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PREDICCION DE RENDIMIENTO DE I-!iBRIDOS DE JITOMATE CON HUELLAS
GENOMICAS

PREDICTION OF TOMATO HYBRID PERFORMANCE WITH GENOMIC MARKS

Lucas Hernandez Ibafiez' y Jaime Sahagun Castellanos?

RESUMEN

En México, el jitomate es la especie horticola
mas importante, pero no existe produccién de
semilla ni variedades propias. El Instituto de
Horticultura de la Universidad Auténoma
Chapingo, ha desarrollado 92 lineas
avanzadas, que podrian producir 4,186 cruzas
simples, cantidad imposible e incosteable de
probar experimentalmente. De febrero de 2010
a agosto de 2011 se desarrollé una
investigacion para predecir el rendimiento de
hibridos de jitomate con base en la evaluacion
de los de una muestra. Se caracterizé las 92
lineas con 17 marcadores moleculares ISSR,
que generaron 116 bandas (92 %
polimérficas). Con el coeficiente de Jaccard y
el método de la varianza minima de Ward, se
asignaron los genotipos a cuatro grupos
heteréticos. Se eligieron dos grupos (X y Y)
para predecir el rendimiento, con 5 y 8 lineas
de X y Y, respectivamente, se generaron 40
cruzas simples y se evalu6 su rendimiento de
fruto por planta. Se disefié un programa en
IML de SAS para predecir el rendimiento de
cruzas no realizadas con el método del mejor
predictor lineal e insesgado o BLUP. EI
método se validé con 100 y 1000 conjuntos de
n=5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 hibridos
predictores tomados al azar y se predijo el
rendimiento de las 40-n cruzas no observadas.
Los coeficientes de correlacion entre
rendimientos  observados y  predichos
fluctuaron entre 0.446 y 0.778. Los resultados
sugieren que la prediccién del rendimiento de
hibridos en jitomate es posible con el BLUP,
qgue relaciona informacién fenotipica vy
genotipica.

Palabras clave: Solanum lycopersicum L.,
mejor predictor lineal e insesgado (BLUP),
marcadores moleculares, ISSR.

ABSTRACT

In Mexico, tomato is the most important
horticultural species, but there is not seed
production and national varieties. The Institute
of Horticulture, at Chapingo Autonomous
University has developed 92 inbreds, which
could produce 4,186 single crosses that are
impossible and unaffordable to be tested
experimentally. Since February 2010 to August
2011 a research was made to predict the
performance of tomato hybrids based on the
evaluation of a sample. The 92 inbreds were
characterized with 17 ISSR molecular primers,
which  generated 116 bands (92 %
polymorphic). With Jaccard’s coefficient and
Ward’s minimum variance method, genotypes
were assigned to four heterotic groups. Two
groups (X and Y) were chosen to predict hybrid
performance using 5 and 8 inbreds from
groups X and Y, respectively. Forty single
crosses were generated and evaluated for fruit
yield per plant. A IML program in SAS was
designed to predict the performance of non-
produced crosses, using the Best Linear
Unbiased Prediction method (BLUP). The
validity of the method was tested using 100
and 1000 sets of n=5, 10, 15, 20, 25, 30 and
35 predictor hybrids, randomly selected, and
the performance of 40-n non-produced crosses
were predicted. The observed and predicted
correlation coefficients fluctuated from 0.446 to
0.778. The obtained results from this study
suggest that was able to prediction of fruit yield
of tomato hybrids is possible using BLUP,
which effectively relate phenotypic and
genotypic information.

Index words: Solanum lycopersicum L., best
linear unbiased prediction (BLUP), molecular
markers, ISSR.

Tesista, “Director



INTRODUCCION

En México, el jitomate (Solanum lycopersicum L.) es la segunda especie
horticola mas importante por la superficie sembrada y la primera por el valor de
la produccion y divisas generadas. El Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera de la SAGARPA, reporta que del afio 2005 al 2010 la superficie
cultivada se redujo de 70 a 54 mil hectareas. La produccion alcanzé dos
millones trescientas mil toneladas, con rendimiento promedio de 43.7 tha™en el
2010. Los sistemas de produccion se han mejorado y en la Ultima década se ha
desarrollado una superficie cercana a 13 mil hectareas de agricultura protegida,

donde el principal cultivo es el jitomate.

Pieza fundamental del desarrollo tecnologico horticola es la utilizacién de
variedades mejoradas de alto rendimiento, generalmente materiales hibridos
producidos por empresas semilleras de origen holandés, israeli y
norteamericano, que tienen cubierto el mercado nacional. Si bien el abasto de
semilla ha sido suficiente, y se encuentran disponibles cultivares de diferente
habito de crecimiento, forma, tamafio y color del fruto, resistencia a plagas y
enfermedades, larga vida de anaquel y alto contenido de licopeno, por citar
algunas caracteristicas, existe el inconveniente del alto costo de esta semilla y

la dependencia hacia dichas empresas extranjeras.

En el pais no existe produccién de semilla de jitomate ni variedades propias de
este cultivo. El Instituto de Horticultura de la Universidad Auténoma Chapingo,
ha establecido un programa de mejoramiento genético de jitomate con el
objetivo de generar variedades e hibridos de bajo costo, que atiendan los
sistemas de produccion en invernaderos con baja capacidad de inversion. Este
programa ha generado lineas avanzadas (Fs y Fs), seleccionadas a partir de
poblaciones segregantes de cruzamientos realizados entre hibridos vy
variedades comerciales de diferentes caracteristicas. El proceso de seleccion

de lineas puras como progenitores de hibridos de alto rendimiento, usualmente



requiere: 1) identificacion de grupos heterdticos, el término grupo heterotico se
refiere a "un grupo de genotipos relacionados o no, de la misma o de diferente
poblacidén, que muestran similar habilidad combinatoria y respuesta heteroética
cuando se cruzan con los genotipos de otros grupos de germoplasma
genéticamente distintos" (Melchinger y Gumber, 1998), 2) realizacion de
cruzamientos entre lineas de diferentes grupos heteroticos y 3) evaluacion de
rendimiento y caracteristicas agronomicas de los hibridos generados.
Tipicamente, menos de 1 % de las cruzas examinadas de maiz (Zea mays L.)
llegan a ser hibridos comerciales (Bernardo, 1996). Lo anterior implica la
necesidad de evaluar cientos o miles de cruzas simples. Si se considera que el
namero de lineas elite es grande, el nimero de cruzas simples se dispara y
llega a ser imposible e incosteable probar adecuadamente cada material. Sin
embargo, es posible evitar este trabajo mediante la prediccion del
comportamiento de los hibridos con base en la evaluacion de una muestra de
ellos (Bernardo, 1995).

Para predecir las cruzas que no son parte de la muestra de hibridos evaluados,
se han generado metodologias basadas en marcadores moleculares de ADN,
complementadas con ecuaciones de prediccion del rendimiento de hibridos
mediante la estimacién de coeficientes de parentesco a partir de las huellas
gendmicas de los progenitores empleados.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivos

1. Caracterizar 92 lineas de jitomate, mediante la utilizaciéon de marcadores
moleculares de ADN tipo ISSR.

2. Generar una ecuacion de prediccion de rendimiento de hibridos de
jitomate generados a partir de lineas puras de grupos heteréticos
diferentes, identificados a partir de huellas gendmicas.

3. Verificar la eficiencia de la ecuacién de prediccion de rendimiento
obtenida a partir de huellas genéticas, mediante la evaluacion
experimental de los hibridos predichos.

Hipotesis

1. La utilizacion de marcadores moleculares de ADN tipo ISSR permitira
identificar lineas puras genéticamente divergentes para ser asignadas a
grupos heter6ticos, pues estos marcadores son capaces de detectar
polimorfismo en especies de variacion genética estrecha, como el
jitomate.

2. La prediccion del rendimiento de cruzas simples de jitomate es posible
con el método del mejor predictor lineal e insesgado (BLUP por sus
siglas en inglés) que, en este caso, se pretende que relacione
informacion genotipica e informacion fenotipica, obtenida de ensayos de

rendimiento en campo, de las lineas homocigaoticas y cruzas simples F;.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del jitomate

El tomate o jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una especie originaria de la
region andina. México es considerado el centro mas importante de su
domesticacién, de aqui fue llevado a Europa y posteriormente a Estados Unidos
(Valadez, 1989).

En México, la superficie dedicada al cultivo de jitomate en campo abierto tiende
a reducirse por diversas razones; sin embargo, el cultivo protegido ha
experimentado un crecimiento muy dinamico. La SAGARPA registr6o 300 y 721
ha de invernaderos en 1980 y 1999 respectivamente, y para el 2008 se
alcanzaron 8,569 ha, de ellas 44 % es de invernaderos (de media a alta
tecnologia), 51 % con malla sombra y 5 % de otras estructuras. Las entidades
con mayor superficie de agricultura protegida fueron Sinaloa con 30 %, Baja
California con 16 %, el Estado de México con 12 % vy Jalisco con 7 %.
Organismos como Fideicomisos Instituidos en Relacion a la Agricultura del
Banco de Meéxico (FIRA, 2010) o la Asociacion Mexicana de Horticultura
Protegida A. C. (AMHPAC), estiman en 13 mil a 15 mil hectareas la superficie
actual de invernaderos en el pais, y de ésta sélo la mitad se dedica a la
produccion intensiva de hortalizas. EI 90 % de la superficie de invernaderos y
casa sombra dedicada a hortalizas se concentra en la produccién de jitomate,
5 % produce chiles y el resto a cultivos como lechugas, pepinos, calabacitas o
hierbas finas (FIRA, 2010).

