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ARTICULO CIENTIiFICO

Phylogeny of lulo, tree tomato
and their wild relatives

ABSTRACT

Among the Solanaceae family of plants, the
monophyletic genus Solanum is the most diverse one.
Among the Solanum genus, S. quitoense Lam. (lulo)

and S. betaceum (tree tomato) represent some of the
most promising species to become premium crops

for local and export markets. S. quitoense and its wild
relative S. hirtum belong to the Leptostemomum clade

and S. betaceum and its wild relative S. unilobum

belong to the Cyphomandra clade of the Solanum genus.
Previous studies have reported that Leptostemomum

and Cyphomandra form a sister clade to the Potato clade
(which groups S. lycopersicum and S. tuberosum among
others). An alternative hypothesis explains that these
three clades form a polytomy inside the Solanum genus.
In order to clarify the relationships among the species of
the Solanum genus and to contribute in understanding
its divergence process, we conducted phylogenetic
analyses with COSII markers. Results obtained support
that Leptostemomum and Cyphomandra form a subclade
which is sister to the Potato clade. In addition, our results
suggest that divergence of S. hirtum and S. quitoense
happened 1 million years ago approximately, and that of
S. unilobum and S. betaceum occurred about 450 thousand
years ago. Both of these periods are coincident with
global climate changes which have been associated with
the diversification processes of several Andean clades.

Keywords: Cyphomandra betacea, biogeography,
Solanaceae, clade, Solanum.
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Filogenia de lulo, tomate de arbol y
sus parientes silvestres

Oscar C. Bedoya-Reina', Luz Stella Barrero?

RESUMEN

Dentro de la familia Solanaceae, el género monofilético
Solanum es el mas grande y diverso. Dentro de este género,
S. quitoense Lam. (lulo) y S. betaceum Cav. (tomate de
arbol) representan dos de las especies mas importantes
de Solanaceas neotropicales para convertirse en cultivos
prominentes en mercados locales y de exportacion. S.
quitoense y su pariente silvestre S. hirtum pertenecen al clado
Leptostemomum del género Solanum, mientras que S. betaceum
y su pariente silvestre S. unilobum pertenecen al clado
Cyphomandra del mismo género. En estudios filogenéticos
previos se ha reportado que el clado Leptostemomum y
el Cyphomandra podrian formar un clado hermano al de
Papa (que agrupa a S. lycopersicum y S. tuberosum entre
otras especies); alternativamente, estos tres clados formarian
una politomia al interior del género. Con el proposito de
clarificar las relaciones entre los clados del género Solanum y
contribuir con el entendimiento de su proceso de divergencia,
el presente estudio utilizo secuencias de marcadores COSII
para conducir analisis filogenéticos y de dataciéon. Los
resultados obtenidos soportan la hipdtesis que indica
que Leptostemomum y Cyphomandra forman un subclado
hermano al clado Papa. Adicionalmente, éstos sugieren
que la divergencia entre los pares S. hirtum y S. quitoense,
y S. unilobum y S. betaceurmn ocurrié hace aproximadamente
un millén y 450 mil afios respectivamente, periodos que
coinciden con eventos de cambio climatico a los que se les ha
atribuido la diversificacién de varios clados andinos.

Palabras clave: Cyphomandra betacea, biogeografia, Solana-
ceae, clado, Solanum.

INTRODUCCION

LA FAMILIA SOLANACEAE comprende entre 9.000 y 10.000
especies distribuidas globalmente (Bernatzky y Tanksley,
1986a; Bohs, 2007; D’Arcy, 1991; Lobo, 2006); dentro de
ésta, el género monofilético Solanum es el mas grande y
diverso, agrupando entre 1.000 y 2.000 especies amplia-
mente distribuidas desde selvas lluviosas hasta desiertos
(Bohs, 2007; Chung et al., 2006; Heiser y Anderson, 1999;
Manoko et al., 2008). Las especies del género Solanum
revisten gran importancia econdémica, algunas de ellas
hacen parte de la dieta tradicional en diferentes partes del
mundo (incluyendo tomate y papa) y otras son apreciadas
por su potencial como frutales novedosos (Bohs, 2007;
Heiser, 1985; Heiser y Anderson, 1999; Knapp, 2002).
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Dentro del género Solanum, S. quitoense Lam. (lulo) y
S. betaceum Cav. (tomate de arbol) representan dos de las
especies mas importantes de Solanaceas neotropicales
para convertirse en cultivos prominentes en mercados
locales y de exportacion (Heiser y Anderson, 1999; Lobo,
2006). S. quitoense pertenece a la seccion Lasiocarpa del
clado Leptostemomum que agrupa cerca de 13 especies tro-
picales principalmente distribuidas en Colombia, Ecuador
y Venezuela (Bohs, 2004; Heiser, 1972; Heiser, 1985; Miller
y Diggle, 2003). Es una planta alta (2 metros) con desa-
rrollo de coloraciéon purptirea pronunciada en el tallo y
las hojas, y frutos pequefios y medianos de color naranja
cuyo sabor ha sido descrito como una mezcla de naranja,
pifia y tomate (Bohs, 2004; Heiser, 1972; Heiser, 1985;
Heiser, 1989; Heiser y Anderson, 1999; Miller y Diggle,
2003). Dos variedades botanicas de esta especie han sido
reconocidas: quitoense, forma sin espinas, y septentrionale,
forma con espinas encontrada en Panama, Costa Rica
y la parte central de Colombia (Heiser, 1972). El lulo es
una planta de cultivo que, en tanto tiene caracteristicas
de una silvestre (alogamia, presencia de antocianinas y
alto nimero de semillas, entre otras), es considerada una
especie en proceso de domesticacion (Lobo et al., 2007). El
tomate de arbol es un arbol relativamente pequefio (2-7
metros) nativo de los Andes, con frutos ovoides entre 4
y 10 centimetros de longitud que se consume crudo, en
jugos y mermeladas (Heiser, 1972). Pertenece a la seccion
Pachyphylla del clado Cyphomandra (Solanum) que agru-
pa 46 especies, se cultiva alrededor del mundo en areas
subtropicales y tiene poblaciones silvestres en el sur de
Bolivia y el norte de Argentina, sitios considerados su cen-
tro de origen (Heiser y Anderson, 1999; Kou et al., 2009;
Lobo et al., 2000).

Los parientes silvestres de S. quitoense y S. betaceum
son una fuente de caracteristicas deseables que pueden
ser facilmente explotadas en mejoramiento genético
(Heiser, 1985; Lobo et al., 2007). Asi, el desarrollo de
hibridos entre las especies cultivadas y sus relativos
silvestres ha sido una estrategia exitosamente utilizada
para introducir resistencia a patdgenos, una barrera
comun para la explotacion comercial de lulo y tomate
de arbol (Benitez et al., 1991; Heiser, 1989; Lobo et al.,
2007). Los cruces entre S. hirtum (seccién Lasiocarpa del
clado Leptostemomum) y S. quitoense han resultado en
variedades con sabores agradables, parecidos o mejores
que los del lulo y resistencia al nematodo de la pudricién
de la raiz; también se han desarrollado hibridos entre S.
unilobum (seccion Pachyphylla del clado Cyphomandra)
y S. betaceum con resistencia mejorada a la antracnosis
(Lobo et al., 2000).

