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CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y BUSQUEDA DE GENES DE
RESISTENCIA A ENFERMEDADES DE JITOMATE (Solanum lycopersicum
L.) NATIVO DE MEXICO

MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION AND SEARCH OF DISEASE
RESISTANCE GENES OF TOMATO (Solanum lycopersicum L.) MEXICO
NATIVE

J C Godinez-Aguilar, J E Rodriguez-Pérez

RESUMEN GENERAL

En Meéxico, la colecta, caracterizacion,
conservacion y aprovechamiento de los
recursos fitogenéticos es de gran importancia
en especies de jitomate, debido a esto, el
objetivo de esta investigacion fue caracterizar
morfologicamente 101 colectas de jitomate
nativo, con base en 68 descriptores la guia
UPOV vy detectar genes de resistencia por
medio de marcadores genéticos moleculares
a cuatro fitopatbgenos de este cultivo:
Meloidogyne incognita, Virus del mosaico del
tomate, Verticillum dahliae y Fusarium
oxysporum. Los resultados moleculares solo
detectaron genes de resistencia a F
oxysporum razas O y 1, en 13 colectas nativas
procedentes de diferentes lugares de México,
estas colectas presentaron una banda
polimérfica de 130 pb, generado por la
amplificacion de los iniciadores dominantes
At2-F3 y At2-R3. La poca disponibilidad de
resistencia genética en esta poblacion, se
puede deber a que los genes buscados, es
decir, patégenos especificos presentes en
cultivos que no necesariamente habitan en
condiciones naturales ya que comunmente se
asocian a explotaciones comerciales.
Respecto a la caracterizacion morfoldgica, se
determiné que existe variabilidad genética por
la clara separacion de tres grupos debido
principalmente a las caracteristicas de fruto,
forma, color y tamafio. Estos resultados son
de interés para un programa de
mejoramiento, ya que las colectas poseen un
potencial de diversidad morfolégico y al
menos se detectd un gen de resistencia al
patdgeno F. oxysporum razas Oy 1.

Palabras clave: Solanum lycopersicum,
resistencia a enfermedades, resistencia a
Fusarium

GENERAL ABSTRACT

In Mexico, the collection, characterization,
conservation and use of plant genetic
resources is of great importance in tomato
species. Because of this, the objectives of
this research were to characterize
morphologically 101 native tomato
collections, based on 68 descriptors given in
the UPOV guide, and to detect, through
molecular genetic markers, genes conferring
resistance to four pathogens of this crop:
Meloidogyne incognita, tomato Mosaic Virus,
Verticillium dahliae and Fusarium oxysporum.
The molecular results in 13 native collections
from different parts of Mexico detected only
genes resistant to F. oxysporum races 0 and
1; these collections exhibited a polymorphic
band of 130 bp, generated by amplification of
the key initiators At2 -F3-R3 and At2. The
limited availability of genetic resistance in this
population may be due to the fact that the
genes sought, that is, the specific pathogens
associated with commercial farms may not
necessarily be present in natural conditions.
Morphological characterization determined
that there is clear genetic variation for
division into three groups, differentiated
mainly by fruit traits: shape, color and size.
These results are of interest to breeding
programs because the collections have the
potential of morphological diversity, and at
least one gene conferring resistance to the
pathogen F. oxysporum races 0 and 1 was
detected.

Key words: Solanum lycopersicum, disease
resistance, resistance to Fusarium



I. INTRODUCCION GENERAL

La importancia econémica a nivel mundial del jitomate (Solanum lycopersicum L.) es
considerable (Faostat, 2011). Este cultivo es nativo de América del sur y su distribucion
en México ha sido relativamente reciente como centro de domesticacion (Rick y Holle,
1990).

México es considerado como centro de domesticacion y diversificacion del jitomate rojo
cultivado (Jenkins, 1948; Rick y Fobes, 1975; Peralta y Spooner, 2007). Las diversas
exploraciones realizadas indican que Solanum lycoperscicum se distribuye en los tropicos,
subtrdpicos y regiones semi-secas del pais, desde el Estado de Sinaloa (Sanchez-Pefia et
al., 2006) hasta la peninsula de Yucatan (Nuez y Pico, 1997). No obstante que existe
amplia distribucion, hay poca documentacion del potencial genético y su aprovechamiento

directo o como fuente de genes para el mejoramiento.

Estudios recientes en México del potencial y diversidad genética de poblaciones nativas
fueron realizados por Alvarez-Hernandez et al., (2009). Dicha variabilidad genética de
estas poblaciones nativas se debe principalmente a que siempre estdn sometidas a
diferentes condiciones ambientales, suelos y principalmente a enfermedades (Warnock,
1988).

La basta diversidad genética dentro de la que destacan los genes de resistencia a
condiciones adversas ambientales y a fitopatdgenos derivado del proceso evolutivo, son
componentes basicos para lograr establecer con éxito un programa de mejoramiento
genético. En este sentido, se han estudiado poblaciones de jitomate, y se ha determinado
resistencias genéticas a enfermedades y plagas (Jinsin, 1999; Resende et al., 2002)
adaptacion a diversas condiciones ambientales, resistencias a sequia, resistencias a altas
concentraciones de salinidad y alcalinidad (Hoyt, 1992; Foolad, 2003; Foolad et al., 2004),

calidad nutricional, contenido de s6lidos, y precocidad (Lindhout, 2005).