A la par del uso de mejores tecnologias de produccién, ha ocurrido la adopcién
y utilizacion de semilla hibrida. Sin embargo, esto ha generado una mayor
dependencia del extranjero. En México, no existen programas de generacion de
variedades mejoradas de jitomate. Practicamente, la totalidad de la semilla

hibrida utilizada proviene de empresas trasnacionales.



Mejoramiento genético

El mejoramiento de jitomate es una historia de éxito, que se ilustra por la gran
cantidad de cultivares disponibles en la actualidad, que crecen y prosperan en
todo el mundo bajo una amplia variedad de condiciones productivas. Ademas,
la especie presenta diversidad en caracteristicas como tipo de crecimiento
(determinado, semideterminado e indeterminado), tipo de fruto (redondo,
alargado, cereza), vigor, resistencia a plagas (Meloidogyne sp., Pseudomonas
solanacearum) y enfermedades (Fusarium oxysporum, Verticillium dahliae,
Alternaria solani, Stemphylium solani, etc.), calidad de la fruta (contenido de
licopeno, concentracion de solidos solubles, acidez), entre otros. El
mejoramiento de jitomate ha seguido la metodologia clasica de identificar
genotipos superiores, realizar cruzamientos y seleccion de progenie (Nuez-
Vifials, 2001; Lindhout, 2005).

Los objetivos actuales de los programas de mejoramiento tanto publicos como
privados varian ampliamente, y dependen de la localizacién, necesidades y
recursos disponibles. Deben responder a la necesidad de los agricultores de
producir altos rendimientos, calidad de fruto superior y mantener los costos de
produccion tan bajos como sea posible. Para ello, se deben incorporar en los
nuevos cultivares resistencias a los ataques de agentes bibticos y abidticos, y
mejorar la calidad del fruto (Lindhout, 2005).

Seleccion asistida con marcadores moleculares

El avance de la Biotecnologia en las ultimas décadas ha sido extraordinario, y
su impacto en la agricultura se ha enfocado principalmente en la aplicacién de
algunas de sus técnicas al mejoramiento vegetal. Las empresas productoras de
semilla se encuentran en un proceso de reingenieria para apropiarse y explotar

las nuevas tecnologias (Eathington et al., 2007).



En el mejoramiento de plantas, la seleccién apoyada por marcadores genéticos
permite identificar plantas de interés desde etapas tempranas de su desarrollo.
La identificacion se realiza con técnicas para analisis de genomas que permiten
detectar fragmentos especificos en el ADN conocidos como huellas gendmicas
o huellas de ADN. Estas pueden estar asociadas a un caracter agronémico de
interés particular para el fitomejorador, y se conocen en este caso como
marcadores geneético-moleculares. El desarrollo de marcadores ayuda a
eliminar los inconvenientes de la seleccion basada exclusivamente en el
andlisis fenotipico, asi como la identificacion de especies y variedades de una
forma mas rigurosa y repetible. Ademas, reducen el tiempo de identificacion de
genotipos con caracteristicas asociadas a dichos marcadores genéticos sin
necesidad de esperar su madurez y prueba en ambientes diferentes (Valadez-
Moctezuma y Kahl, 2005).

La seleccion asistida con marcadores usa varias técnicas basadas en la
reaccion de polimerizacion en cadena (PCR), que utiliza secuencias de
oligonucledtidos que inician la sintesis in vitro de fragmentos de ADN de
longitudes variables, no mayores de 6 kb en promedio. Estas secuencias
iniciadoras pueden ser aleatorias, semialeatorias o especificas, y han permitido
caracterizar genomas de diferentes organismos, detectar y aislar genes, y
diferenciar organismos relacionados genéticamente (Valadez-Moctezuma y
Kahl, 2005).

Algunas tecnologias basadas en la PCR son: a) RAPDs (random amplified
polymorphic DNA o ADN polimérfico amplificado al azar) que se han empleado
en jitomate para tratar de establecer diferencias y similitudes genéticas entre las
lineas progenitoras y su hibrido (Sanchez-Abarca et al., 2003), o para estimar el
grado de variabilidad genética entre genotipos generados in vitro (Mukandama
et al., 2004); b) AFLPs (polimorfismos de fragmentos amplificados de diferente
longitud), que se han empleado para facilitar la introgresibn de genes
provenientes de especies silvestres en variedades comerciales de jitomate

(Pratta et al., 2001); y c) microsatélites, también conocidos como secuencias



simples, ISSR (inter-simple sequence repeat O intersecuencias simples
repetidas), iniciadores de secuencias cortas (2 a 10 pares de bases). El ISSR-
PCR es un método sencillo y rapido que combina las mejores ventajas de los
microsatélites, los AFLP y la universalidad del RAPD. Es altamente polimorfico
y usado en estudios sobre diversidad genética, filogenia, etiquetado de genes,
mapeo genodmico Yy biologia evolutiva (Gupta y Varshney, 2000; Pradeep et al.,
2002). Especies autbgamas como el jitomate se caracterizan por tener una
estrecha base genética lo que conlleva una escasa variabilidad. Los
microsatélites han sido Uutiles para caracterizar genéticamente diversos
cultivares de Lycopersicon esculentum (Bojinov y Danailov, 2009), asi como
diferenciar entre especies del genero Lycopersicon (Kochieva et al., 2002;
Tikunov et al., 2003).

Agrupamiento de genotipos

Una de las contribuciones mas concretas de los marcadores moleculares, son
los estudios de divergencia y relacion filogenética entre y dentro de especies
vegetales de interés agricola, con aplicaciones en la organizacion del
germoplasma, asi como mejoramiento y genética de plantas. Caso concreto, la
asignacion de genotipos a grupos heteréticos. En estos estudios, se utilizan
técnicas multivariadas como el andlisis de conglomerados o agrupamientos,
para la representacion simplificada de los resultados. El preambulo de dichos
andlisis es la construccion de una matriz de similitud (o distancia) entre los

genotipos evaluados (Duarte et al., 1999).

Las variables registradas de marcadores moleculares dominantes (RAPDs o0
ISSRs) son cualitativas. En cada posicién relativa de una banda se tienen dos
opciones, asignar un 1 en caso de presencia y 0 para la ausencia. Lo anterior

genera las siguientes posibilidades para dos genotipos ry s:



Genotipo s

1 0
Genotipo 1| a b a+b
r 0| c d c+d

a+c b+d|atb+ctd=p

El nimero de coincidencias positivas (1,1) se representa por a, y d es el nimero
de coincidencias doble cero. Las discordancias (1,0) y (0,1) son representadas
por b y c, respectivamente. Con base en estas opciones se han construido

varios coeficientes de similitud Sy, y la distancia (disimilitud) esta dada por

d,, =1-S,, (Khattree y Naik, 2000). La definicion de cual coeficiente de similitud

utilizar para un estudio en particular, es muy subjetiva y en los diferentes
estudios publicados no se explica. Duarte et al., (1999) compararon 8
coeficientes de similitud en frijol comin con marcadores tipo RAPD. Los 8
coeficientes generaron agrupamientos parecidos con pocas variaciones, y
concluyeron que el coeficiente de Sorensen-Dice fue el mas adecuado, y en
segundo lugar el de Jaccard. Este ultimo con la ventaja de ser mas simple y
facil de interpretar. No es de extrafiar que en muchos estudios que involucran el
uso de marcadores moleculares dominantes se utilice el coeficiente de similitud

de Jaccard:

3 a
a+b+c

s

Este excluye d, que es irrelevante en dichos marcadores, ya que la ausencia de
amplificacion de una banda determinada en dos genotipos, no necesariamente

representa similitud genética entre ellos.



Prediccion de rendimiento en cruzas simples

Covarianza genética entre cruzas simples

Se asume que x y x’ denotan lineas homocigoéticas del grupo heterético X, y que
y Yy y’ denotan lineas homocigéticas del grupo heterético Y. También se asume
que las lineas de X y Y no estan emparentadas. El valor genético (expresado
como una desviacion de la media de la poblacion) del hibrido (xy) en el k-ésimo

locus es (Bernardo, 1994):
X Y XY
Giin = %ine + A + O i

Donde: «;, es el efecto aditivo de la cruza del alelo i (recibido del grupo
heterético X por medio de la linea x) en el locus k; a},k es el efecto aditivo de la
cruza del alelo j (recibido del grupo heterético Y por medio de la linea y) en el

locus k; y &/, jY,k es el efecto de dominancia del par alélico i j en el locus k.