Aunquelataxonomiadel género Solanumes compleja por
su tamafo y diversidad morfologica, las aproximaciones
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moleculares han sido ttiles para elucidar su estructura
filogenética. Con el uso de datos moleculares del gen ndhF
de cloroplasto y las regiones nucleares ITS y waxy, al menos
doce clados mayores se han encontrado bien soportados
dentro del género (Leptostemonum, Dulcamaroide,
Morelloide, Normania, Archaesolanum, Africanas sin espinas,
Papa, Regmandra, Thelopodium, Brevantherum, Geminata
y Cyphomandra) (Weese y Bohs, 2007). Varios de estos
clados conforman grupos infragenéricos reconocidos
previamente con base en su similitud morfoldgica; sin
embargo, otros representan nuevos agrupamientos no
sugeridos previamente (Bohs, 2004; Weese y Bohs, 2007).
A pesar de los estudios moleculares conducidos en cuanto
al género, auin existen incongruencias en las relaciones
de estos clados, mayormente debidas a la baja resolucién
dada por algunos genes (Weese y Bohs, 2007).

El clado Cyphomandra (sensu Weese y Bohs 2007) es
uno, con buen soporte, que agrupa especies neotropicales
en tres secciones: seccién Pachyphylla (Dunal) Dunal,
seccion Cyphomandropsis Bitter y seccion Glaucophyllum. A.
Child. Todos los taxones del clado son arbustos lefiosos o
arboles pequenios y la mayoria tienen poros en las anteras
relativamente pequefios que no se abren en rendijas
longitudinales (Bohs, 2007). Las sinapomorfias mas
consistentes del grupo son la presencia de cromosomas
muy largos, y grandes cantidades de ADN nuclear que
han sido encontradas en todas las especies del clado
(Stevens, 2001 y en adelante; Bohs, 2007). Anteriormente,
la seccion Pachyphylla era formalmente reconocida
como el género Cyphomandra Sendt., cuyas especies se
encuentran distribuidas desde México hasta el norte
de Argentina y el sureste de Brasil (Stevens, 2001 y en
adelante; Bohs, 2004; Bohs, 2007). La sinapomorfia que
define a la seccién Pachyphylla es la presencia de anteras
conectivas alargadas que funcionan al menos en algunas
especies como osmoforos florales para atraer abejas
macho (Gracie, 1993). Analisis moleculares (Bohs, 2007)
indican que el género Cyphomandra se encuentra anidado
dentro del género Solanum, y por ello todas las especies de
Cyphomandra fueron transferidas al género Solanum (Bohs,
2004; Bohs, 2007).

De otra parte, el clado Leptostemonum (sensu Bohs
2004) agrupa especies con espinas y tricomas estrellados
en dos secciones: seccion Lasiocarpa Dunal y seccion
Acanthophora Dunal (Bohs, 2004). La seccion Lasiocarpa
une cerca de 12 especies de arbustos perennes o pequeros
arboles con centro de distribuciéon en el noroeste
suramericano (Colombia, Venezuela, Ecuador y Pert1)
cuya distribucion se extiende hacia América Central y
el noreste suramericano (Stevens, 2001 y en adelante;
Bohs, 1994; 2004; 2007). Las caracteristicas morfoldgicas
que definen la seccién incluyen unidades simpodiales
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difoliadas, hojas largas onduladas inflorescencias no
ramificadas, corolas y tricomas estrellados con rayos
laterales reducidos (Bohs, 1994; 2004; 2007). A pesar la gran
cantidad de datos moleculares y morfologicos acumulados,
los especialistas no han alcanzado un consenso respecto a
las relaciones filogenéticas de los taxones en este clado,
debido especialmente a los conflictos de topologias de
diferentes tipos de datos y la baja resolucion en algunos
clados (Bohs, 1994; 2004; 2007).

Para mejorar la comprension y promover el acceso a
la diversidad genética de los parientes silvestres de lulo
y tomate de arbol, el objetivo del presente estudio fue
conducir analisis filogenéticos de seis especies del género
Solanum: S. lycopersicum, S. tuberosum, y S. quitoense y
S. betaceum, con sus parientes silvestres S. hirtum y S.
unilobum, respectivamente. Con este estudio se espera
contribuir a la clarificacién de las relaciones filogenéticas
de los clados que conforman el género y obtener una
idea de los procesos biogeograficos que les dieron origen.
Este estudio utiliza marcadores COSII (Wu et al., 2009a;
2009b), un nuevo tipo de herramienta molecular en
astéridas compuesta de secuencias de ADN de genes
ortélogos que han sido transferidos exitosamente a S.
quitoense, S. betaceum y parientes silvestres (Pratt et al.,
2008) y que ofrecen una imagen mas amplia de todo el
genoma, en comparacion con la obtenida por el analisis
de secuencias nucleares y de cloroplasto (Clegg, 1993;
Graham y Olmstead, 2000; Palmer et al., 1988).

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y aislamiento de ADN

Para el presente estudio, se incluyeron muestras de uno a
dos individuos de una accesion por cada especie estudia-
da; éstas fueron obtenidas del banco de germoplasma de
Colombia a cargo de Corpoica (C.I. La Selva, Rionegro,
Antioquia, Colombia) y de la Universidad de Cornell
(Ithaca, Estados Unidos). Se incluyeron dos individuos de
la accesion 041142 de S. quitoense (Universidad de Cornell,
Estados Unidos) donados por el profesor C. Heiser de la
Universidad de Indiana, Estados Unidos, un individuo
de la accesion ILS 505 de S. betaceum (Corpoica) proce-
dente del departamento de Antioquia, dos individuos
de la accesion ILS 3234 de S. hirtum (Corpoica) de Aguas
Calientes, Santander, y un individuo de la accesién ILS
3332 de S. unilobum (Corpoica) de Santa Cruz, Bolivia.