También se han reportado genes como: Mi-1 (Milligan et al., 1998) y Mi-3 (Yaghoobi et
al., 1995) presentes inicialmente en jitomate nativo (S. peruvianum) e introducidos por
cruza directa en jitomate cultivado (S. lycopersicum); asi como el gen Mi-9 presente en la
especie Solanum arcanum (Jablonska et al., 2007), como los responsables de conferir
resistencia genética al nematodo formador de nudo Meloidogyne spp. en cultivos

solanéceos (Williamson et al., 1994; Kaloshian et al., 1998; Ammiraju et al., 2003). Asi
2



mismo se registran estudios como la deteccién por marcadores SCAR y PCR del gen de
resistencia al virus del mosaico del tomate Tm-2 (Sandoval, 2007).

Las necesidades actuales demandan el empleo de nuevas tecnologias que permitan
controlar especificamente enfermedades y contribuir al mejoramiento genético de nuevas
variedades. Ante esta necesidad, la biotecnologia y los marcadores moleculares han

jugado un papel muy importante, para evidenciar estos caracteres intrinsecos.

Ante la disponibilidad de herramientas moleculares, las evidencias genéticas de resistencia
a enfermedades en poblaciones nativas, y la necesidad de obtener materiales como base del
programa de mejoramiento en este cultivo, se planteo la busqueda de genes de resistencia a
los patégenos: Mi, ToMV, Ve y Fo en 101 accesiones de jitomate nativo de México, asi
mismo se realizé un estudio introspectivo de caracterizacion morfoldgica en base a la guia
varietal UPOV, para conocer paralelamente la fuente de variacién intraespecifica, y su
potencial de diversidad genética como fuentes promisorias del programa de mejoramiento
de jitomate de la UACh.

1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la variabilidad genética de 101 colectas de jitomate nativo de México mediante su
caracterizacion morfoldgica con base en 68 descriptores de la guia UPOV vy realizar la
basqueda de genes de resistencia a cuatro patogenos fitopatdgenos (Meloidogyne
incognita, Virus del mosaico del tomate, Verticillium dahliae, y Fusarium oxysporum
marcadores moleculares mediante marcadores genéticos moleculares con fines de

conservacion y empleo en programas de mejoramiento genético.

I11. HIPOTESIS GENERAL

Debido a la diversificacion genética del jitomate ocurrida en México por su amplia
distribucion ecoldgica, sera posible identificar diferentes grupos de colectas, asi como

genes de resistencia a enfermedades comunes del cultivo.



CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE JITOMATE (Solanum lycopersicum
L.) NATIVO DE MEXICO

MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF TOMATO (Solanum
lycopersicum L.) MEXICO NATIVE

J C Godinez-Aguilar, J E Rodriguez-Pérez.

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue
caracterizar morfolégicamente 101
colectas de jitomate nativo por medio de
68 caracteres morfolégicos de la guia
varietal de UPOQOV, para identificar
variabilidad genética. EI empleo de
caracteres morfolégicos con escalas de
medicion  cualitativa 'y  cuantitativa,
permitié realizar agrupaciones coherentes
y coincidentes entre ambos conjuntos.
Dichas agrupaciones evidenciaron tres
grandes grupos, el grupo uno presento6 53
fenotipos, el grupo dos se determiné con
27 y el grupo tres con 21. Todos los
fenotipos fueron diferenciados por
caracteristicas de fruto, forma, color y
tamafio. Se determind la existencia de
variabilidad intraespecifica de especies
de Solanum lycopersicum procedentes de
varios estados de la republica.
Asimismo, se determind que no existio
asociacion entre el origen de las colectas
y los grupos generados. Los resultados
obtenidos pueden ser registrados en los
bancos de germoplasma y sera posible
establecer meétodos estratégicos de
conservacion.

Palabras clave: Solanum lycopersicum,
caracterizacion morfolégica, diversidad
genética.

ABSTRACT

The objective of this research was to
characterize morphologically 101
collections using 68 morphological
characters of the UPOV varietal guide to
identify genetic variability. Measuring
morphological traits with qualitative and
guantitative scales enabled coherent and
coincident clustering between the two
sets. These clusters showed three
groups: group one included 53
phenotypes, group two was comprised 27
and group three 21. All phenotypes were
differentiated by fruit, shape, color and
size. We determined the existence of
intraspecific variability of species of
Solanum lycopersicum from several
Mexican states. It was also determined
that there was no association between
the origin of the collections and the
groups generated. The results obtained
will be registered in germplasm banks to
be available for establishing strategic
conservation methods.

Key words:
morphological
variability.