Si la epistasis es insignificante, no hay ligamiento, y existe equilibrio gamético
en Xy Y, la expresion para la covarianza genética entre los hibridos (xy) y (x’y)

se reduce a (Melchinger, 1988):

Cov[(xy),(xy)]

= e X B (@) + £y D Pl + XY B P (B ]

= FuVaony + Fr Voo + Fxe Fiy Voo [Eq. 1]

Donde f,, es el coeficiente de coancestria entre las lineas x y x’; f . es el
coeficiente de coancestria entre las lineas y y y’; p;;, es la frecuencia del alelo
i en el grupo heterdtico X; p?,k es la frecuencia del alelo j' en el grupo
heterotico Y; V, 4, €s la varianza aditiva de los mestizos considerando todos
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los loci involucrados (k=1, 2,..., I); V,y,x, €s la varianza aditiva de los mestizos
considerando los | loci involucrados (k=1, 2,..., I); V., €s la varianza de
dominancia que involucra los | loci (k=1, 2,..., I) de los pares alélicos de la forma
X Ry
L e -
Los coeficientes de coancestria (f,yf ) pueden ser calculados de los

registros de pedigree, o de marcadores moleculares de ADN como lo indica
Bernardo (1993):

£ =[S, —1/2(S,, + Sy JL-22(S,, + Sy, [Eq. 2]

Donde f,}. es el coeficiente de coancestria entre las lineas x y x’, calculado con
marcadores moleculares; S,,. es la proporcion de variantes comunes en Xy x’; y
Sy, (0 S,,) es la proporcion promedio de variantes comunes en x (0 x) y una

serie de lineas del grupo heterético Y.

Estimacién de varianzas genéticas

Los disefios de cruzas tradicionales para estimar las varianzas genéticas, tales
como el programa de cruzamientos Disefio Il, son aplicables si las lineas
progenitoras no son emparentadas. Debido a que las lineas progenitoras
utilizadas en la prediccion del rendimiento de cruzas simples son emparentadas
tales disefios de cruzamientos no pueden ser utilizados. En contraste, el
procedimiento de maxima verosimilitud restringida (REML), para estimar
varianzas geneéticas considera la relacion entre lineas (Henderson, 1985).
Suponer gque n cruzas simples son hechas entre nyx lineas del grupo heterético
X'y ny lineas del grupo heteroético Y. Las cruzas simples son evaluadas en t
diferentes ensayos de rendimiento resultando en p observaciones totales. Si
todas las cruzas simples posibles entre los grupos heterdticos son evaluadas, n

= nxny, y Si todas las cruzas simples son evaluadas en cada ensayo de
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rendimiento, p = nt. EI modelo lineal es:
y=Xp+Za,+Z,a,+Zd+e

Donde y es un vector de dimensiones px1 de rendimientos observados; 8 es un
vector de efectos de ensayos; ax un vector nxxl de efectos de aptitud
combinatoria general (ACG) de lineas del grupo heterotico X; ay es un vector
nyx1l de efectos de ACG de lineas del grupo heterotico Y; d es un vector nx1 de
efectos de aptitud combinatoria especifica (ACE); e un vector de residuos y X,
Z1, Zo y Z son matrices de incidencia de 1's y 0’s que relacionany a B, ax, ay y

d, respectivamente.

La descomposicion de la Ecuaciéon 1, conduce a las covarianzas entre efectos
de ACG y entre ACE. La matriz de covarianzas de ax es A1 Vaxy). LOS

elementos de la diagonal de A; son iguales a 1 y los elementos de fuera de la
diagonal son iguales al f,. entre las lineas correspondientes. Similarmente, la
matriz de covarianzas de ay es Ay Vaex). Los elementos de la diagonal de A
son iguales a 1 y los de fuera de la diagonal iguales al f .. La matriz de

covarianzas de d es D Vpxy), los elementos de la diagonal de D son iguales a 1

y los de fuera de la diagonal son iguales a f,,.f ..

Por ejemplo: Suponga que 5 (n = 5) hibridos realizados entre 2 (nx = 2) lineas
de Xy 3 (ny = 3) lineas de Y, se evallan en 2 (t = 2) ensayos y sus

rendimientos son:

Ensayo de Hibrido Rendimiento
rendimiento

1 Linea X1 x Linea Y1 10

1 Linea X1 x Linea Y2 15

1 Linea X1 x Linea Y3 12

1 Linea X2 x Linea Y3 20

2 Linea X1 x Linea Y1 15

2 Linea X2 x Linea Y2 20
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El sistema de ecuaciones es:

y = X
107
15
12
20
15

20

el =l e

= B O O O O

oORr O RFR Rk k.

R O P O O O

o Bk O O o =

R O o o » o

o ok F O O

o B O O o

O O O o = o

O O O B O o

O Ok O O o

P O O o o o

iy

N

N

o O O O o
w

(&2}

Los efectos no genéticos no estan correlacionados, B, ax , ay y d pueden ser

estimados del siguiente sistema de ecuaciones:

B X'X X'Z, X'Z, X'z X'y
ay Z'X Z,'Z, +Al'D, Z,'Z, Z,'Z Z'y
ay - Z,'X Z,'Z, Z,'Z, + A, Z,'Z Z,"y
d Z'X 7'Z, z'Z, Z’Z+D'd, | |Z'y
Coo Cor Coo Cpy X'y
_ Co Cu Cp Cg Z'y
Cun Cu Gy Gy Z,'y
Cyw Cu Gy Gy Z'y

Donde Ve = Varianza no genética; @1 = VelVaxry)y; P2 = VEVawix;, P3 =
VE/VD(xy).

Las estimaciones REML de varianzas no genéticas y genéticas se obtienen por

iteracion (Henderson, 1985):

V. =[y'y —(vector solucién ) (vector del lado derecho)]/(p —t)
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V) = (ax'Allax +VEtrAIlC11)/nx
VA(Y/X) = (aYIAglaY +VEtrA;1C22)/nY
Vo, = (0 D*d +V,trD*C,, )/n

Donde tr = es el operador traza; es decir, la suma de los elementos de la

diagonal de la matriz.

El mejor predictor lineal insesgado (BLUP) del rendimiento de una cruza

simple

El rendimiento de un conjunto de m cruzas simples no realizadas o pérdidas,
puede ser predicho con base en los rendimientos de un conjunto de n hibridos
predictores. Sea yp el vector nx1 de rendimientos promedio de hibridos

predictores, corregidos por efecto de ensayo de rendimiento:

Yo =(Z22Z)"Z (y - XB) [Eq. 3]

Donde Z, y, X y B se definieron en la seccién anterior. Los rendimientos de las

cruzas simples no realizadas pueden ser predichos por:
Ym=CV7'y, [Eq. 4]

Donde: yuy = mx1 vector de rendimientos predichos de cruzas simples perdidas;
C es de dimensiones mxn y corresponde a la matriz de covarianzas genéticas
entre la i-ésima cruza simple perdida y el j-ésimo hibrido predictor; y V es de
dimensiones nxn es una matriz de varianzas-covarianzas fenotipicas entre los
hibridos predictores. Asumiendo que los efectos no genéticos no estan
correlacionados, los elementos de C, al igual que, los elementos de fuera de la
diagonal de V, son calculados segun la Ecuacién 1. El i-ésimo elemento de la
diagonal de V es igual a Vapy) + Vapix) + Voxy) + Ve/(NUumero de observaciones
del i-ésimo hibrido predictor).
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El coeficiente de correlaciéon

El coeficiente de correlacion (r,,) es una medida del grado en que dos

variables X y Y varian conjuntamente o una medida de la intensidad de

asociacion de éstas (Steel y Torrie, 1985), y se define como r,, =S, /(SXSY).

Asi que puede ser conceptualizado como la covarianza entre las variables X y
Y, cuando los datos de cada variable han sido divididos por su correspondiente
desviacion estdndar (Sahagun, 2007). Comparado con la covarianza, r tiene la
ventaja de ser independiente de las unidades de medicion, ademas de estar
restringido a tomar valores en el intervalo [-1,1]. Sus valores se acercan a 1
cuando la relacion entre las dos variables es mas intensa y positiva. Se
aproxima a -1 en la medida en que la intensidad de asociacion es negativa.
Coeficientes de correlacion cercanos o iguales a 0, manifiestan una baja o nula

correlacion lineal entre las dos variables, respectivamente.

Cuando resultado del muestreo practicado en una poblacién, se estimen mas

de dos coeficientes de correlacion y se desee probar si son homogéneos, es
prudente utilizar la prueba de y* (Steel y Torrie, 1985). Como (-1< r 1), no se

puede esperar que la distribucion muestral de r sea simétrica cuando el
parametro poblacional (p) es diferente de cero. La simetria ocurre solo para
p=0, y la asimetria aumenta al acercarse p a +1 o -1. Esto quiere decir que para
muestras pequefias, no es apropiado asumir una distribucién normal. Por lo

anterior, se recomienda realizar la transformaciéon dera Z’:

7= 05Init"
1-r

La variable Z° tiene aproximadamente distribucion normal con una media
aproximada y desviacion estandar de 0.5In[1+p)/(d-p)] y 1/-/n-3,

independientemente del valor de p, y n es el numero de observaciones

consideradas en el calculo der.