El ADN gendmico total fue aislado de hojas jovenes
usando el procedimiento descrito por Bernatzky y Tanks-
ley (1986b). Para ello, aproximadamente 25 gramos de
hojas jovenes fueron homogenizados en un mortero con
150 mililitros de tampodn de extraccion (100 mM Tris pH

8,0; 0,35 M Sorbitol; 5 mM EDTA y 1% B-mercaptoetanol),
filtrados y centrifugados a 700 g durante 15 minutos. El
producto fue resuspendido en tampon de extraccién,
ajustado a 1% de CTAB, 1 M NaCl, 25 mM EDTA, y luego
calentado a 60 °C durante 20 minutos. Para precipitar el
ADN, fue lavado una vez con una soluciéon cloroformo/
etanol (24:1 v/v) y su fase acuosa fue mezclada con dos
tercios de su volumen de isopropanol. Posteriormente,
el ADN extraido se lavd con una solucion 76% etanol, 10
mM acetato de amonio pH 7,0, y se diluyo6 a una concen-
tracion final de 2 ng/pl.

Amplificaciéon de marcadores COSII y secuenciacion

Para el presente estudio, se secuenciaron seis marcado-
res COSII (At2g47580, At3g07100, At3g52120, At3g63190,
At3g63490, At4g34350) buscando muestrear diferentes
regiones gendmicas. Esta seleccion se sustento en la posi-
cion de los marcadores en el mapa EXPEN 2000 de tomate
(Mueller et al., 2005), tomando en cuenta que se ha obser-
vado una sintenia alta en las especies del género Solanum
(Huang et al., 2005; Wu et al., 2009a; 2009b).

Para amplificar y secuenciar los marcadores, se obtu-
vieron cebadores universales a partir de la base de datos
de la Red Genomica de las Solanaceae (SGN) (Mueller et
al., 2005). La amplificacion por PCR del ADN gendmico
se condujo utilizando los cebadores seleccionados, en un
volumen de reaccién de 20 microlitros con aproximada-
mente 20 nanogramos de ADN gendmico, 0,2 pg de ambos
cebadores, 0,125 mM de cada uno de los cuatro dNTP, 0,25
unidades de Taq polimerasa y 2,56 mM de MgMCl,. Las
condiciones de amplificacion fueron 3 minutos a 94 °C y
30 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C, y 2
minutos a 72 °C, seguidos por un paso de extension final
de 5 minutos a 72 °C. Los productos amplificados de ban-
das sencillas fueron limpiados con Exo-SAP-IT (Amers-
ham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, EE.UU.) y
secuenciados con el cebador directo en un solo paso.

Procesamiento de cromatogramas y edicion
de secuencias

Los cromatogramas fueron procesados con el grupo de
programas desarrollado por Ewing y Green (1998); el
llamado de bases, asignacién de calidad y corte de secuen-
cias se realizé6 con PHRED 0.020425.c, el ensamble de
secuencias se condujo con PHRAP y la edicion posterior
se realizo en Consed 17.0 (Gordon et al., 1998). Aquellos
marcadores secuenciados para mas de un individuo por
especie fueron ensamblados en una sola secuencia.

Las secuencias de ortélogos de los marcadores analiza-
dos de Solanum lycopersicum (tomate), Solanum tuberosum
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(papa), Capsicum annuum (pimenton), Coffea canephora
(café) y Arabidopsis thaliana fueron obtenidas de la base
de datos de COSII de la SGN (ftp://sgn.cornell.edu/
cosii/ortholog_sequences/) (Mueller et al., 2005). Por su
identidad, las secuencias del marcador At3g52120 para
papa y tomate fueron completadas con las secuencias de
unigenes SGN-E601714 y SGN-E247720 respectivamente;
de igual manera la secuencia de café para el marcador
At4g34350 fue complementada con la del unigen SGN-
U352133, disponibles todas en la misma base de datos.

La totalidad de las secuencias de cada marcador
fueron unidas en matrices y posteriormente alineadas
utilizando Dialign 2.2.1 (Morgenstern, 2004). Las matrices
alineadas fueron editadas y corregidas manualmente,
eliminando las regiones no presentes en las secuencias de
referencia (aquellas descargadas de la base de datos de
COSII del SGN) (figura 1). Adicionalmente, se construyd
una matriz combinada, que reunia la totalidad de las
secuencias editadas y corregidas manualmente. Dado que
las secuencias de referencia (Arabidopsis thaliana, Capsicum
annuum, Coffea canephora, Solanum betaceum, Solanum
hirtum, Solanum lycopersicum, Solanum quitoense, Solanum
tuberosum y Solanum unilobum) pertenecen a unigenes
ensamblados con un marcador de secuencia expresada
o EST (acronimo del inglés expressed sequence tag), se
asumio que todas las regiones removidas no eran exones
y podrian interferir en los andlisis posteriores.

Andlisis de datos

Se realizaron analisis filogenéticos con las matrices ali-
neadas bajo los criterios de méxima parsimonia (MP) y
maxima verosimilitud (ML) en PAUP* 4b10 (Swofford,
2004), eligiendo como grupo externo a Arabidopsis thalia-
na (Brassicales). Para los analisis de maxima parsimonia
se realizaron busquedas exhaustivas con el algoritmo
“branch and bound” soportadas con 1000 repeticiones con
el andlisis de remuestreo (método bootstrap —BS). El anali-
sis de maxima verosimilitud se condujo con la matriz de
los genes unidos, utilizando el modelo TIM+G con para-
metros seleccionados por el criterio de informaciéon de
Akaike en ModelTest 3.7 (Posada y Crandall, 1998); y fue
soportado por 100 réplicas con el analisis de remuestreo.
Clados con soporte de analisis de remuestreo superior a
75 se asumieron como bueno, y aquéllos con soporte infe-
rior a 75, como bajo.

La datacion de la filogenia se realiz6 en r8s 1.71 (Sander-
son, 2006) utilizando como base la topologia reconstruida
por maxima verosimilitud y las tasas de sustituciones
obtenidas con ModelTest. Para calibrar el reloj molecular,
se utilizaron tres puntos diferentes: la fecha de divergen-
cia del orden Brassicales (85-90 millones de afios), la del

Corpoica Cienc. Tecnol. Agropecu. (2009) 10(2), 180-190

orden Gentianales (83-89 millones de afios) y la del orden
Solanales (82-86 millones de afios) (Wikstrom et al., 2001).
Para probar si la matriz era ultramétrica (y podia usarse
directamente como reloj molecular) se condujo un test de
probabilidades (likelihood ratio test -LRT), usando los
valores de verosimilitud de las topologias obtenidas al
forzar el reloj molecular y al no hacerlo. Dado que las dife-
rencias del LRT fueron significativas (P < 0,05), el método
utilizado para datacion fue LF con reloj molecular local y
tres parametros diferentes: uno para Arabidopsis thaliana,
otro para café y otro para las Solanaceae (C. annuum, S.
betaceum, S. hirtum, S. lycopersicum, S. quitoense, S. tubero-
sum 'y S. unilobum). La validez de la datacién se comprobd
realizando validaciones de datos cruzados que en todos
los casos confirmaron la robustez del analisis realizado.

