caracteristicas
principales, el largo y el ancho del fruto.
Por su parte Rodriguez et al. (2011),
confirma que la diversidad fenotipica en
el tomate se debe particularmente a la
forma y al tamafio del fruto.

En el grupo I de la Figura 2, las acce-
siones denominadas silvestres y las
asilvestradas, presentan frutos pequefios
y esféricos.

En el grupo II que incluye las accesio-
nes CLO0O1, CLO005, CL008, CLO10,
CLO11, CLO12, CLO13, CPL003 y Rio
Fuego, presentan frutos de diferentes
formas y tamafios. Por tanto, se puede
concluir que la agrupacion se formé en
gran parte por las caracteristicas de
forma y tamafio del fruto.
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Figura 2. Cluster de 31 accesiones de
tomate utilizando el método de WARD
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Segtin Rodriguez et al. (2011), se puede
plantear la hipotesis que el tomate evo-
luciono de una forma pequeiia y esférica
a una gran diversidad de formas y ta-
mafos. Esto quiere decir que el tomate
con forma esférica y de menor tamafio,
tiende a ser silvestre y mientras mas
diversas las formas de los frutos, tien-
den a ser proximos al tomate cultivado.

Estudio de la diversidad genética del
tomate silvestre a nivel molecular

El analisis molecular de la diversidad
genética del tomate silvestre, se realizd
con 19 marcadores microsatélites, de los
cuales solo 13 amplificaron en las 32
accesiones de tomate. Con estos datos,
se obtuvo una matriz binaria y se anali-
70 la diversidad genética (Cuadro 2).

Los iniciadores con mayor polimorfis-
mo en estas especies es el SSR333-F,
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con un PIC del 82% y un indice de hete-
rocigocidad (H) del 83%. El TOM49-N,
con un PIC del 82% y H del 83%. El
TOM?236-P y el LEVCOHI15-F con un
PIC del 80% y H del 82%.

Los marcadores microsatélites SSR96 y
SSR349, dieron un bajo polimorfismo
con 45% de PIC y 53%de H, sin embar-
go, Forrest (2008) gener6 un mayor
porcentaje de PIC Y H en estudios de
tomate con estos marcadores. Los mar-
cadores que presentaron bajo polimor-
fismo en el presente trabajo, segun la
base de datos de marcadores microsaté-
lites, solo fueron probados en varieda-
des de tomate cultivado y en especies
silvestres como S. pimpinelifolium, S.
habrochaites y la S. penneli. No existen
registros en esta base de datos que indi-
que que fueron probados en otras espe-
cies silvestres de tomate, como S. neo-
rickii 0 S. chmielewskii.

Cuadro 2. Andlisis de diversidad genética de tomate
para trece marcadores microsatélites

Marcador Numero

de alelos
LEVCOH15-F 12
SSR318-V 7
SSR333-F 17
SSR349A-N 5
SSR383-N 6
SSR47-F 6
SSR63-F 8
SSR96-N 6
TOM152-F 8
TOM184-V 6
TOM188-V 13
TOM236-P 13
mTOM49-N 12

Ae

5.66
3.70
6.05
2.43
3.80
3.71
4.76
1.91
2.82
3.40
3.94
5.62
5.96

An PIC H
(%) (%)

8.18 80 82
13.86 70 73
6.65 82 83
18.00 53 59
15.33 69 74
16.50 69 73
11.25 76 79
13.17 45 48
8.88 62 65
16.50 67 71
7.54 73 75
7.46 80 82
8.67 81 83

Fuente: Elaboracion propia. Numero efectivo de alelos (Ae); Numero promedio de Alelos (An);
Contenido de informacion polimaérfica (PIC); Valor de la heterocigosidad (H)
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Andlisis de Conglomerados del tomate
silvestre en base a datos moleculares

El cluster generado a partir accesiones
de tomate silvestre muestra una estruc-
tura genética definida en la Figura 3.
Se pueden distinguir grupos al interior
de esta poblacion que corresponden a
las silvestres y las asilvestradas. En
este cluster se visualizan dos grandes
grupos coincidiendo los resultados del
Analisis de Coordenadas Principales.

En el grupo I estan presentes todas las
accesiones denominadas asilvestradas
(LA2076, LA2077, LA2660, LA2807,
LA2871, LA2977, LA2095 vy
LA2696), la cultivada Rio Fuego, la
CPLO003, la CP003 y todas las accesio-
nes CL001, CL005, CL008, CLO10,
CLO11, CLO12, CLO13 y CLO14. El
grupo II estd conformado por las acce-
siones denominadas silvestres CPLO0O1,
CPL004, CPL005, CPL006, LA1028,
LA2695, LA2680, LA1716, LA2133,
LA2319 y la accesion LA2660.