15



Debido a que generalmente las varianzas [1/(ni —3)] seran desiguales, se usa

una media ponderada Z', en los célculos:

o 2 =37,
ZW_ Z(ni_B)

Como se menciono, el criterio de prueba es y*:

ooz -3('1

i O;

Donde Z'.-Z', remplaza a Y;; y cero, la media de la poblacién de todas las

posibles desviaciones, remplaza a x4 . La desviacion estandar o, se sustituye

por 1/./n, -3, asi:

) (Z'i—Z'W

2 =% W} - Y0 -3z -2,

El nimero de grados de libertad es k-1, k es el nimero de correlaciones.
Finalmente la ji-cuadrada calculada (y? ) se compara con la ji-cuadrada de

tablas.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar del experimento

La investigacion se realiz6 de febrero de 2010 a agosto de 2011, en el
invernadero del Programa de Mejoramiento Genético de jitomate y en el
Laboratorio de Mejoramiento Asistido con Marcadores Moleculares del Instituto
de Horticultura de la Universidad Auténoma Chapingo. El trabajo consté de tres
etapas: 1) caracterizacion genotipica (huellas gendémicas) de 97 genotipos,
mediante 17 iniciadores ISSR; 2) caracterizacion fenotipica (ensayo de
rendimiento) de 40 hibridos generados por el cruzamiento de lineas puras; y 3)
elaboracién de una ecuacion de prediccion de rendimiento de cruzas simples de

jitomate con el auxilio de huellas genémicas obtenidas por ISSR.
Genotipos empleados

Los genotipos evaluados fueron 92 lineas avanzadas provenientes de la
seleccibn de poblaciones segregantes producto de cruzamientos entre
variedades e hibridos comerciales de jitomate. Asi mismo se incluyeron cinco
selecciones de colectas de jitomate nativo de fruto tipo rifion. Estos materiales
provienen del Programa de Mejoramiento Genético de Jitomate del Instituto de

Horticultura de la Universidad Autonoma Chapingo.
Caracterizacion genotipica

a) Extraccion de ADN

Los genotipos se sembraron en charolas de poliestireno de doscientas
cavidades con peat-moss como sustrato. Entre 40 y 50 dias después de la
siembra se obtuvieron muestras de tejido (hojas verdes y tiernas, sin dafo
aparente). Para cada muestra se precalentaron 700 puL de amortiguador de
extraccion (Tris HCI 100 mM, EDTA 50 mM, NaCl 500 mM, 2-mercaptoetanol 10
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mM, SDS 1.3 %, pH 8.0), contenidos en un microtubo de 1.5 mL a 65 °C en el
termoblock. Las hojas de plantulas se lavaron con alcohol a 70 % y se secaron
con toallas de papel. Se pes6 0.3 g de hoja y colocé en un mortero de
porcelana, se agrego nitrogeno liquido y molié hasta obtener un polvo fino. Este
se transfirié al microtubo y se agitd hasta homogenizar. Nuevamente se calento
a 65 °C durante 10 minutos en termoblock, posteriormente se agregaron 200 pL
de acetato de potasio 5M y enfrié en el congelador durante 30 a 60 minutos,
luego se centrifug6 por 20 minutos a 20,000 xg. El sobrenadante se transfirio a
un microtubo que contenia 600 pL de isopropanol preenfriado y nuevamente se
mantuvo en el congelador de 30 a 60 minutos, para precipitar el ADN, se
centrifugd a 12,000 xg durante 10 minutos y decanté el sobrenadante. A la
pastilla se agregaron 500 pL de solucion para disolver (Tris HCl 10 mM, EDTA 1
mM, NaCl 10 mM, pH 8.0) y se dejo en refrigeracion durante una noche.

Una vez resuspendido el ADN se agregaron 500 uL de la mezcla cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1), se agitd vigorosamente hasta homogenizar para luego
centrifugar a 12,000 xg por 4 minutos. La fraccion acuosa se separ0 y se paso a
un tubo nuevo. Se agregaron 4 pL de ARNasa e incub6 a 37 °C por una hora.
Para reprecipitar el ADN se us6 75 pL de acetato de sodio 3M y 500 pL de
isopropanol frio, se agitd por inversion e introdujo al congelador por 1 a 2 horas.
Se centrifugd a 12,000 xg durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y lavo
la pastilla de ADN con 500 pL de etanol a 70 % (grado reactivo). Nuevamente
se centrifugd, eliminé el sobrenadante y secOd la pastilla a temperatura
ambiente. Finalmente, ésta se disolvi6 con 50 pL de TE para después

almacenar a 4 °C.

b) Cuantificacion de la pureza y calidad del ADN

En un microtubo de 1.5 mL se colocaron 594 pL de agua destilada y 6 pL de la
solucion de ADN. La nueva solucion se transfirid a una celda de cuarzo
evitando que se formaran burbujas. La celda se introdujo en el
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espectrofotometro y se registré la lectura a 260 nm. La concentracion de ADN

se determino con la formula siguiente:

A, x50 pg- mL™ x Factor de dilucion

ADN pe-ul* =
He-B 1000

Una vez que se definié la cantidad de ADN, se procedié a uniformizar todas las
muestras llevandolas a una concentracién de 100 pgpL™, para finalmente

preparar soluciones de trabajo con 10 pg' puL™* de ADN.

Para evaluar la calidad del ADN, se hizo un gel de calidad. El gel de 4 mm de
grosor se elaboré con agarosa al 0.8 % y TAE a 0.5 %. En cada pozo se
depositaron 10 pL de la solucion de trabajo con ADN. La electroforesis se
realiz6 por dos horas, posteriormente se retir6 el gel para tefirlo con una
solucion de Bromuro de etidio en concentracién de 0.5 pugmL™ durante 20
minutos. Finalmente se fotografio el gel con un fotodocumentador modelo
MiniBIS Pro, de la compafia DNR Bio-Imaging Systems. EI ADN de las
muestras que generaron manchas muy tenues o demasiado obscuras se
concentré o diluyé, respectivamente, se repitio el gel de calidad y una vez que

las muestras generaron manchas uniformes se procedio a la reaccién de PCR.

c) PCR Condiciones de amplificacion y separacion de fragmentos

Se emplearon diecisiete iniciadores ISSR en este estudio, la temperatura de
alineamiento vari0 desde 43 hasta 68 °C (Cuadro 2). La reaccion de
amplificacion se realiz6 con un volumen final de 25 uL, la mezcla de reaccién
consistié de: 5.2 uL de H,O grado Biologia Molecular, 10.0 yL de dNTP’s [500
puM], 2.5 uL de amortiguador [10 x], 1.5 pL de MgCl, [50 mM], 3.0 uL de iniciador
ISSR [10 ng'uL™], 0.3 pL de enzima Taq DNA polimerasa [5 u'pL™], y 2.5 pL de
ADN [10 ng'pL™]. La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador modelo

FTC41H2D de la marca TECHNE, con el siguiente programa: desnaturalizacion
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inicial a 93 °C por 1 min; seguido de cuarenta ciclos, cada uno con: 20 s a 93
°C, 60 s a la temperatura del iniciador probado y 20 s a 72 °C; una extension
final a 72 °C por 6 min. Para concluir la muestra se enfrié hasta 10 °C. Los
productos finales se llevaron a la camara de electroforesis para su separacion
en gel de agarosa a 2 % con TAE 0.5 %, asi como su posterior tincion con

bromuro de etidio y fotodocumentacion.

d) Andlisis de geles

El analisis de la informacion obtenida se inicié6 con la identificacion de las
bandas generadas por cada iniciador ISSR. Se consideraron los patrones de
manchas mas claros, nitidos y que no generaran duda. Con el niumero de
bandas amplificadas por cada iniciador se calculo el porcentaje de polimorfismo.
Se asignd 1 a la presencia y 0 a la ausencia de cada posicidn relativa de una
mancha. La matriz de datos binarios elaborada sirvi6 para construir el
coeficiente de similitud de Jaccard (S;s) (Khattree y Naik, 2000). La matriz de
disimilitud entre los genotipos fue obtenida segun la expesion d = 1 - S5, que se
utilizé para hacer el agrupamiento y dendrograma correspondiente mediante el
método de varianza minima de Ward, usando el programa Infostat®.

Caracterizacion fenotipica de cruzas simples de jitomate

En el afio 2010 se realiz6 la evaluacion de 92 lineas avanzadas del programa
de jitomate. Estas fueron originadas por medio de cruzas entre diferentes
hibridos y variedades comerciales, con seleccion en sus generaciones
segregantes. El invernadero utilizado fue de 1,000 m? de superficie en planta,
con tecnologia de produccién intermedia, semi automatizado, cubierto con
polietileno calibre 600, 60 % de transmisidon de luz, ventilas frontales, laterales y
superiores protegidas con malla antiafido 25x40. El sistema de produccion fue
en hidroponia con espuma volcanica (tezontle rojo) como sustrato, con
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particulas menores a 3 mm de diametro. Se usaron bolsas de polietileno negro
con capacidad de dieciocho litros. La solucion nutritiva utilizada (Cuadro 1) fue
la propuesta por Cadahia (2000), suministrada a la planta por medio de un
sistema de riego por goteo, mediante manguera con goteros cada 50
centimetros y un gasto de un galén-hora™. El volumen de agua aplicada vari6

segun la etapa fenolégica y las condiciones climaticas del cultivo.

CUADRO 1. Concentracién de macroelementos (meq.L™) y microelementos (ppm)
de la solucion nutritiva para el cultivo de jitomate (Cadahia, 2000).

Aniones
Cationes
NOg H,PO, SO,% Total
K* 5 2 2 9
ca™ 10 0 0 10
Mg™ 0 0 3 3
Total 15 2 5 22

Microelementos: 2 ppm de Fe, 1ppm de Mn, 0.1 ppm de Cu, 0.1 ppm de Zn, 0.5 ppm
de By 0.05 ppm de Mo. pH a 5.7 y 3.0 mScm™ de conductividad eléctrica.