RESULTADOS
Analisis filogenéticos

Secuencias gendmicas de seis marcadores COSII se obtu-
vieron para cuatro especies de dos clados del género Sola-
num: S. hirtum y S. quitoense (clado Leptostemonum); y S.
betaceum y S. unilobum (clado Cyphomandra); adicionalmen-
te, secuencias de los mismos marcadores para dos especies
del clado Papa (S. lycopersicum y S. tuberosum), Capsicum
annuum, Coffea canephora y Arabidopsis thaliana se obtuvie-
ron de bases de datos del SGN (ver Materiales y métodos)
(Mueller et al., 2005). Para cada marcador se construyeron
matrices que fueron alineadas, corregidas y editadas, con
cuya union se cre6 una matriz combinada (figura 1).

Con las matrices de los genes alineados se condujeron
andlisis cladisticos por maxima parsimonia, mediante
una busqueda exhaustiva soportada por 1000 réplicas de
bootstrap (figura 2). Respecto a las topologias obtenidas con
cada uno de los marcadores, At2g47580 define dos clados:
el primero es integrado por C. canephora de divergencia
basal soportado con un valor de 100 en el andlisis de
remuestreo, y el segundo esta conformado por las especies
de la familia Solanaceae, con un valor de 77 con este
mismo analisis. Este altimo, en su parte basal presenta
un politomia integrada de las especies del clado Papa,
C. annuum y un subclado que con bajo soporte agrupa
a las especies esperadas de los clados Cyphomandra y
Leptostemonum. La topologia obtenida con el marcador
At3g07100 define los mismos grupos que el gen At2g47580,
solo que no tiene poder para discriminar los clados
Cyphomandra y Leptostemonum cuyas especies agrupa en
una politomia bien soportada. La topologia reconstruida
con el gen At3g52120 es totalmente dicotomizada; el clado
que agrupa C. canephora y aquel que agrupa las especies
de la familia Solanaceae tienen una divergencia basal bien
soportada. Dentro del clado que agrupa a las especies de la
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Gen Al2g47580

A, thaliana T AT AT AR A T O T AT CCAC T T T CT CT A T T CC e AR AT ACT CoACAT AT T COCCT I TAACACCT T TAACCACAAACCACAACCTTCOCTAC-TCTTCOACA | AACCTATTIGAAS
C. annuum TACAACACTTCAACAMA T CACTCCACCCTCTCTTCTCACACT TTCCCARCATACTCCACCTITTACCAT TCAAAACCCTAAMCCAT AAACCACAACCCTCOCTAC-TCTTTCACC | ACATTCTICAAS
C. canephorg | AAGAAGAGTTCAAGAGATCTCTGTATGCATIGTTTTCCCAGTATCCEACCATCCTCCACATICTTCCCTTCAMAACAMCCAMACTTCCAGCGCACGCTTCCCTTG-TATTTACTG | AMATTGTTGAAR
5. betaceum TICTACAACT CAACAMA T CCATCCACCCTCTCTTCTCACACT TTCCTAACGATACTCCACCTITTACCAT TCAAAACCCTAMCCAT AARCCACACCOCTCOCTACQTCTTTICATA | ACATICTICAAS
S. hirtum T TACAC T T AR A T CCA T CCACCCT TG T T CT CACAC T T CCCTARGATACT CoACCTITTACCAT I CACAACCCTAAACCAT AAACCACACCCCTCOCTAC-TCTTIGATA | -—-—-CTIG-AC
5. lycopersicum | TTGAAGAGCTCARGAMA T CCATCCACCCTGCTCTTCTCACAGTTTCCTAMGATACTCCACSTTTTAGCAT TCARAACCCT AAAGCAT AANGCACACCCSTCCCTAG-TCTTTGATG | AGATTCTICAAS
5. quitoense TG TACAC T T AR AT CCA T CCACCCTCTCT T CT CACAC T T CCCTARGATACT COACCTITTACCAT I CACACCCTAAACCAT AAACCACACCCCTCOCTAC-TCTTIGATA | -—-—-CTTIG-AC
5. tuberosum | TAGAAGAGCTCARGAMATCCATGCACCCTGTCTTCTCACAGTTTCCTAAGATACTTICAGSTITTAGCAT TCAAAACCCT AAAGCATAANGEACACCCSTCCCTAG-TCTTTGAGS | AGATTCTIGAAS
5. unilobum T TAN AT CAAN A T CCA T e CCCT G T CT T CT CACAC T T T CCTARGATACT COACCT I TTANCAT T CAAMACCCT AAACCAT AAACCACACCCCTCOCTAC-TCTTICA-~ |ACGATTCTIG-AL

Al3907100
CITTICTATCCCAAT-TTATTCCCTCTTCACCAAT CoCTCT TARACCCATCACCACCCCACCATCACT TTAAACACCTATTAACCACATTCCCCCTCLCTCCACACACTTTCCATICTACACCCOCTT | T-COTARCCATCCA
CTTICTATATCCTAAC-TTGATCOCTATACATCAATATCTICTAMAAMAACCAT CTTCACCT CACCACT CTAAAGACAT CTTCAAACACCTTCCACT TACAGCACACACCTTACATCOCCAGCCTCTC | ~COCTARCAATCCM
CTTCTCTATCCAMAT-CTCATTCCaCTACATCACTATCTCT T- -~ CAACCCATCTTTICCOCATCAAT CACACAACATTTCCAACACACT TCCACTTICTCCACACACCCTACACT CAACCCCAATT | ~CoCTARCAATCCS
CTTCTATATCCTAACY TTCAT COCTATACAT CAATAT CT I CTAAACI AR CCAT CTTCACCT CACCACT CTAAAGACAT CTTCAAACCCCTTCCACT TACAGCACACACCTTACATCOCCAGCCTCTA | TCOCTA-CAATCCM
CTTCTATATCCTAAC-TTCATCCCTATACATCAATATCTICTARACAAACCATCT TCACCT CACCAN T CTAAACACAT CTTCAMACCCCTTCCACTTACACCACACACCTTACATCOCC -~ = === == | === =TA-CAATCCA
CTTICTATATCCTAAC-TTCATCOCTATACATCAATATCTICTAMAMAACCAT CTTCOCCACACCACT CTAAACACAT CTTCAAACCCCTTCCACT TACAACACACACCTTACATCOCCAGCCTCTC | TCOCTARGCATCCM
CTTCTATATCCTAAC-TTCATCCCTATACATCAATATCTICTARACAAACCATCTTCACCT CACCATICTAAMACACAT CTTCAAACCCCTTCCACTTACACCACACACCTTACATCOCC -~ = === == | TCCCTA-CAATCCA
CTTCTATATCCTAAC-TTCATCCCTATACAT CAATAT CT T CTAAAAMAA CCAT CTTCACCT CACCACT CTAAACACAT CTTCAMACCCCTTCCACT TACAT CACACACCTTACATCOCCAGCCTCTC | TCOCTARCCATCCM

CTTCTATATCCTAAC-TTCATCCCTATACAT CAATAT CTTCTAAACAAACCATCTTCACCTCACCACT CTAAACACATCTTCARACCCOTTCCACTTACACCACACACCTTACATCOCCACCCTCT.