En el cluster de la Figura 3, se observa
que las accesiones de variedad ceraci-
forme LA2076, LA2077, LA2660,
LA2807, LA2871, LA2977, LA2095 y
LA2696), la cultivada Rio Fuego, la
CPL003, la CP003 y las CLOOI,
CL005, CLO008, CLO010, CLO11,
CLO012, CLO13 y CLO14 forman sub
grupos con un coeficiente de similitud
entre 0.6 y 0.7, mostrando una amplia
diversidad genética. A diferencia de
otros estudios Arias et al. (2010) y
Peteira et al. (2001), obtuvieron baja
diversidad genética en variedades cera-
ciformes.

Este analisis de conglomerados permi-
ti6 identificar accesiones potencialmen-
te duplicadas, como es el caso de las
accesiones CLO001, CL002, CLO12,

CLO013, LA2660 y LA2807 que indican
ser cercanas genéticamente.

Las accesiones CL005, CLOO8 y la
CLO10 colectadas en Bolivia, con las
accesiones bolivianas LA2076, LA2077,
LA2807, LA2871, y LA2095 repatriadas
del TGRC, ademas de la accesion co-
lombiana LA2696, presentan similitud
genética, como se muestra en el grupo I;
esta similitud puede ser debida a que
tienen como caracter comun, las mismas
condiciones edafo climaticas, segin las
notas de coleta del TGRC.

Figura 3. Cluster que agrupa
32 accesiones de tomate

La accesion CPLO003, clasificada como
silvestre, se encuentra en el grupo II en
una de las ramas con las variedades ce-
raciformes, incluyendo la variedad culti-
vada Rio Fuego. Seglin informes Crespo
et al. (2010), las muestras fueron colec-
tadas en el jardin de una casa en Sorata
(La Paz), considerandola una mezcla de
silvestre y cultivada.
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Igualmente en el grupo II se observa
que las accesiones denominadas silves-
tres y clasificadas como S. neorickii
CPLO001, CPL004, CPL0O05 y CPL006
estan dentro del grupo de las accesio-
nes pertenecientes a la especie S. chie-
mielewskii. Segun Areshchenkova y
Ganal (1998) se debe a que el uso de
marcadores moleculares como los mi-
crosatélites, ha garantizado mayor efi-
cacia en los resultados, sobre estudios
de diversidad genética en tomate y en
muchas especies de plantas. A diferen-
cia del andlisis morfologico que no
discriminé entre la especie S. neorickii
y S. chiemielewskii.

De todas las accesiones de variedad
ceraciformes, la accesion LA2660,
posee el tamano de fruto mas pequeio.
En la Figura 3 se observa que la acce-
sion parece una transicion entre las
silvestres y las asilvestradas llamadas
cerasiformes. Por tanto, se confirma la
hipotesis de Rodriguez et al. (2011)
que menciona que mientras mas pe-
quefio el fruto tiende a ser mas silves-
tre.

Clasificacion taxonomica de los toma-
tes silvestres bolivianos colectados de
distintas regiones de Bolivia en base a
criterios morfologicos y moleculares

En base al andlisis a partir de datos
morfologicos, no se observa con clari-
dad la diversidad genética en todas las
accesiones.

El analisis molecular pudo corroborar
que las accesiones CPL0O01, CPLO004,
CPL0O0S5 y CPLO06, pertenecen a una
especie silvestre y ademas que esta
emparentada a la especie S. chmielews-
kii y no asi a la especie S. neorickii.
Esto puede deberse a que las dos espe-
cies, desde un punto de vista morfolo-
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gico, son muy parecidas. Segun Peralta
et al. (2008) la especie S. chmielewskii
es hermana de S. neorickii y es dificil de
distinguir las especies sobre todo en
ausencia de flores. Las flores de S.
chmielewskii son casi del doble del ta-
mafo de las flores de S. neorickii entre
otras caracteristicas morfoldgicas de la
flor.

El resto de las accesiones colectadas en
Bolivia con el cédigo CL, se encuentran
relacionadas genéticamente a la especie
S. Iycopersicum var. ceraciforme repa-
triadas del TGRC. Las accesiones CL0O14
y la CP003, son las tUnicas accesiones
que muestran relacion genética con el
tomate cultivado Rio Fuego.

Conclusiones

e El estudio morfolégico y molecular
de 32 accesiones, confirmé la exis-
tencia de diversidad genética para la
especie S. lycopersicum var. ceraci-
forme.

e El analisis morfologico muestra baja
diversidad genética y ciertas diferen-
cias entre silvestres y asilvestradas.

e Los datos moleculares corroboran el
analisis morfologico en la formacion
de dos grupos. Este analisis diferen-
cia claramente los silvestres de los
asilvestrados, por lo que se puede
concluir que son genéticamente dis-
tintos.

e Las especies colectadas (codigo
CPL), clasificadas como S. neorickii
presentan una distancia genética es-
trecha con la especie S. chmielews-
kii, pudiendo concluir que pertene-
cen a esta ultima especie.
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