Solanum lycopersicum,
characterization, genetic



I. INTRODUCCION

Solanum lycopersicum L. es una especie considerada nativa de América del Sur y
domesticada en Meéxico (Rick y Holle, 1990). La clasificacién taxondmica ha sido
controvertida desde el siglo XVII, parte desde Linneo en 1753, sin embargo Peralta y
Spooner, (2000) a través de estudios moleculares, han demostrado que el jitomate y la papa
estan filogenéticamente relacionados, y apoyan a la inclusion del jitomate dentro del

género Solanum.

El jitomate nativo puede crecer a nivel del mar, hasta los 3,300 msnm, incluyendo zonas
aridas y humedas de la costa del pacifico hasta tierras altas de los Andes; esta adaptacion a
diferentes ambientes, climas, suelos y enfermedades, ha contribuido a la variabilidad
genética de la poblacion nativa (Warnock, 1988). Y su amplia distribucién ha permitido el
desarrollo de diferentes caracteres que permiten responder a factores bio6ticos y abidticos,
por lo que la variacion al ambiente es uno de los factores que influyen directamente en la

variabilidad bioldgica (Ramanatha Rao y Hodgkin, 2002).

México es una zona geografica que tiene un nivel elevado de diversidad genética de esta
poblacion nativa (Alvarez-Hernandez et al., 2009). Por lo que es necesario, identificar,
caracterizar, aprovechar y preservar estos recursos fitogenéticos. Debido a que en estos se
presentan caracteres genéticos de interés agronomico tales como: resistencias a
enfermedades y plagas (Fuchs et al., 1997; Jinsin, 1999; Resende et al., 2002) adaptacién a
diversas condiciones ambientales, resistencias a sequia, resistencias a altas concentraciones
de salinidad y alcalinidad (Hoyt, 1992; Foolad, 2003; Foolad et al., 2004), calidad

nutricional, contenido de s6lidos, y precocidad (Lindhout, 2005).

Evidenciar los caracteres favorables en poblaciones nativas de jitomate y aplicarlos en los
programas de mejoramiento genético, es un proceso tedioso ya que implica demasiado
tiempo y espacio, manejo de recursos fitogenéticos, e inicialmente, su caracterizacion

morfologica.

Los estudios de caracterizacion morfoldgica se pueden basar en caracteres cualitativos y
cuantitativos (Gonzalez-Andrés, 2001). Actualmente la caracterizacién morfoldgica por
medio de descriptores permite la discriminacion entre fenotipos. A través de caracteres
altamente heredables, que pueden ser detectados a simple vista y se expresan de forma

similar en todos los ambientes donde se establece la planta. Ademas, pueden incluir
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caracteres adicionales que son deseables segun el consenso de los usuarios de un cultivo en
particular (UPQV, 1992).

Dicha caracterizacion y evaluacion de los materiales permite conservar y formar
colecciones nucleo, estas a su vez tienen como objetivo aumentar y mejorar la utilizacion
de los recursos fitogenéticos, impulsar trabajos de premejoramiento y fitomejoramiento
mediante la identificacion de muestras Utiles o0 de sus genes para su introduccién en los
programas de potenciacion genetica e identificar germoplasma de valor potencial para su

utilizacion.

Una vez identificadas las colecciones nucleo, pueden ser conservadas en Bancos de
Germoplasma. Sin embargo, la mayoria de estas accesiones no se han evaluado

debidamente, lo que impide el aprovechamiento de todo su valor.

1. OBJETIVO

El objetivo de la presente investigacion fue caracterizar morfolégicamente, con base en la
guia de UPQV, 101 colectas de Jitomate nativo de México con el fin de proporcionar una

conservacion y aprovechamiento adecuado.

111. HIPOTESIS

Debido a que las colectas de jitomate nativo provienen de diferentes areas geogréaficas de

México se espera encontrar variabilidad genética.



IV. REVISION DE LA LITERATURA

4.1 Importancia del jitomate a nivel mundial

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una especie importante a nivel mundial ya que
en el 2009 se alcanzd una produccion de 150 956 115 toneladas (Faostat, 2011). Este
cultivo ha sido considerado nativo del oeste de América y su distribucién en México ha

sido relativamente reciente (Rick y Holle, 1990).

4.2 Importancia del jitomate en México

México es considerado como centro de domesticacion y diversificacion del tomate rojo
cultivado (Jenkins, 1948; Rick y Fobes, 1975; Peralta y Spooner, 2007). Y cuenta con una
amplia diversidad de parientes silvestres de jitomate, entre los que se mencionan: Solanum
cheesmaniae (R. Riley) Fosberg; S. pimpinellifolium L.; S. chmielewskii (C. M. Rick,
Kesicki, Fobes & Holle) D. M. Spooner, G. J. Anderson & R. K. Cansen; S. neorickii (C.
M. Rick, Kesicki, Fobes & M. Holle) D. M. Sponner. G. J. Anderson & R. K. Jansen (L.
parviflorum); S. habrochaites S. Knapp & D. M. Spooner (L. hirsutum); S. chilense
(Dunal) Reiche; S. peruvianum L. y S. penelli Correll (Peralta et al., 2005).