TCCCTA-GAATCCA

A13952120

ACCCCATTIGAGCACATTACACCCCAMMACAATCCT TACACCATITAMATTICTITTTC TC-—CCeCACTACAACTACTATCTATICACCCT Qe TCARGACCAAMAATTAATT
ACACACTTIGACCATATCACACCCCAMAACAAT COACCACACACACCAT T TAACT ICTTAT T TCAT CARACCTCTCCTGAT TACAACT ACTATCAATATCAACT TACT CAACACCAAIMACCCTCTA
ACCCACTTTIGAACATATTACACCTCAMMAMMMATCCTCEACACACTCCCTIT T-T-CIGATTATAACTACTATCAATATCCCCTTACTCAAGACCACAACCCTCTC
ACCCACTTICAGAATATCACACCCCAMACAAT COACCACACACAT TAT T TAAC T AT CART CACMA T CTTICTCTCCT AT TACAMAT ACTAT CAAT ATCCACT TACT CARCACCAAMAC L~ -~~~
ACCCACTTTIGAGAATATCACACCTCAMMAGAATCCCCEACACACACCATTTAACTAT CAAT CAAMATCTTTICTCTCCTCAT TACAAATACTATGAATATCCACT TACTCARGACCAARMACCCTCTA

CACCTTGAACGCTAT
CACTTTAMACTCTAT
CCTCTTGAACGCTAT
CACTTTAMACTCTAT
CACTTTIGAACTCTAT

ACCCACTTICACAAT AT CACT CoC AT CoC oA A CAC SO CAT T TAAC T ICTTAT T TCAT CARACCTCTCCT AT TACAMAT ACTAT CAATATCACCTTACT CARCACCAAIL
ACCCACTTIGAGAATATCACACCCCAMACAAT COCCoACACACACCAT TTAACT AT CAAT CAAMATCTTICT CTCCT CATTACAAATACTATCAATATCOACT TACT CARCACCAARACCC -~~~
ACCCACTTIGACAATAT CACT COCCAMAMAT COACCACACACACCATTTAAC T TCTTAT T TCAT CARACCTCTCCT AT TACAMAT ACTAT CAATATCAACT TACT CARCACCAAIL
ACCCACTTIGAGAATATCACACCCCAMACAAT CCACCACACACAT TAT T TAACT AT CAAT CACAATCTTICTCTCCT CATTACAAATACTATCAATATCOACT TACT CAACACCAAMACCC -~~~
A3gB3190 Al3g63490
ACACAMACCCATICTCAATTCTCATCTICCTCTCACCCCTAATAACCATCCA | CCTCACCCTCCCTAMCCCAMCTCOCCACACTCTTA
ACACAACCCTATTICTTAACTCTCATCTCOCTATCACCOCAMAT AATCATCCA | TCTTAATTTCCCCAAGCCAMCACCTCARACTCTTA
ACAMIIACCAATTCTCAACTCTCACCTTCCTATCACACCAAACIATCATCCA | TCTCAATTTCCOCAMCCCCACACCCCACACCATTA
ACACAACCCTATTICTCAACTCTCATCTTCCTATCACCOCAMAT AATCATCCA | COTTAACCTCCCCAMCCCAMCACCTCARACT G- -~
ACACAMACCTATICTCAACT CTCATCTTCCTATCACCCOAAATAATCATCCA | CCTTAACCTCCCCAMCCCAMCACCTCAMACT - ==
ACACAAGCCTATICTCACCTCCCATCTTCCTATCACCCCARAATAATCATCCA | TCTTAACTTCCCCAACCCAMCACCTCAMMCTCTTA
ACACAMACCTATICTCAACT CTCATCTTCCTATCACCCOAAATAATCATCCA | CCTTAACCTCCCCAMCCCAMCACCTCAMMCT G-~
ACACAACCCTATICTCACCTCTCATCTTCCTATCACCCCARAATAATCATCCA | TCTTAACTTCCCCAACCCAACACCTCAMCTCTTA
ACACAACCCTATICTCAACT CTCATCTTCCTATCACCCOAAATAATCATCCA | CCTTAACCTCCOCAMCCCAMCACCTCAMCTCTAM

CACTTTAM
CACTTTIGAACTCTAT
CACTTTAM
CACTTTAMACTCTAT

TCTA

TCTA| TAT

CTCCCCTCCTCCTCTCOCCATCACAacCCTCCTTCCOCATCCC-TCETCATG-
CTCCEATCCTCOCCCCCCCAACCT--—CCTCCTTCTICATCOCCCTACTCCTIGA
CTGACATGCTCCCCTCOCCECCAACCTCCTCCTTCTCCTICTGCTGCTACTCT
CTCAGATCCTCOCCCCCIGAACCT-~-—GCTCCCTCCTCCTOCGCTACTACCGA
===CeATGCTCOCCCCCCGAACCC~--CCTCCCTCCTCCTCCGCTACTCOCGA
ATCAGATCCTCCCCCCCCGAACCT--—CTTCCTTCCTCCTCOGCTACTCCTGA
===CeATGCTCOCCCCCCGAACCC~--CCTCCCTCCTCCTCCGCTACTCOCGA
CTCACATCCTCOCCCCCLGAAGCT--~CTTCCTTCCTCCTCCGCTACTCCTGA
CTCACATGCTCTCCCCCCGAACCT-~-~CCTCCCTCCTCCTCCGCTACTACCCGA
Al8QI4350
~GACTCCGATTTCCACGOCAACCTCTTCOCTAACAACTTCACCACARCCCATAATTACAATCCTAA TTCCGTCATAA ACTCAAGCTCATCAATCCACACTACACCA-~ACACAC—====m=m ————-TC
ST AT T CGAT G~~~ CT ARG T T T T C O AACAAC T T AL A A ST T CTAAT TACAA T CoT AAACCT T T TCC T CACAMACAACCTACT CTTGAACT CAT CAAT COCCAC~~~TATACTAST CATATCATAAACAAATTC
ACACTCCCAATTTCACACCARCAACTTCACCCACANCT TAACTACCACCAACAAT TATAATCOCAMACCAT TTCCACACAMACAACACACT CTICACCT CATCARCCCCCACTACACCACCACTCACATCATARMACAMATIC
ST A AT T CGAT G-~ CT ARG T T T T OO G AACAAC T T A LA A A ST T CTAAT TAT AA T COT AAAGCT T T TCOACACAMACAACCTACTCTTGACCTCAT CAAT COACAC ~~~TATACTAST CATATCATARACAAACTC
TTYACACTICCAT G- -~ CTARCCT T T TCACCAACAACT TCACTACAACT CCTAAT TATAATCOTAMACCT TTTCCACACAMACANCCTACTCTICACCTCATCAAT COACAC - -~ TATACTACTCATATCATAMACAMATTC
ST A AT T CRAT C--—CT ARG T T T T COCCAACAA T CT AL CACAA ST CCTAAT TACAA T COT AAACCT T T TCOACACAMACAACCTACTCTTGAACT CATCAAT COCCAA~~~TATACCAST CATATCATCAACAAATTIC
TTCACACTICCAT G- -~ CTARCCT T T TCACCAACAACT TCACTACAACT CCTAAT TATAATCOTAMACCT T TTCOACACAMACANCCTACTCTICACCTCATCAAT COACAC -~ ~TATACTACTCATATCATAMACAMATTC
ST A AT T T GAT G- CT ARG T T T T C GG AACAA T T T CA LA CAA ST CCTAAT TACAA T CoT AAAGCT T T TCOACACAMAC A CCTACT CTTGAACT CAT CAAT COCCAC~~~TATACCACT CATATCATCAACAAATTC
CTCACACTICCAT G- -~ CTARCCT T TTCOCCAACAACT TCACCACAACT ICTAAT TATAATCOTAMACCT TTTCOACACARACANCCTACTCTICACCT CATCART COACAC - -~ TATACTACTCATATCATARMACAAACTC