La siembra de las lineas se realizd en charolas de poliestireno expandido de
200 cavidades con peat-moss como sustrato. El trasplante a las macetas se
hizo treinta y cinco dias después de la siembra. La unidad experimental
consistié en dos macetas, se trasplanté dos plantas por maceta colocadas a 50
centimetros de distancia entre hileras y entre macetas, la densidad de
plantacion fue de 3.7 plantasm™. Cada planta se tutor6 de manera individual y
se podd a un sélo tallo, durante el ciclo de cultivo se podaron hojas y brotes
axilares. Se hicieron aplicaciones preventivas de fungicidas e insecticidas para

controlar lepidépteros y mosquita blanca.

De esta evaluacion, se seleccionaron trece materiales de alto rendimiento,
pertenecientes a los dos grupos heteréticos con mayor numero de lineas, el
grupo X conformado por las lineas 58, 77, 76, 92 y 93, y el grupo Y integrado
por las lineas 10, 14, 25, 28, 42, 43, 44 y 52. Los genotipos se sembraron en
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julio del 2010 y una vez llegada la floracibn manualmente se hicieron las 40
cruzas directas posibles entre ambos grupos. Al alcanzar la madurez los frutos,
se cosecharon para extraer la semilla y proceder a su siembra en la primavera
del 2011. Los 40 hibridos se sembraron en el invernadero bajo un disefio
experimental latice con 3 repeticiones. La unidad experimental consistio
nuevamente de dos macetas con dos plantas por maceta. Las plantas se
desarrollaron en hidroponia y se guiaron hasta cuatro racimos como en la
primera evaluacion. La variable evaluada fue el rendimiento de fruto por planta,

para esto se registré la produccion de los primeros cuatro racimos.

Prediccion de rendimiento de cruzas simples de jitomate

Los 17 marcadores moleculares ISSR empleados permitieron, a partir de 107
bandas polimdrficas, ubicar en cuatro grupos a los 97 genotipos estudiados. Se
tomaron los dos grupos mas grandes que contenian 35 y 26 accesiones. De
éstas, 8 y 5 fueron lineas utilizadas como progenitores en el ensayo de
rendimiento, respectivamente. Para predecir el rendimiento de las cruzas no
realizadas, se aplicé el método del mejor predictor lineal insesgado o BLUP
(best linear unbiased predictions), (Bernardo, 1994; 1995; 1996). Se disefidé un
programa en IML de SAS con el que, con los rendimientos observados de los
40 hibridos evaluados y con las huellas genémicas obtenidas por ISSR de las
lineas progenitoras, se calculé los coeficientes de coancestria (Ecuacion 2) y
las estimaciones de las varianzas. Las iteraciones se hicieron hasta alcanzar

una tolerancia igual o menor a 0.0001.

Se trabaj6 con siete conjuntos de n hibridos predictores (n =5, 10, 15, 20, 25, 30
y 35), seleccionados al azar. Los rendimientos de dichos hibridos se calcularon
con la Ecuacion 3, que considera el B estimado con los rendimientos de las 40
cruzas simples evaluadas. Con el rendimiento de los n hibridos predictores, se

predijé el rendimiento de los 40-n hibridos no evaluados (40-n =35, 30, 25, 20,
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15, 10 y 5, respectivamente) con la Ecuacion 4. Se calcul6 el coeficiente de
correlacion lineal muestral, entre los rendimientos predichos y los observados.
Se disefid un programa en IML de SAS con el que se hicieron 100 y 1000
estimaciones para cada conjunto de n hibridos predictores. Se hizo una prueba
de Ji-cuadrada (Steel y Torrie, 1985), para determinar la homogeneidad de los

coeficientes de correlacion.

Finalmente, se predijo el rendimiento de 567 cruzas simples de jitomate,
generadas con la combinacion de las 27 y 21 lineas no evaluadas de los dos
grupos heteréticos seleccionados. Para inferir qué genotipos serian
sobresalientes, se estimo el rendimiento promedio de cada linea, para esto se
promediaron los 21 o 27 rendimientos predichos de los hibridos en que particip6

la linea X 0 Y respectiva.
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RESULTADOS Y DISCUSION

a) Agrupamiento de genotipos

Se usaron 17 iniciadores ISSR para caracterizar la divergencia genética de 92
lineas avanzadas y 5 materiales nativos del programa de mejoramiento
genético de jitomate del Instituto de Horticultura de la UACh. Se amplificaron
116 bandas. De éstas, 107 fueron polimérficas (Cuadro 2). El numero de
bandas por iniciador varié desde 3 (UBC 820, 822, 828 y 829) hasta 13 (ISSR7
y UBC862), con un promedio de 6.82. Estos datos son bajos comparados con
los de Aguilera et al. (2011), que muestran la amplificacion de 9 a 22 bandas
por iniciador, con un promedio de 14.4, pero reportaron un reducido nivel de
polimorfismo (34.02 %); en promedio, sélo 5.3 bandas por iniciador fueron
polimorficas. Mientras que en el trabajo actual, se amplificaron 6.29 bandas
polimorficas por ISSR y el porcentaje general de polimorfismo fue de 92.2 %

(con un minimo de 33 y un maximo de 100 %).

CUADRO 2. Iniciadores ISSR utilizados en la caracterizacion de la divergencia
genética de noventa y siete genotipos de jitomate, temperatura de alineamiento
empleada (Ta), nUmero total de bandas amplificadas (NTBA), nimero de bandas
polimérficas (NBP) y porcentaje de polimorfismo (PP).

.. . Ta PP
Iniciador Secuencia (°C) NTBA NBP (%)
ISSR1 (CA)sAAGG® 62 10 10 100
ISSR3 (GA)sCTC 49 8 8 100
ISSR4 (AG)sCTC 55 5 5 100
ISSR6 (AC)sCTG 59 9 9 100
ISSR7 (AG)sCTG 53 13 13 100
ISSR8 (AC)sCTT 57 10 10 100
ISSR9 (AG)sC 47 5 5 100
ISSR10 (GA)ST 43 6 6 100
UBC820 (GT)sC 50 3 2 67
uBC822 (TC)sA 46 3 1 33
UBCS823 (TC)sC 48 4 3 75
UBC828 (TG)sA 54 3 2 67
UBC829 (TG)sC 56 3 2 67
UBC840 (GA)YT 51 8 7 88
UBC841 (GA)gYC 51 9 9 100
UBC862 (AGC)g 68 13 13 100
UBC866 (CTC)e 60 4 2 50
Total 116 107 92

’Bases: A=adenina, G=guanina, C=citosina, T=timina, Y=citosina+timina.
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Los iniciadores en cuya secuencia de aminoacidos se incluyé la adenina en
combinaciéon con guanina o citosina (GA, AG, CA, AC, o AGC) generaron el
mayor numero de bandas y sobre todo bandas polimorficas (Cuadro 2). Por
esta razon los iniciadores identificados como ISSR, previamente reportados por
Bojinov y Danailov (2009), dieron mejores resultados que los UBC (University of
British Columbia).

Resultado de los marcadores obtenidos es el dendrograma de la Figura 1. El
criterio cubico de agrupamiento (CCC) sugirié considerar tres grupos, en tanto
el seudo-estadistico T?, cuatro. Al trazar la linea de corte en 0.8, se observan
cuatro conjuntos de lineas homocigoticas, agrupadas con base en su disimilitud
o distancia genética. La distancia genética promedio fue de 0.304. La mayor
disimilitud (0.64) fue entre las lineas 39 y 50, la linea 39 también registr6 el
segundo valor més disimil (0.62) en su combinacion con las lineas 47, 56, 62 y
71. En contraste, las lineas mas parecidas fueron la 54 y 53 con una disimilitud
de 0.05, lo que indica que comparten el mismo origen genético. Otras lineas
con alto parentesco son 14 y 16, 67 y 72, asi como los silvestres 4 y 5, con
disimilitud de 0.08.

Los cuatro grupos heteréticos definidos en el dendrograma se enumeran en el
Cuadro 3. El grupo uno se construy6 por 23 lineas, éste es el mas alejado o
divergente. El grupo dos, fue el mas pequefio con solo 13 genotipos, incluye los
cinco nativos y la linea 39. Los grupos tres y cuatro constaron de 35y 26 lineas,
respectivamente. Todos los conglomerados fueron muy heterogéneos; se
construyeron con materiales de crecimiento determinado e indeterminado, fruto
tipo rifidn, cherry, saladete y bola, y color de fruto amarillo, naranja o rojo. En
cuanto a rendimiento, los grupos dos, tres y cuatro incluyen materiales muy
productivos (6, 9 y 5 lineas, respectivamente); el grupo uno aglutina genotipos
de medio a bajo rendimiento.

Los grupos heteréticos tres y cuatro fueron seleccionados para pronosticar el
rendimiento de cruzas simples de jitomate. De manera arbitraria, el grupo cuatro

se denomino grupo X y se conformo por 5 lineas (58, 76, 77, 92 y 93). El grupo
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heterdtico tres fue llamado grupo Y, constituido por 8 lineas (10, 14, 25, 28, 42,
43, 44y 52).
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FIGURA 1. Dendrograma de disimilaridad genética entre 97 genotipos de
jitomate, distancia de Jaccard y método de la varianza minima de Ward.
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CUADRO 3. Agrupamiento de 92 lineas y 5 genotipos nativos de jitomate,
distancia de Jaccard y método de la varianza minima de Ward.