Las diversas exploraciones realizadas indican que Solanum lycoperscicum se distribuye en
los tropicos, subtrdpicos y regiones semi-secas del pais, desde el Estado de Sinaloa
(Sanchez-Pefia et al., 2006) hasta la peninsula de Yucatan (Nuez y Pico, 1997).

4.3 Importancia del mejoramiento genético

No obstante que existe amplia distribucion, hay poca documentacion del potencial genético
y su aprovechamiento directo o como fuente de genes para el mejoramiento. Estudios
recientes en México del potencial y diversidad genética de poblaciones nativas fueron
reportados por Alvarez-Hernandez et al., (2009). Dicha variabilidad genética de estas
poblaciones nativas se debe principalmente a que siempre estdn sometidas a diferentes
condiciones ambientales, suelos y principalmente a enfermedades (Warnock, 1988). La
basta diversidad genética y los genes de resistencia a condiciones ambientales y
enfermedades derivado del proceso evolutivo, son componentes basicos para lograr

establecer con éxito un programa de mejoramiento genético.



4.4 Caracterizacion morfologica y mejoramiento genético.

Actualmente los programas de mejoramiento genético buscan, ademas de mejorar
productividad y adaptacion, incorporar alta calidad nutricional y resistencia a patégenos a
las variedades, a través de introgresion, retrocruzamientos (Zamir et al., 1999; Schauer et
al., 2006). El uso de germoplasma silvestre se inicié en Estados Unidos desde 1930 (Rick,
1986), pero poco se hace en México al respecto. Antes de promover su utilizacién en el
mejoramiento del tomate, es necesario conocer la variabilidad genética que se conserva in
situ y para ello se cuenta con guias de descriptores varietales de UPOV (Molina y Cordoba,
2006).



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion del sitio experimental

El presente trabajo se realizo en las instalaciones de la Universidad Autonoma Chapingo
(UACh), localizada en Texcoco, Estado de México, (19° 20’ 34.61” LN y 98° 53°06.93”
LO, a 2269 msnm).

5.2 Material experimental

Dentro del programa de mejoramiento genético de jitomate de la UACh, se realizaron 101
colectas de jitomates nativos (S. lycopersicum L.) en los estados de Oaxaca, Guerrero,

Chiapas, Veracruz, Hidalgo, Michoacan y Guanajuato.

5.3 Caracterizacion morfologica y disefio experimental

La investigacion se establecid bajo condiciones de invernadero con sistema hidroponico y
fertirrigacion mediante solucion nutritiva (Steiner, 1961). La siembra se realiz6 el
01/Febrero/2011 en charolas de poliuretano de 200 cavidades con sustrato de turba. Treinta
dias después cada planta se trasplanto en una bolsa de plastico de 12.5 L con arena
volcéanica (tezontle). Cada maceta con una planta se consideré como unidad experimental,

el disefio experimental fue bloques completos al azar con 8 repeticiones.

La caracterizacion morfoldgica se realiz6 con 68 descriptores de la guia UPOV-IPGRI
(1996) para jitomate (Cuadro 2), relativos de planta, hoja, inflorescencia y fruto, y se
dividieron de acuerdo con tres escalas de medicion: categoéricos, ordinales y cuantitativos.
Para el caso de variables categodricas y ordinales se realizé un anélisis de agrupamiento
(AA), con el empleo de la matriz de disimilitud generadas a partir de las distancias de

Gower. El dendrograma se generd con el algoritmo de minima varianza de Ward.

En un segundo analisis, los caracteres cuantitativos, fueron estandarizados y se generaron
distancias euclideanas elevadas al cuadrado; con ellas se construyo el dendrograma con el
método de minima varianza de Ward. La altura de corte se determiné mediante el criterio
cibico de agrupamiento y la  pseudoestadistica t*> de Hotelling (Johnson, 2000).
Posteriormente, se aplicd el analisis multivariado discriminante (AD), donde se empled

como variable categdrica los grupos generados por el AA.



CUADRO 1. 68 caracteres morfolégicos seleccionados de la guia de descriptores de UPOV-IPGRI,
1996, evaluados en 101 colectas de jitomate nativo de México.

Caracter Escala Valores

Planta

1.-Habito de crecimiento Cat 1=Enana 2=Determinada
3=Semideterminada 4=Indeterminada

2.-Tamafio de planta Ord 1=Pequefia 2=Intermedia 3=Larga

3.-Longitud de planta Cuant Cm

4.- Anchura del follaje Cuant cm

5.-Densidad de pubescencia Ord 1=Dispersa 2=Intermedia 3=Densa

de tallo

6.-Longitud de entrenudo Cuant cm

7.-Tamafio del entrenudo Ord 1=Pequefia 2=Intermedia 3=Larga

8.-Diametro del tallo Cuant cm

9.-Densidad de follaje Ord 1= Dispersa 2= Intermedia 3= Densa

Hoja

10.-Numero de hojas debajo Cuant Namero

de la 1% inflorescencia

11.-Densidad de hojas Ord 1=Poco 2=Mediano 3=Muy Denso

12.-Color Cat 1=Verde claro 2=Verde 3=Verde Obscuro

13.-Posicion de hoja Ord 1= Semierecta 2= Horizontal 3= Caida

14.-Tipo de hoja Cat 1= Pequefia 2= Tipo papa 3= Estandar
4= Peruvianum 5= Pimpenellifolium
6= Hirsutum 7= Otro