AACAMATCCCTATACTTATICT ICCCCACAT CTTACT CTCAAACT COCTAAACCATATCCTTTTTH CTTGACCCTCCTCTTCACATTCCATATCAACCACCAMCCACTTTCC-ACACCACAS
A A A T oA T AT CA ST AT ACA T G e A AT T TAC C e T A A C T T CCACAC T CCTAT CCT T ICT CCT CoCCACT ACACCCTCCACT TCACATTCCTTATCAACCCACCAARCACTTTCC-ACCCCACGAS
AACCAAMA T CCAAACCA ST ACACAT CoCCCCAT T TACACT CAAACT TCCCoARCCATACCCCTTTTCCTCoCoACT TCAMCACCTCTTCACAT T CCTTATCAACCTACAAACCACTTICC-ARCACACAR
A A A T oA T AT CA ST AT ACA T G e C A A ST TAC C e T A A C T T CCACAC T CCTAT CCT T ICT CT T CCCCCoTTCACCCTCCACT TCACATTCCTTATCARCCCACCAARCACTT ~-COCARCACAC AL
AACCATAATCAATATCACSTATACAT CCCCAMCCTTACT CTAMACTTCCACACCCCTATCCTTICTCT

AACCATAATCAATATCACSTATACAT CCCCAMACCTTACT CTAMACTTCCACACCCCTATCCTTICTCT
A A A T oA T T T A TATACT T G e C A A T TAC O T A A C T T CCACAC T CCTAT CCT T T T I CT T CCCCCoTTCACCCTCCACT TCACATTCCTTATCARACCCACCAARCACTTTCC-ARCACACAC
AACCACAMTCCATATCASTATACAT CCCCAMACCTTACCCTAMACTTCCACACTCCTATCCTTICTICT TCAGCCTCCACTTCACATICCTTATCAACCCACCAAACACTTTCCOCAACACACAN

Figura 1. Alineamiento de seis marcadores COSII utilizados en el presente estudio. Cada seccion corresponde a la matriz alineada de las regiones
codificantes parciales de cada gen. La totalidad de las matrices alineadas se integré en una matriz combinada para realizar analisis por maxima parsimonia
y maxima verosimilitud y para datar las filogenias
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Figura 2. Consenso de la mayoria de los drboles més parsimoniosos obtenidos para cada marcador COSII. Los soportes del andlisis de remuestreo se
realizaron con 1000 réplicas y basquedas exhaustivas. Los nodos con valores inferiores a 50% se colapsaron en politomias

familia Solanaceae, se distinguen dos subclados: uno que
agrupa el clado Papa (que agrupa a su vez a S. lycopersicum
y S. tuberosum) y C. annuum con bajo soporte, y otro que
agrupa los clados Leptostemonum (que agrupa a su vez a S.
hirtum y S. quitoense) y Cyphomandra (que a su vez agrupa
a S. betaceum y S. unilobum) con un buen soporte.

El gen At3g63190 define al clado C. canephora y agrupa
las especies de la familia Solanaceae en otro clado con
buen soporte, en el cual hay tres subclados unidos en una
politomia basal bien soportada: el primero integra a S.
hirtum, el segundo a S. quitoense y el tercero agrupa tres
especies (S. betaceum, S. unilobum y C. annuum) y el clado
Papa (S. lycopersicum y S. tuberosum) con un bajo soporte.
La topologia reconstruida con el gen At3g63490 agrupa
en una politomia con un buen soporte cuatro especies
(S. unilobum, S. betaceum, S. hirtum y S. quitoense) y un
clado conformado por las especies restantes. Este ultimo
tiene una politomia con un soporte bajo que agrupa a
S. lycopersicum, S. tuberosum, C. annuum y C. canephora.
Finalmente, al igual que con el marcador At3g52120,
la topologia reconstruida con el gen At4g34350 esta
completamente dicotomizada. En la parte basal del
cladograma se desprende C. canephora y un subclado que
agrupa las especies restantes; este tiltimo esta conformado
por una dicotomia conformada por C. annuum y un
clado que agrupa a las especies del género Solanum. En
éste se agrupan con un buen soporte S. lycopersicum y S.
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tuberosum en un clado, y en otro los clados Cyphomandra
(agrupando S. unilobum y S. betaceum) y Leptostemomun
(agrupando a su vez a S. hirtum y S. quitoense).