Grupo Genotipos Lineas de alto rendimiento

1 L62, L89, L88, L69, L87, L45, L81,
L80, LO9, L24, L50, LO5, L35, L91,
L82, L71, L83, L68, L26, L65, L56,

L47 y L18.
2 L39, S05, S04, S03, L72, L67, L66 L51, L60, L66 L67, L72y L73.
L60, S2, S01, L51, L73y LO2.
3(Y) L54, L53,L75, L57, L55, L52, L63, L10, L11, L14, L25, L28,
L29, L25, L17, L33, L32, L31, L34, L42, L43, L44 y L52.

L30, L44, L43, L42, L16, L14, L13,
LO8, LO7, L27, L64, L28, L41, L23,
L15, L22, L21, L12, L20, L11y L10.
4 (X) L85,L90, L74, L06, L48, L84, L49, L58, L77,L76, L92y L93.
L46, L40, L38, L37, L36, L79, L78,
L77,L76, L86, L59, L58, L61, LOA4,
L70, LO3, L92, L93 y LO1.

b) Rendimiento de hibridos, varianzas genéticas y coeficientes
de coancestria.

El rendimiento de fruto por planta de los 40 hibridos producidos entre 5 lineas
homocigoticas del grupo X y 8 del grupo Y se presenta en el Cuadro 4. El
promedio general de produccién de fruto fue de 2.316 kgplanta™, y varié desde
1.329 en la cruza 93x14 hasta 3.300 kgplanta® en el hibrido 76x43. El
rendimiento promedio estimado mediante el BLUP fue de 2.333 kgplanta™.

Del grupo X, las lineas mas rendidoras fueron la 76 (2.823 kgplanta™) y la 77
(2.546 kgplanta™). En tanto que la peor linea fue la 93 (1.861 kgplanta). Para
el grupo Y, las lineas mas rendidoras fueron la 10 y 43 (2.799 y 2.566
kgplanta™, respectivamente). En contraste la linea de peor produccién fue la 25
(1.721 kgplanta™).
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CUADRO 4. Rendimiento de fruto por planta de los hibridos de jitomate entre
cinco lineas del grupo heterético Xy ocho lineas del grupo heterético Y.

L10 L14 L25 L28 L42 L43 L44 L52

Lineas
Rendimiento (kgplanta™)

L58 3.065 2197 2283 1.708 2.289 2.353 2.350 2.093
L76 2768 2995 1601 2903 2971 3.300 2.886 3.160
L77 3.032 2537 1.694 2547 2535 2.800 2475 2.745
L92 2569 1640 1.668 1.887 2.210 2.052 2.178 2.268
L93 2559 1329 1359 1631 1.796 2.324 2.149 1.742

La informacion obtenida con los marcadores ISSR sirvio para calcular los
coeficientes de coancestria de cada par de las lineas del grupo heterético Xy Y
(Cuadros 5y 6). En el grupo X, los coeficientes fueron relativamente bajos (en
promedio 0.1429), variaron desde cero entre los pares de lineas (58,92), (77,92)
y (77,93), hasta 0.3509 en el par (76,77). De hecho, por el método que se utilizd
para calcular el coeficiente, se presentaron valores negativos y dado que por
definicion el coeficiente de coancestria no puede ser negativo, es que se asigné

cero.

CUADRO 5. Coeficientes de coancestria entre cinco lineas del grupo heter6tico
X, calculados mediante marcadores ISSR.

Lineas 58 76 77 92 93
58 1.0000 0.2648 0.1708 0.0000 0.0651
76 1.0000 0.3509 0.1195 0.2510
77 1.0000 0.0000 0.0000
92 1.0000 0.2071
93 1.0000

Las 8 lineas del grupo heterético Y presentaron valores mas altos en sus
coeficientes de coancestria (promediaron 0.3098). Los registros fueron desde
cero para los pares de lineas (10,43) y (10,52), hasta 0.6315 en el par (42,43).
Las lineas 42, 43 y 44 en sus diferentes combinaciones mostraron coeficientes
de coancestria altos y homogéneos, lo que sugiere que son genotipos con el
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mismo origen; es decir, son parientes cercanos. Del grupo Y, la linea 10 es la
menos emparentada, sus registros fueron consistentemente los mas bajos.
Caso contrario fue la linea 14 que con excepcion de la linea 10, mantuvo

coeficientes elevados en todas sus combinaciones.

CUADRO 6. Coeficientes de coancestria entre ocho lineas del grupo heterético Y,
calculados mediante marcadores ISSR.

Lineas 10 14 25 28 42 43 44 52
10 1.0000 0.0831 0.1620 0.0030 0.0329 0.0000 0.0180 0.0000
14 1.0000 0.4212 0.4866 0.5757 0.6194 0.5676 0.3356
25 1.0000 0.2590 0.3531 0.2161 0.2574 0.1797
28 1.0000 0.3011 0.4412 0.4933 0.1046
42 1.0000 0.6315 0.5814 0.2773
43 1.0000 0.6244 0.3844
44 1.0000 0.2658
52 1.0000

Las estimaciones de las varianzas genéticas y no genética, con marcadores
ISSR mediante el BLUP, fueron: 0.1812 varianza aditiva de lineas del grupo X
(Vaxy)), 0.1957 varianza aditiva de lineas del grupo Y (Vawx), 0.1061 varianza
de dominancia (Vpxy)) y 0.0128 varianza no genética (Ve). Con estos valores, la
estimacion de la varianza genética (Vg) fue 0.4831 y la de la varianza fenotipica
(Vg) fue 0.4959. La heredabilidad en sentido estrecho (h?) del rendimiento fue
0.7803 y la heredabilidad en sentido amplio (H?) 0.9742. La alta H? indica que la
variabilidad de tipo aditivo es muy alta (97.42 %). El valor estimado de h? en
esta investigacion dista del publicado por Dordevic et al. (2010), quienes
reportan h?=0.451. Una posible razén de esta discrepancia es el hecho de que
las condiciones de evaluacién y material genético fueron diferentes. Wessel-
Beaver y Scott (1992) registraron estimaciones de h? de 0.65 y 0.81 para el
rendimiento de la misma poblacién de jitomate cultivada en Puerto Rico y
Florida, respectivamente, lo que ilustra la importancia del ambiente de
evaluacion. Sin embargo, la heredabilidad en sentido amplio coincide con los
reportes de Haydar et al. (2007), y el mismo Dordevic et al. (2010), que

calcularon una H? de 0.9767 y 0.9888, respectivamente.
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c) Correlacion entre rendimientos observados y predichos

El promedio de 100 estimaciones del coeficiente de correlacion, entre el
rendimiento observado en campo y el rendimiento predicho mediante el BLUP,
para las 40-n cruzas simples, fluctué entre 0.446 y 0.778. Con 1000
repeticiones los valores fluctuaron entre 0.454 y 0.770 (Cuadro 7). El coeficiente
de correlacion se increment6 al aumentar el nimero de hibridos predictores (n)
utilizados. La menor amplitud (diferencia entre el valor mas bajo y el méas alto)
observada en 100 y 1000 repeticiones, ocurrido con 20 (n) hibridos predictores,
con esta base, al reducirse o incrementarse n la amplitud aumentd. Esto es
debido a que se estimaron algunos valores extremos, sobre todo negativos
(Figura 2). Al utilizar 5 y 10 hibridos predictores, los coeficientes de correlacion
no fueron homogéneos (P<0.01), pero con n=15 si, tanto con 100 como con
1000 repeticiones. Para este estudio en particular se puede considerar que 20
hibridos predictores fueron suficientes para obtener predicciones aceptables, ya
que la amplitud fue menor y mas alla de este numero las correlaciones no

aumentan sustancialmente.

CUADRO 7. 100 y 1000 estimaciones del coeficiente de correlacién (r) entre 40-n
rendimientos predictores y predichos (con n hibridos predictores) de hibridos de
jitomate.

Num. de 100 estimaciones 1000 estimaciones

hibridos

predictores . i ] ) i i ) )
(n) Min. Max. Amplitud Media Min. Max. Amplitud Media
5 -0.207 0.807 1.014 0.446" -0.280 0.831 1.111 0.454"
10 -0.062 0.857 0.919 0.608™ -0.428 0.852 1.280 0.605™
15 0.387 0.878 0.491  0.694"S 0.079 0.929 0.850 0.690™°
20 0.487 0.914 0.426  0.733"S 0.215 0.922 0.707 0.730"®
25 0.477 0.939 0.463  0.755"S 0.177 0.943 0.766  0.753"°
30 0.439 0.958 0.519 0.774"° 0.130 0.973 0.843 0.778"°
35 -0.368 0.991 1.359 0.778"  -0.945 0.998 1.943 0.770"

NS 7 No significativo y significativo, respectivamente, de acuerdo con la prueba de ;(2 para

homogeneidad de coeficientes de correlacion (Steel y Torrie, 1985) con una P<0.07; Min=valor
mas bajo de r; Max=valor més alto de r.
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Las correlaciones obtenidas en este estudio, en lo general, coinciden con las
reportadas por Bernardo (1994). Este autor utiliz6 RFLP’s (amplificacion
inespecifica del polimorfismo del ADN) en maiz (r desde 0.695 hasta 0.800) y
con 10 hibridos predictores tampoco obtuvo coeficientes de correlacion
homogéneos (P<0.05).
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FIGURA 2. Representacion grafica de 1000 coeficientes de correlacion entre 40-n
rendimientos predichos (estimados con n hibridos predictores) y observados, en
hibridos de jitomate.