15.-Grado de diseccion de la Ord 1=Baja 2=Intermedia 3=Alto

hoja

16.-Coloracion antocianinica Bin 1=Venas Obscuras 2=Normales claras

de venas

17.-Longitud Cuant cm

18.-Anchura Cuant cm

19.-Tamafio Ord 1=Corta 2=Media 3=Larga

Flor

20.-Tipo de inflorescencia Ord 1=Generalmente uniparo 2=Ambos
3=Generalmente multiparo

21.-Color de corola Cat 1=Blanco 2=Amarilla 3=Naranja 4=0tros

22.-Tipo de la corola Bin 1=Abierta 2=Cerrada

23.-Tipo de esterilidad de flor Cat 1=Acaulescente 2=Funcional 3=Polen

24.-Longitud del pétalo Cuant cm

25.-Longitud de sépalo Cuant cm

26.-Posicion estilo Ord 1=Insertado 2= mismo nivel del estambre

3=Ligeramente sobresaliente al estambre
4=Altamente sobresaliente al estambre
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CUADRO 1. Continuacién

Caracteres Escala Valores

27.-Forma del estilo Cat 1=Simple 2=Fasciado 3=Dividido

28.-Pubescencia de estilo Bin 0=Ausente 1=Presente

29.-Longitud estambre Cuant mm

30.-Dehiscencia de la antera Bin 1=Poricida 2=Longitudinal

Fruto

31.-Color externo de fruto inmaduro Cat 1=Blanco-verde 2=Verde claro 3=Verde
4=Verde obscuro

32.-Lineas verdes en hombro Bin 0=Ausente 1=Presente

33.-Intensidad de hombros verdes Ord 1=Ligera 2=Intermedia 3=Fuerte

34.-Pubescencia Ord 1=Dispersa 2=Intermedia 3=Densa

35.-Forma predominante Cat 1=Achatado, 2=Ligeramente achatado, 3=
Redondo 4=Redondeado 5=Forma de
corazén 6=Cilindrico 7=Piriforme 8=
Elipsoide 9=0tro

36.-Tamafio fruto maduro Ord 1=Muy pequefio 2=Pequefio
3=Intermedio 4=grande 5=Muy grande

37.-Homogeneidad de tamafio Ord 1= Bajo 2= Intermedio 3= Alto

38.-Peso del fruto Cuant cm

39.-Longitud Cuant cm

40.-Anchura Cuant cm

41.-Color exterior del fruto maduro Cat 1=Verde 2=Amarillo 3=Naranja
4=Rosado 5=Rojo

42.-Intensidad del color exterior Ord 1=Poca 2=Intermedia 3=Mucha

43.-Forma secundaria Cat 1=Achatado, 2=Ligeramente achatado, 3=
Redondo 4=Redondeado 5=Forma de
corazon 6=Cilindrico 7=Piriforme 8=
Elipsoide 9=0tro

44.-Nervaduras en borde del caliz Ord 1=Muy débil 2=Débil 3=Intermedia
4=Fuerte

45.-Facilidad para separar fruto del Ord 1= Bajo 2= Intermedio 3= Alto

pedicelo

46.-Forma del hombro del fruto Ord 1=Aplanada 2=Ligeramente Hundida
3=Moderadamente  Hundida 4=Muy
hundida

47.-Longitud del pedicelo Cuant mm

48.-Longitud del pedicelo desde lacapa  Cuant mm

de abscision

49.-Prescencia del pedicelo sin union Bin 1=Presente 2=Ausente

50.-Ancho de la cicatriz del pedicelo Cuant mm

51.-Tamafio de zona corchosa alrededor Cuant mm

de la cicatriz del pedicelo

52.-Facildad para pelar fruto (piel) Ord 1=Poca 2=Intermedia 3=Mucha

53.- Color de la piel del fruto maduro Bin 1=Incolora 2=Amarilla

54.-Grosor de la piel Cuant mm

55.-Grosor del pericarpio Cuant mm

56.-Color de carne (pericarpio) Cat 1=Verde 2=Amarillo  3=Anaranjado
4=Rosa 5=Rojo 6=0tro

57.-Intensidad del color de la carne Ord 3=Ligero 5=Intermedio 7=0Obscuro

58.-Color del corazon del fruto Cat 1=Verde 2=Blanco 3=Claro 5=Intermedio

7=0bscuro
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CUADRO 1. Continuacién

Caracteres Escala Valores
59.-Forma del corte transversal del fruto  Cat 1=Redondo 2=Angular 3=Irregular
60.-Tamafo del ndcleo Cuant  mm
61.-NUmero de lI6culos Cuant  NUmero
62.-Forma de la cicatriz del pistilo Cat 1=Punto 2=Estrella 3=Lineal 4=Irregular
63.-Forma del terminal de la floracion Ord 1=Indentada 2=Aplanada 3=Puntiaguda
64.-Condicion de la cicatriz del terminal Cat 1=Abierta 2=Cerrada 3=Ambas
de la floracion
65.-Firmeza del fruto Ord 1=Débil 2=Intermedio 3=Firme
66.-Numero de frutos por racimo Cuant  Numero
67.-Numero de flores por racimo Cuant  Numero
68.-Numero de racimos por planta Cuant  NOmero

Cat=Categorica, Cuant=Cuantitativa, Ord=Ordinal y Bin=Binaria.