Con la matriz de datos combinados, se realizaron
analisis de maxima parsimonia (figura 3) y maxima
verosimilitud (figura 4), soportados en el primer caso con
1000 réplicas con el analisis de remuestreo y en el segundo
con 100. Las topologias resultantes del andlisis por los
dos criterios son las mismas, totalmente dicotomizadas,
agrupando las especies en los clados previamente descritos
en la literatura. En la parte mas basal del filograma y
del cladograma reconstruidos se unen el grupo externo
(Arabidopsis thaliana) y un clado que agrupa las restantes
especies (todas astéridas I) con un buen soporte. En el
siguiente nodo de las topologias, se agrupan C. canephora
(especie del orden Gentianales) y el clado de las especies
pertenecientes a la familia Solanaceae (analisis de
remuestreo en MP y ML = 100). Este tltimo clado esta
conformado a su vez por C. annuum y un subclado de las
especies del género Solanum (andlisis de remuestreo en
MP y ML = 100). En el estudio presente, S. lycopersicum y
S. tuberosum se agrupan en un clado (Papa), al igual que
S. betaceum y S. unilobum (Cyphomandra), y S. hirtum y S.
quitoense (Leptostemomun); el clado Cyphomandra se agrupa
con el clado Leptostemomun (analisis de remuestreo en MP
=90, en ML = 82) en un grupo que se une con el clado Papa
(BS en MP = 84, en ML = 61).
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Figura 3. Cladograma mds parsimonioso obtenido para la matriz
combinada de los marcadores COSII. Los soportes del andlisis de
remuestreo se realizaron con 1000 réplicas y busquedas exhaustivas.
Las asignaciones de los nombres de los clados externos siguen las
nomenclaturas asignadas por el Grupo de Filogenia de las Angiospermas
(APG) (Stevens, 2001 y en adelante), y los clados dentro del género
Solanum siguen las denominaciones propuestas por Bohs (2007). Los
clados Cyphomandray Leptostemomun forman un subclado hermano al
clado Papa dentro de la familia Solanaceae
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Figura 4. Filograma obtenido bajo el criterio de maxima verosimilitud
para la matriz combinada de los marcadores COSII. Los soportes del
andlisis de remuestreo se realizaron con 100 réplicas y budsquedas
heuristicas. Las asignaciones de los nombres de los clados externos
siguen las nomenclaturas asignadas por el Grupo de Filogenia de las
Angiospermas (APG) (Stevens, 2001 y en adelante), y los clados dentro
del género Solanum siguen las denominaciones propuestas por Bohs
(2007). Los clados Cyphomandray Leptostemomun forman un subclado
hermano al clado Papa dentro de la familia Solanaceae

Respecto a las distancias observadas en el analisis
de mdaxima verosimilitud, se observa que las parejas de
especies S. betaceum y S. unilobum, y S. hirtum y S. quitoen-
se poseen distancias cercanas a cero desde el nodo mas
cercano. De otra parte, el clado Cyphomandra posee una
distancia mas corta al nodo mas cercano respecto al clado
Leptostemomun. El subclado, que las especies de estos dos

ultimos clados forman, tiene una longitud mayor desde el
nodo que comparte con el clado Papa que aquella del clado
Papa al mismo nodo. Mas alejadas las especies C. canephora
y A. thaliana muestran una diferencia de longitud notoria
en comparacion con aquellas del género Solanum.

Datacion de la filogenia reconstruida

Para conocer las fechas de divergencia de las especies
de los clados estudiados, se condujo una datacién de
la topologia reconstruida previamente con la matriz
combinada (figura 5). Se determind que la divergencia
entre el grupo de los clados Cyphomandra y Leptostemomun
ocurri6 entre 10,57 y 11,98 millones de afios, rango cercano
al determinado para el clado Papa que se sugiere ocurrid
entre 10,5 y 11,92 millones de afos. Los resultados del
estudio sugieren que la divergencia entre las especies del
clado Leptostemomun ocurrid recientemente, entre 970 mil
anos y 1,09 millones de afios, y atin mas recientemente,
la divergencia entre la especies del clado Cyphomandra
habria ocurrido hace 430 mil afios a 480 mil afios.

Analisis de resultados

Las topologias construidas con los genes individuales
muestran para la mayoria de casos, clados no definidos
que son resueltos en los analisis de la matriz combinada. El
marcador At2g47580 pareciera tener poder para discriminar
las especies de reciente divergencia, ya que define el clado
Cyphomandra y el Leptostemomun; sin embargo, no podria
diferenciar al género Solanum ya que incluye en una
politomia basal una especie del género hermano Capsicum
(Bohs, 1991; 2002; 2004). De otra parte, el marcador
At3g07100 podria discriminar los clados de divergencia

S. hirtum
__[ S. quitoense
S. unilobum
* S. betaceum
S. tuberosum
1 _E S. Iycopersicum

C

C. canephora

A, thali

| | | | | | I | | | I
130,0 120,0 110,0 100,0 90,0 800 700 600 500 400 300 200 100 00 MYA

Figura 5. Datacion de la filogenia de las especies estudiadas con el
método LF y relojes moleculares locales. Los puntos de calibracion fueron
las fechas de divergencia de A. thaliana (85-90 millones de afios), C.
canephora (83-89 millones de afios) y el orden Solanales (82-86 millones
de afios). La divergencia entre S. hirtumy S. quitoense se estima que
ocurrié hace 970 mil afios 6 1,09 millones de afios, y la divergencia entre
S. betaceum'y S. unilobum hace 430 mil 6 480 mil afios
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basal, incluyendo C. canephora y el género Solanum, pero
no podria discriminar las diferencias entre los clados
Cyphomandra 'y Leptostemomun y en adicion agrupa el clado
Papa con C. annuum. La topologia obtenida con el marcador
At3g52120 estd completamente dicotomizada y define los
clados Papa, Cyphomandra y Leptostemomun, agrupando los
dos ultimos en un subclado; sin embargo, este gen une a
C. annuum con el clado Papa en su parte basal. El marcador
At3g63190 agrupa en su cladograma a las especies del
clado Papa, pero a éste lo agrupa en una politomia con C.
annuum y las especies del clado Cyphomandra; en la misma
topologia, el clado que agrupa a todas estas especies
se une en una politomia en su parte basal con las dos
especies del clado Leptostemomun. El gen At3g63490 no
tiene poder para discriminar a ninguno de los clados del
género Solanum y agrupa a C. canephora, C. annuum, S.
tuberosum y S. lycopersicum en un grupo en una politomia
basal con las especies restantes. Finalmente, el marcador
At4g34350 diferencia la totalidad de los clados de la misma
forma como lo hace la matriz de todos los genes unidos.
En esta topologia se agrupan los clados Cyphomandra y
Leptostemomun en un subclado que se une con el clado Papa,
en su parte basal, el clado que agrupa todas estas especies
se une con C. annuum y éste a su vez con C. canephora.

Como producto de la edicion, para filtrar las regiones
no codificantes de las secuencias gendmicas, la longi-
tud de las matrices de cada marcador es inferior a la
de aquellas normalmente utilizadas para hacer analisis
filogenéticos (como ITS, trnl, ndfH, rpl16 entre otros
(Acevedo-Rosas et al., 2004; Chaw et al., 1997; Downie et
al., 2000; Graham y Olmstead, 2000; Sang et al., 1997). Sin
embargo, los indices de consistencia (CI) y de retencion
(RI) para todas las topologias construidas fueron altos
(> 0,878 y > 0,720 respectivamente), mientras que los
indices de homoplasia fueron bajos (< 0,125) (tabla 1).
De tal forma, a pesar del tamafio de las secuencias, los
datos muestran ser suficientemente robustos para hacer
inferencias elaboradas sobre ellos. En comparacién con

otros marcadores, los COSII utilizados muestran dar una
buena resolucion para definir las topologias de las sola-
naceas. Al respecto, las reconstrucciones filogenéticas
hechas por D’Arcy (1991) con el gen ndhF (aproximada-
mente 2000 pares de bases) y por Weese y Bohs (2007)
(cerca de 2100 pares de bases) con el interespaciador
trnT-F, no pudo dar resolucion para los clados del géne-
ro Solanum, agrupando los clados Papa, Leptostemomun
y Cyphomandra en una politomia. Sin embargo, la topo-
logia construida con el gen At4g34350 (de 327 pares de
bases) y aquella producto de la unién de todos los genes
(de 823 pares de bases), resuelven completamente y con
buen soporte las relaciones entre estos clados.