Las altas correlaciones obtenidas, sugieren que el método utilizado para
predecir el rendimiento de los hibridos es prometedor. Sin embargo, la
extrapolacion debe hacerse con reservas ya que la correlacion entre hibridos
predictores y predichos aumenta conforme se incrementa el niumero de hibridos
predictores, pero hasta cierto nivel, después de éste se corre el riesgo de tener
valores de r mas pequeiios e incluso negativos. Ademas, los resultados
expuestos son de un conjunto relativamente pequefio de cruzas simples.

Bernardo (1996) aplic6 esta metodologia en una escala mayor (16
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combinaciones de 9 grupos heterdticos en maiz), y las correlaciones entre
rendimientos predichos y observados fueron ligeramente mas bajas, desde
0.426 hasta 0.762.

El rendimiento de las 567 cruzas simples posibles entre 21 lineas del grupo Xy
27 lineas del grupo Y que no se hicieron, fue predicho con el método del mejor
predictor lineal e insesgado. Unicamente 25 % de las cruzas (143) mostraron un
rendimiento predicho superior a la media de los hibridos observados (2.33
kgplanta™). Las 5 cruzas de mayor rendimiento fueron 4x64, 3x75, 3x64, 4x75'y
3x54, con rendimientos de 2.558, 2.550, 2.549, 2.545 y 2.545 kgplanta™,

respectivamente.

El Cuadro 8 muestra el promedio de los rendimientos predichos de las 21 (X) y
27 (Y) lineas de jitomate. Sélo 14 % de las lineas del grupo X (3), tiene un
rendimiento de fruto superior a la media estimada por el BLUP. Estos genotipos
son las lineas 3, 4 y 61 con 2.41, 2.39 y 2.35 kgplanta, respectivamente. En el
grupo Y, 7 lineas (26 %) superaron la media, el mayor rendimiento lo registraron
la 64, 11y 54 (2.41 2.37 y 2.37 kgplanta™). Estos resultados, sugieren que hay
lineas que tienen potencial genotécnico para participar como progenitores de
hibridos sobresalientes, o en su defecto pueden ser usadas como base
genética para un ciclo avanzado de seleccion, con miras a obtener mejores

lineas endocriadas.

CUADRO 8. Promedio de los rendimientos predichos de los hibridos en que
participa cada una de las lineas de los grupos heteréticos X (21) y Y (27).

. Rendimiento . Rendimiento
Lineas . Lineas .
Grupo X prpmedu_;l Grupo Y prpmem(_)l

kgplanta kgplanta
L3 2.412 L64 2.413
L4 2.389 L11 2.373
L61 2.346 L54 2.368
L70 2.326 L20 2.363
L74 2.298 L75 2.352
L85 2.265 L31 2.341
L78 2.265 L55 2.339
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L79
L6

L90
L86
L38
L59
L48
L84
L36
L46
L40
L49
L37
L1

2.260
2.257
2.255
2.254
2.252
2.225
2.192
2177
2177
2174
2.170
2.144
2.136
2.089

L57
L32
L22
L41
L12
L33
L21
L53
L7

L34
L15
L30
L29
L63
L8

L16
L23
L27
L13
L17

2.309
2.299
2.289
2.273
2.267
2.260
2.254
2.245
2.241
2.240
2.209
2.182
2.148
2.142
2.141
2.130
2.129
2.117
2.063
2.023
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Conclusiones

La caracterizacion genotipica de 92 lineas homocigéticas de jitomate, y su
asignacion a cuatro grupos heteréticos, se hizo con 17 iniciadores ISSR a
través de 107 bandas polimoérficas.

La prediccion del rendimiento de hibridos en jitomate se realiz6 con el método
del mejor predictor lineal e insesgado (BLUP) que relaciond informacién
fenotipica e informacion genotipica, obtenida del ensayo de rendimiento en
campo de 40 hibridos F; y los coeficientes de coancestria de las lineas
involucradas, estimados con marcadores moleculares. Los coeficientes de
correlacion entre rendimientos observados y predichos fluctuaron entre 0.446 y
0.778, valores que permiten afirmar que el método es bueno y de utilidad
genotécnica.

La ecuacion generada para prediccion de rendimiento de hibridos de jitomate
permiti6 pronosticar el rendimiento de 567 cruzas no realizadas. Esta
herramienta posibilit6 tomar decisiones objetivas sobre qué cruzas se deberian
realizar y evaluar, asi como las lineas a considerar en un ensayo dialélico o
como fuente de germoplasma para un siguiente ciclo de seleccion.
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ANEXOS

ANEXO 1. Rendimientos predichos de 567 hibridos de jitomate, mediante

el método BLUP y marcadores moleculares ISSR.

Hibrido Hibrido Hibrido
Rendimiento Rendimiento Rendimiento
Grupo Grupo kg'planta’l Grupo Grupo kg'planta’l Grupo Grupo kg'planta'l
X Y X Y X Y
L4 L64 2.558 L38 L22 2.299 L48 L7 2.181
L3 L75 2.550 L48 L31 2.298 L61 L13 2.181
L3 L64 2.549 L74 L34 2.298 L49 L21 2.180
L4 L75 2.545 L79 L41 2.298 L36 L33 2.179
L3 L54 2.527 L90 L22 2.296 L1 L75 2.179
L3 L11 2.519 L4 L8 2.295 L46 L33 2.176
L4 L11 2.512 L4 L30 2.295 L84 L34 2.176
L4 L55 2.511 L86 L22 2.292 L84 L33 2.175
L4 L54 2.511 L1 L64 2.292 L78 L8 2.175
L3 L55 2.504 L6 L41 2.292 L1 L22 2.175
L61 L64 2.502 L48 L75 2.292 L85 L8 2.175
L74 L64 2.501 L74 L15 2.291 L36 L34 2.175
L3 L32 2.495 L59 L32 2.291 L74 L16 2.173
L3 L20 2.494 L59 L57 2.289 L1 L57 2.173
L4 L20 2.492 L3 L63 2.289 L46 L34 2.172
L3 L31 2.488 L70 L15 2.289 L40 L33 2.172
L3 L33 2.480 L70 L30 2.288 L86 L63 2.170
L61 L75 2.478 L48 L55 2.288 L59 L29 2.168
L61 L11 2.477 L38 L41 2.288 L40 L34 2.168
L4 L41 2.472 L49 L11 2.288 L49 L53 2.168
L4 L31 2.472 L3 L29 2.288 L90 L63 2.167
L3 L41 2.470 L3 L13 2.288 L90 L29 2.166
L4 L32 2.466 L59 L55 2.288 L36 L7 2.166
L4 L33 2.462 L49 L54 2.287 L85 L29 2.165
L61 L20 2.460 L84 L31 2.285 L78 L29 2.165
L70 L64 2.460 L36 L31 2.285 L90 L8 2.165
L61 L55 2.455 L79 L33 2.285 L86 L29 2.164
L3 L57 2.453 L49 L20 2.285 L79 L29 2.163
L61 L54 2.452 L85 L12 2.284 L46 L7 2.162
L74 L75 2.450 L4 L23 2.283 L6 L29 2.162
L70 L11 2.443 L79 L12 2.283 L1 L12 2.162
L3 L7 2.443 L74 L53 2.283 L78 L23 2.162
L74 L54 2.437 L46 L31 2.283 L78 L27 2.162
L70 L54 2.437 L78 L12 2.282 L85 L23 2.162
L74 L55 2.436 L37 L11 2.282 L85 L27 2.161
L61 L31 2.435 L61 L27 2.282 L84 L7 2.161
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L70
L4
L4

L74

L79

L85

L78
L6

L70

L74

L38
L3

L86

L70
L3

L90

L61
L4
L3

L61

L70

L61
L3

L70

L86

L74

L78

L85
L3

L61
L4

L79

L79

L74

L85
L3
L6

L86

L70

L78
L6
L4

L90
L4

L78

L75
L57
L7
L11
L64
L64
L64
L64
L20
L20
L64
L34
L64
L31
L22
L64
L32
L22
L21
L57
L55
L41
L53
L32
L11
L31
L11
L11
L12
L33
L34
L54
L11
L41
L54
L15
L54
L20
L57
L54
L11
L12
L11
L15
L20

2.435
2.432
2.432
2.431
2.429
2.428
2.427
2.424
2.424
2.420
2.418
2.418
2.418
2.413
2411
2.410
2.409
2.408
2.403
2.403
2.402
2.400
2.396
2.395
2.394
2.393
2.391
2.389
2.389
2.389
2.388
2.388
2.387
2.387
2.384
2.384
2.384
2.383
2.383
2.383
2.382
2.381
2.380
2.379
2.379

L37
L86
L85
L6
L74
L36
L78
L36
L40
L37
L90
L6
L46
L46
L86
L38
L40
L86
L40
L84
L90
L78
L85
L84
L48
L78
L61
L90
L79
L85
L86
L61
L85
L6
L38
L90
L59
L78
L61
L79
L79
L6
L70
L79
L85

L20
L33
L33
L12
L21
LS55
L33
L75
L31
L54
L41
L33
LS55
L75
L21
L12
LS55
L41
L75
L75
L12
L21
L21
LS55
L57
L7
L30
L21
L21
L7
L12
L16
L53
L21
L33
L33
L21
L53
L8
L7
L53
L53
L16
L34
L34