Para realizar el analisis estadistico se empled el paquete computacional Sistema de analisis
estadistico (SAS) version 9.0.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Analisis de agrupamiento de variables cuantitativas

Con respecto al dendrograma generado a partir de las distancias euclidianas los caracteres
cuantitativos, determinada por los indices CCC y la pseudoestadistica t* de Hoteling
indicaron que el nimero de grupos a conformar ocurrian entre 2 y 3; y se eligieron 3, con

altura de corte de 0.050 de r* semiparcial (Figura 1).
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FIGURA 1. Dendrograma determinado por el método de Ward, con 23 caracteres cuantitativos.

6.2 Andlisis discriminante de variables cuantitativas

Para corroborar las agrupaciones generadas por el analisis de agrupamiento (AA) y
determinar las variables que fueron las que se asociaron a dichos grupos, se realizo un
andlisis discriminante (AD). Los caracteres cuantitativos generaron dos variables
discriminantes con valores propios de 94.8 y 79.6, variabilidad individual explicada de
83.8 y 16.2 %, respectivamente y diferente de cero (0<0.01). Las distancias de
Mahalanobis entre centroides de grupos fueron estadisticamente diferentes de cero

(0<0.01), lo que indico que las agrupaciones fueron correctas.
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Los vectores propios y funciones discriminantes de (Cuadro 2) determinaron que la primer
variable discriminante (VD1) tuvo mayor asociacion positiva con la longitud del pétalo, la
longitud del sépalo, longitud del estambre, peso de fruto, longitud de fruto, anchura de
fruto, ancho de la cicatriz del pedicelo, tamafio de zona corchosa alrededor de la cicatriz
del pedicelo, asi mismo con aquellos frutos que presentaron mayor grosor de pericarpio y
mayor tamafio de ndcleo. En términos practicos, los valores de VD1, indican plantas con
dimensiones, estructuras y flores grandes y viceversa también. La segunda variable
discriminante (VD2) asocid valores altos de longitud del pedicelo, longitud del pedicelo
desde la capa de abscision, y mayor tamafio del nucleo, es decir, altos valores de VD2

implican plantas con pedicelo y nucleo del fruto grandes y viceversa.

CUADRO 2. Vectores propios de variables y funciones discriminantes generadas a partir de 23

descriptores cuantitativos de tres grupos de colectas de jitomate (S. lycopersicum) nativos de México.

Vectores Propios

Funciones Discriminantes

Variable VD1 VD2 Grupol Grupo2 Grupo3

-258.39  -252.85  -268.43

X4 Anchura de follaje (cm) -0.21 -0.21 0.26 0.30 0.18
X6 Longitud del entrenudo del tallo (mm) 0.19 0.20 1.55 1.50 1.53
X8  Diametro del tallo (mm) 0.002 -0.38 4.24 3.76 4.48
X10 Numero de hojas -0.37 -0.31 2.19 2.02 2.79
X17 Longitud hoja (cm) -0.14 -0.29 2.69 2.14 2.04
X18 Anchura hoja (cm) -0.29 0.29 -0.09 0.28 0.20
X24 Longitud del pétalo (mm) 0.43 0.27 4.37 4.59 4.27
X25 Longitud del sépalo (mm) - 0.34 -1.56 -0.51 -0.33
X29 Longitud del estambre (mm) 0.66 0.23 3.50 3.60 2.38
X38 Peso del fruto (g) B8 009 -1.06 -0.96 -0.13
X39 Longitud (mm) BE8 009 117 0.53 -0.34
X40 Anchura (mm) 0.90 0.05 1.08 1.63 1.78
X47 Longitud del pedicelo (cm) 0.032 . -1.92 -1.74 -1.80
X48 Long. del pedicelo de capa de abscision(cm) 0.007 3.43 3.43 3.38
X50 Ancho de la cicatriz del pedic. (mm) . 0.006 2.30 2.18 2.45
X51 Tamafio de la zona corchosa (mm -0.12 -1.70 -0.98 1.21
X54 Grosor de la piel (mm) 044  -0.07 -1.84 -1.75 -0.71
X55 Grosor del pericarpio (mm) -0.10 214 -1.28 295
X60 Tamario del nticleo (mm) . 0.70 -0.0003 0.30 0.30
X61 Ntmero de l6culos 0.55 0.31 3.18 3.00 2.64
X66 Ntmero de flores 0.26 0.35 2.02 191 0.87
X67 Namero de frutos 0.40 0.46 -1.96 -1.30 -0.80
X68 Nimero de racimos - o2 0.25 9.80 9.54 6.46

Las siete variables cuantitativas que presentaron diferencias entre grupos (o < 0.05) fueron:

longitud del estambre, peso, longitud y anchura de fruto, ancho de la cicatriz del pedicelo,
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tamafio de la zona corchosa y tamafio del nucleo. Las variables que no presentaron
diferencias entre grupos fueron anchura de follaje y longitud del tallo (Cuadro 3). De estas
siete Unicamente el peso, longitud y anchura de fruto, pueden ser comparadas con la misma
capacidad discriminante que han diferenciado otras poblaciones de jitomate nativo en

Michoacan y Oaxaca (Alvarez-Hernandez et al., 2009; Carrillo y Chavez 2010).