Los cladogramas obtenidos mediante andlisis por maxi-
ma parsimonia y maxima verosimilitud de la matriz de
datos combinada, definen con un buen soporte clados a
diferentes niveles de manera consistente a lo consensuado
por el Grupo de Filogenia de Angiospermas (APG) (Ste-
vens, 2001 y en adelante). En primer lugar se agrupan,
como es esperado, todas las especies en el clado astéridas
I, exceptuando al grupo externo Arabidopsis thaliana. El
siguiente clado incluye todas las especies de la familia
Solanaceae, y excluye a C. canephora, perteneciente a la
familia Rubiaceae del orden Gentianales. El siguiente
clado agrupa todas las especies del género Solanum y
excluye a C. annuum, especie perteneciente al género
Capsicum que ha sido reportado en varios estudios como
taxén hermano del género Solanum (D’ Arcy, 1991; Olms-
tead et al., 1999; Weese y Bohs, 2007). El siguiente clado
agrupa las especies S. lycopersicum y S. tuberosum con un
buen soporte, este mismo clado ha sido denominado Papa
(Potato) en estudios previos (Weese y Bohs, 2007). Este
clado se une con otro que agrupa los reconocidos como
Cyphomandra (integrado por S. betaceum y S. unilobum)
y Leptostemomun (integrado por S. hirtum y S. quitoense),
siendo consistentes con las reconstrucciones hechas por
Weese y Bohs (2007) para las especies del género Solanum
con los genes ndhF y waxy. Nuestros resultados siguieren

Tabla 1. Comparacion de los grupos de datos utilizados en el presente estudio

At2g47580 At3g07100 At3g52120 At3g63190 At3g63490 At4g34350 Todos
g:r:i;griisp;(?s en drbol(es) ms 68 87 67 2% 16 172 439
Numero de arboles mas parsimoniosos 4 111 1 2 26 1 1
SNeuCrS:[r]c;i;i)e caracteres (longitud de 115 139 140 67 35 397 823
Namero de caracteres informativos 16 17 25 6 5 64 133
indice de consistencia 0,897 0,989 0,910 0,958 0,875 0,878 0,902
indice de retencion 0,720 0,947 0,875 0,917 0,778 0,772 0,790
indice de consistencia reescalado 0,646 0,936 0,797 0,878 0,681 0,678 0,713
indice de homoplasia 0,103 0,011 0,090 0,042 0,125 0,122 0,098

Corpoica Cienc. Tecnol. Agropecu. (2009) 10(2), 180-190



188 Filogenia de lulo, tomate de arbol y sus parientes silvestres

la necesidad de conducir estudios taxonémicos posterio-
res para buscar caracteres homdlogos que diferencien el
subclado Leptostemomun + Cyphomandra para luego asig-
narle una jerarquia taxondmica.

Para la datacion realizada se utilizé6 una metodologia
que permite otorgar diferentes tasas de mutaciones a
diferentes clados, esta mostr6 producir no sélo resultados
robustos sino también consistentes con al menos un
reporte previo: las fechas obtenidas para la divergencia de
papa (S. tuberosum) y tomate (S. lycopersicum) son cercanas
a las sugeridas previamente por Alba y colaboradores
(2000) (aproximadamente 10 millones de afios). La fecha
de divergencia entre las especies del clado Cyphomandra,
S. betaceum y S. unilobum muestra ser muy reciente (de
430 mil a 480 mil afios), este tiempo corto de divergencia
limitaria el nimero acumulado de mutaciones asi como
las barreras genéticas para su cruzamiento, razén por la
cual se obtienen hibridos vigorosos entre ellos (Lobo et al.,
2000). El tiempo calculado para este evento se ubica entre
el periodo glacial de Kansan (de 0,30 a 0,45 millones de
anos) y el interglacial aftoniano (0,45 a 0,64 millones de
anos) (Cossios et al., 2009), lapso asociado con eventos de
aislamiento y posterior expansion/divergencia en el sur
de los Andes, producidos por cambios climaticos (Cossios
et al., 2009). Los resultados obtenidos en la presente
investigacion indican que la divergencia de S. hirtum y
S. quitoense habria ocurrido en un periodo comprendido
entre 970 mil y 1,09 millones de afios, en el periodo glacial
prepastoniano (0,80 a 1,30 millones de afios), en el que
ocurrieron las mas extensivas glaciaciones en los Andes
(Manuel, 2004) y multiples eventos de diversificacion de
grandes clados de animales suramericanos (Cossios et al.,
2009; Manuel, 2004).

La clarificacién de las relaciones filogenéticas entre los
clados del género Solanum permitira conducir con pre-
cisiéon futuros estudios de deteccion de genes ortdlogos
para plantas de este género. Estos estudios permitiran
trasladar el conocimiento que se tiene de genes de interés
agronomico (i.e. resistencia bidtica y abiotica, relaciona-
dos a condiciones organolépticas o caracteristicas fisio-

logicas) en especies del género ampliamente estudiadas
(como papa y tomate), a otras menos conocidas, nativas
y prominentes. En experimentos previos (Jeanneau et
al., 2002) se ha probado de forma exitosa la busqueda de
genes ortdlogos para mejoramiento vegetal, en este caso,
para mejorar la resistencia a las sequias en maiz.

CONCLUSIONES

Los marcadores COSII secuenciados mostraron ser robus-
tos para resolver completamente las relaciones entre
todos los clados estudiados.

Mediante analisis filogenéticos se confirmaron tres
clados dentro del género Solanum: Papa, Cyphomandra
y Leptostemomun, los dos tltimos forman a su vez un
subclado.

Se determiné que la fecha de divergencia de S. hirtum 'y
S. quitoense habria ocurrido hace 970 mil a 1,09 millones de
afnos, mientras que la de S. unilobum y S. betaceum habria
ocurrido hace 430 mil a 480 mil afios. Ambas fechas coinci-
den con periodos de cambios climaticos a los que se les ha
atribuido la diversificacion de varios clados andinos.

La clarificacion de las relaciones filogenéticas dentro de
los clados del género Solanum, permitira a futuro aplicar
el conocimiento de genes de interés agronémico en sola-
naceas ampliamente estudiadas (como tomate y papa),
a otras nativas de Colombia prominentes como lulo y
tomate de arbol.
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