2.282
2.281
2.281
2.281
2.280
2.280
2.280
2.280
2.279
2.279
2.279
2.278
2.278
2.277
2.277
2.275
2.274
2.273
2.273
2.272
2.272
2.271
2.270
2.269
2.269
2.268
2.268
2.268
2.268
2.268
2.268
2.267
2.266
2.266
2.265
2.265
2.265
2.265
2.263
2.263
2.263
2.262
2.261
2.261
2.260

L79
L78
L85
L86
L74
L78
L37
L38
L48
L85
L6
L37
L40
L6
L90
L79
L38
L79
L37
L59
L86
L6
L90
L49
L79
L38
L38
L6
L49
L79
L49
L36
L38
L38
L59
L46
L6
L90
L86
L84
L48
L4
L1
L40
L37

L8
L16
L16
L16
L29
L63
L41

L8
L15
L63

L8
L21

L7
L63
L16
L63
L29
L16
L53
L15

L8
L16
L23
L34
L23
L23
L63
L23
L41
L27
L33
L15
L27
L16
L16
L15
L27
L27
L23
L15
L30
L17
L32
L15
L34

2.161
2.161
2.160
2.160
2.159
2.159
2.159
2.159
2.159
2.158
2.158
2.158
2.158
2.156
2.155
2.155
2.154
2.154
2.153
2.152
2.152
2.151
2.150
2.150
2.149
2.147
2.146
2.146
2.145
2.145
2.144
2.144
2.142
2.141
2.141
2.140
2.140
2.140
2.138
2.137
2.137
2.136
2.136
2.136
2.135
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L38
L85
L86
L79
L61
L79
L38
L85
L78
L90
L61
L6
L48
L4
L86
L59
L90
L38
L6
L36
L74
L46
L4
L85
L78
L40
L78
L85
L3
L38
L70
L79
L79
L59
L86
L90
L74
L84
L6
L74
L6
L3
L3
L90
L74

L11
L20
L54
L20
L7
L75
L54
L75
L75
L54
L22
L20
L64
L21
L75
L64
L20
L20
L75
L64
L32
L64
L53
L55
L55
L64
L31
L31
L16
L75
L33
L55
L31
L11
L31
L75
L57
L64
L31
L33
L55
L30
L27
L31
L22

2.378
2.378
2.377
2.376
2.375
2.374
2.373
2.373
2.373
2.372
2.371
2.371
2.370
2.370
2.369
2.368
2.368
2.368
2.368
2.365
2.365
2.363
2.362
2.362
2.362
2.361
2.361
2.360
2.360
2.359
2.358
2.358
2.357
2.356
2.356
2.355
2.355
2.354
2.354
2.353
2.353
2.352
2.352
2.352
2.350

L90
L78
L38
L6
L49
L6
L86
L59
L84
L38
L36
L86
L48
L38
L86
L78
L90
L90
L85
L46
L37
L61
L40
L38
L70
L36
L1
L4
L48
L37
L46
L59
L1
L59
L40
L84
L49
L1
L37
L70
L38
L59
L70
L90
L48

L53
L34
L21
L7
L31
L34
L7
L22
L57
L53
L57
L34
L22
L7
L53
L15
L7
L34
L15
L57
L31
L23
L57
L34
L63
L22
L20
L29
L32
LS55
L22
L53
L11
L12
L22
L22
L75
L54
L75
L8
L15
L33
L29
L15
L12

2.260
2.259
2.259
2.258
2.258
2.258
2.257
2.257
2.255
2.254
2.254
2.253
2.253
2.253
2.252
2.252
2.252
2.251
2.251
2.251
2.251
2.248
2.248
2.247
2.246
2.244
2.244
2.243
2.243
2.242
2.242
2.242
2.241
2.240
2.239
2.239
2.238
2.237
2.237
2.235
2.235
2.234
2.233
2.233
2.233

L70
L37
L61
L84
L1
L74
L86
L49
L59
L37
L1
L36
L48
L46
L40
L49
L48
L84
L59
L84
L90
L37
L85
L78
L1
L36
L59
L48
L46
L1
L86
L40
L79
L6
L49
L49
L74
L48
L36
L46
L49
L38
L1
L84
L40

L17
L33
L17
L30
L21
L63
L27
L7
L8
L7
L53
L30
L29
L30
L30
L30
L63
L29
L23
L63
L13
L15
L13
L13
L41
L29
L13
L8
L29
L34
L13
L29
L13
L13
L29
L63
L13
L23
L63
L63
L15
L13
L33
L8
L63

2.134
2.133
2.128
2.128
2.125
2.124
2.124
2.120
2.119
2.119
2.116
2.113
2.111
2.110
2.106
2.105
2.104
2.103
2.103
2.100
2.094
2.094
2.093
2.093
2.093
2.093
2.091
2.090
2.090
2.090
2.088
2.087
2.087
2.086
2.085
2.085
2.083
2.080
2.079
2.077
2.076
2.075
2.074
2.074
2.073
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L38
L38
L59
L70
L86
L61
L59
L90
L61
L70
L4
L70
L37
L78
L85
L61
L61
L70
L74
L74
L49
L48
L70
L90
L59
L79
L70
L6
L38
L48
L61
L48
L79
L3
L86
L85
L78
L70
L6
L36
L84
L86
L59
L46
L36

L55
L31
L54
L41
L55
L15
L20
L55
L21
L22
L27
L21
L64
L57
L57
L34
L12
L7
L7
L12
L64
L11
L34
L57
L31
L57
L53
L57
L57
L54
L53
L20
L32
L8
L32
L32
L32
L12
L32
L11
L11
L57
L75
L11
L54

2.350
2.349
2.348
2.347
2.347
2.345
2.344
2.343
2.343
2.341
2.340
2.339
2.337
2.336
2.336
2.335
2.335
2.332
2.330
2.328
2.328
2.328
2.327
2.327
2.327
2.326
2.324
2.324
2.323
2.323
2.322
2.322
2.321
2.320
2.320
2.318
2.318
2.317
2.316
2.316
2.315
2.315
2.314
2.313
2.312

L49
L79
L59
L84
L6
L36
L36
L4
L70
L46
L46
L74
L40
L84
L40
L49
L4
L61
L70
L37
L37
L61
L48
L48
L1
L59
L59
L49
L86
L59
L90
L36
L48
L78
L85
L86
L49
L84
L46
L70
L79
L6
L37
L49
L40

L55
L15
L34
L32
L15
L32
L12
L63
L27
L12
L32
L27
L12
L12
L32
L57
L13
L29
L23
L57
L22
L63
L41
L21
L31
L30
L41
L22
L15
L7
L30
L41
L53
L30
L30
L30
L32
L21
L41
L13
L30
L30
L12
L12
L41

2.231
2.230
2.230
2.228
2.227
2.226
2.226
2.225
2.224
2.224
2.223
2.222
2.221
2.220
2.219
2.218
2.218
2.218
2.217
2.216
2.215
2.215
2.214
2.211
2.210
2.210
2.210
2.210
2.207
2.206
2.206
2.204
2.204
2.203
2.203
2.203
2.202
2.202
2.201
2.200
2.199
2.199
2.199
2.197
2.197

L37
L36
L46
L48
L40
L84
L36
L78
L90
L85
L59
L46
L1
L37
L40
L84
L48
L38
L6
L37
L79
L36
L1
L46
L59
L86
L1
L36
L1
L40
L74
L49
L46
L84
L37
L1
L40
L49
L37
L49
L48
L84
L37
L48
L36

L30
L8
L8

L16
L8

L23

L23

L17

L17

L17

L27

L23
L7

L29

L23

L16

L27

L17

L17

L63

L17

L16

L30

L16

L17

L17

L29

L27

L15

L16

L17
L8

L27

L27
L8

L63

L27

L23

L23

L16

L13

L13

L16

L17

L13

2.072
2.071
2.068
2.066
2.063
2.063
2.063
2.062
2.062
2.062
2.060
2.059
2.059
2.059
2.055
2.050
2.049
2.045
2.043
2.043
2.041
2.039
2.038
2.035
2.034
2.033
2.031
2.030
2.030
2.030
2.029
2.027
2.026
2.024
2.024
2.020
2.020
2.018
2.017
2.013
2.003
1.991
1.983
1.980
1.974
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L36
L40
L46
L46
L84
L84
L4
L90
L85
L78
L40
L40
L38
L3
L79
L85
L78
L6

L20
L11
L54
L20
L20
L54
L16
L32
L22
L22
L54
L20
L32
L23
L22
L41
L41
L22

2.312
2.310
2.310
2.310
2.310
2.309
2.309
2.308
2.308
2.308
2.307
2.307
2.304
2.304
2.303
2.303
2.302
2.300

L74
L48
L36
L84
L3
L84
L46
L59
L48
L74
L74
L38
L36
L40
L1
L46
L37
L40

L8
L33
L21
L53
L17
L41
L21
L63
L34
L30
L23
L30
L53
L21
LS55
L53
L32
L53

2.195
2.195
2.194
2.193
2.192
2.191
2.191
2.190
2.190
2.190
2.190
2.189
2.189
2.188
2.188
2.186
2.184
2.183

L1
L37
L46
L84
L40

L1
L49
L49
L36
L46
L40

L1
L49
L37
L37

L1

L1

L1

L8
L27
L13
L17
L13
L23
L27
L13
L17
L17
L17
L16
L17
L13
L17
L27
L13
L17

1.970
1.970
1.970
1.969
1.964
1.964
1.959
1.957
1.954
1.950
1.946
1.930
1.923
1.918
1.904
1.893
1.871
1.861
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