Cabe mencionar que aunque las siete variables han sido fundamentales para la
diferenciacion entre genotipos, en este trabajo, los promedios para peso fluctuaron en
intervalos mayores y menores a los reportados por los autores antes mencionados, una
probable explicacion a este fendmeno puede ser que el efecto de la soluciones nutritivas
haya contribuido en la ganancia de peso y la calidad de frutos, sin embargo, las medidas de
diametro polar y ecuatorial del fruto permanecieron constantes y no mayores a 2 cm para el
caso de accesiones de S. lycopersicum variedad ceraciforme y para el caso de accesiones
nativas de variedad arrifionada los valores se han reportado entre 3 y 4 cm, dichos valores
constatan dos variedades claramente diferenciadas como grupo 1y grupo 3 (Cuadro 3). Por
otro lado la variacion encontrada en los siete caracteres cuantitativos, podrian indicar que
las poblaciones nativas estudiadas en este trabajo, poseen un potencial de diversidad mayor
a los reportados anteriormente por Alvarez-Hernandez et al., (2009); Carrillo y Chavez
(2010).

En la Figura 2 se observa los tres grupos, con base a las variables discriminantes. El grupo
1 se puede determinar que poseen frutos pequefios de color naranja, longitud de pedicelo
corto, menor tamafio del ndcleo (Figura 4A), el grupo 2 se define con frutos medianos
achatados de color rojo, longitud del pedicelo y tamafio del nlcleo intermedia (Figura 4F),
el grupo 3 present6 frutos grandes de color rosado, mayor longitud del pedicelo y mayor

tamaiio del nucleo (Figura 4G).
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FIGURA 2. Agrupamiento de 101 colectas de jitomate nativo de México, LP=Longitud de pedunculo,
FRG=Frutos grandes, FLG=Flores grandes, FRC=Frutos chicos, FLC=Flores chicas. +LS=Mayor
Longitud de sépalo, +LE=Mayor longitud de estambre, +PF=Mayor peso de fruto, +LF=Mayor
longitud de fruto, +AF=Mayor anchura de fruto, +ACP=Mayor anchura de la cicatriz del pedicelo,
+TN=Mayor tamafio del nucleo, y viceversa.

6.3 Descripcion de grupos

Los promedios de caracteres evaluados en funcién de los grupos se presentan en el cuadro

3.
CUADRO 3. Promedios y prueba Tukey (o < 0.05) para 23 caracteres cuantitativos de la guia de

45.78 71.68 13.56 27 33.24 2598 12.17 11.16 7.95 36.20 30.19 40.16 15.68 492 7.71 6.39 040 4.12 1771 4 12

UPOV.

G|G

R|E

U|N

P

Of | X4 X6 X8 X10 XI17 X18 X24 X25 X29 X38 X39 X40 X47 X48 X50 X51 X54 X55 X60 x61 X66 x67 xes
1|5[49.16 67.25 1346 30 33.46 28.47 10.57 7.25 6.26 4.97 1813 1948 14.61 484 317 277 024 167 614 2 9 7 10
6| A A¥ A A A A gk gx C* C* C* €% gx gx C* C* pgx pg* C* g* pg* p*x A
2|2|46.44 70.48 1262 26 31.99 27.00 11.69 10.27 7.35 1354 22.06 28.03 21.65 7.56 519 419 032 244 1227 4 13 10
5| AY A% ox ok gk gk A A B* B B* BX A A B* B* gk gx B* A , A
2

0

> 0 >» ©

AY AN A gk A px A A A* A* A% A* pgx g A A A A AT A,

Nota: El significado de las variables X4-X68 se definieron en el cuadro 2, Valores con la misma letra
dentro de factor en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una a < 0.05. NS;
*: No significativo y significativo a una a < 0.05, el color gris representa inicamente las variables con
mayor diferenciacion entre grupos.

Grupo 1. De acuerdo al cuadro 3, este grupo se caracterizo por presentar 53 accesiones de
jitomate nativos tipo cherry o variedad ceraciforme, con porte pequefio en la mayoria de
sus estructuras, muchas hojas, flores y frutos pequefios, dos loculos, pocas flores y frutos

por racimo de 9 a 7, respectivamente.
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Grupo 2. Este grupo presento 27 accesiones con estructuras medianas en tallo, hoja, y

fruto, presentando en ocasiones fenotipos tanto del grupo 1 como del grupo 3.

Grupo 3. Dentro de este grupo 21 accesiones presentaron fenotipos de tipo arrifionado, los
caracteres de mayor expresion fueron de mucho vigor para planta, hoja, flor y fruto, el

ndmero de loculos fluctu6 desde 5 a 10.

Los resultados obtenidos de la matriz de correlaciones entre variables cuantitativas,
evidencian una fuerte asociacién entre el peso, longitud y anchura y por otro la asociacion
de éstas con el tamafio de la zona corchosa alrededor de la cicatriz del pedicelo, es decir, a
medida que aumenta el peso del fruto, la longitud y la anchura de éste, también aumenta el
tamafio de la zona corchosa alrededor de la cicatriz del pedicelo, dichos valores flucttan en
0.85 y 0.92. Ademaés, se observa una correlacion positiva, entre longitud del pedicelo y
longitud del pedicelo desde la capa de la abscision, cuyo valor fue 0.91, es decir cuanto
mayor sea la longitud del pedicelo mayor sera longitud del pedicelo desde la capa de la

abscision.

6.4 Anélisis de agrupamiento de variables cualitativas

El analisis de agrupamiento de la matriz de disimilitud de Gower generada con 45
caracteres cualitativos y ordinales generd el dendrograma de la Figura 3. La pseudo
estadistica t* de Hotelling indic6 que con una altura de corte de 0.052 de r? semiparcial el
numero de grupos a elegir fue tres (Figura 3), los cuales se describen a continuacion. Cabe
aclarar que debido a la escala de estos caracteres, no fue posible realizar un AD, como en

el caso anterior.
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FIGURA 3. Dendrograma de 101 colectas de jitomate nativo de México generado con la disimilitud de
Gower y minima varianza de Ward.

6.5 Descripcion de grupos

Grupo 1. Presentd un total de 53 colectas, la mayoria presentaron hojas de color “verde”,
corola de flor “cerrada”, forma del estilo “simple”, “sin lineas” en el hombro, forma
predominante del fruto “redondo”, “alta homogeneidad” de frutos, color exterior del fruto
“naranja”, color de la carne “naranja”, forma del corte transversal del fruto “redonda”,
forma de la cicatriz de la floracion “ en punto”, forma del terminal del pistilo “aplanada”,
condicién de la cicatriz del terminal de la floracién “cerrada”, firmeza del fruto
“intermedia”. Cabe aclarar que también se presentaron fenotipos con color de fruto rosado

y amarillo (Figura4A, By C)

El grupo 2. Contiene 27 colectas, evidenciando claramente un grupo con hojas de color
“verde”, corola de la flor “abierta”, forma del estilo “simple”, “con lineas” en el hombro,
forma predominante del fruto “achatado”, “homogeneidad intermedia” de tamafio de
frutos, color exterior del fruto “rojo”, color de la carne “rojo”, forma del corte transversal
del fruto “irregular”, forma de la cicatriz de la floracion “irregular”, forma del terminal del
pistilo “aplanada”, condicion de la cicatriz del terminal de la floracion “cerrada y abierta”,

firmeza del fruto “intermedia” (Figura 4F).
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El grupo 3: Se formaron 21 colectas, con hojas de color “verde obscuro”, corola de flor
“cerrada”, forma del estilo “simple”, “sin lineas” en el hombro, forma predominante del
fruto “ligeramente achatado”, “baja homogeneidad” de tamaiio de frutos, color exterior del
fruto “rosado”, color de la carne “amarilla”, forma del corte transversal del fruto
“irregular”, forma de la cicatriz del pistilo “en punto”, forma del terminal de la floracion
“aplanada”, condicion de la cicatriz del terminal de la floracion “cerrada y abierta”,

firmeza del fruto “débil” (Figura 4G).

-

FIGURA 4. Jitomates nativos presentes en 101 accesiones, A, B y C=Cherry naranja, rosado y
amarillo, respectivamente. D y E=Cereza naranja y Verde, F=Arrifionado rojo y G=Arrifionado
rosado.

Los tipos de fruto antes mencionados estan distribuidos de manera homogeénea en diversas
areas de la republica mexicana, por lo tanto se determind que no existe asociacion entre el
origen de las colectas y los grupos generados, asimismo, se determino que los fenotipos
sobresalientes fueron: Cherry de fruto naranja, Arrifionado de fruto rojo (Figura 4A 'y F

respectivamente).
Cabe mencionar que los tipos de fruto D=cereza naranja y E=cereza verde de la Figura 4,
son fenotipos de un hibrido denominado Capito, el nimero de accesion fue la 45 y se pudo

observar dentro del grupo intermedio 2.

De manera general los resultados de la caracterizacion morfologica de acuerdo con la

forma y color de fruto generaron un total de 12 tipos (Cuadro 4).
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CUADRO 4. Forma de fruto y colores encontrados en la caracterizacion de 101 accesiones de jitomate
(S. lycopersicum) nativo de México.

TIPO FORMA COLOR LOF ANF PEF FPF TFM NFR NFL NRP NLC TDC
(mm) (mm) (¢))

Cherry Naranja 17 +1.6 17.9+19 36+1.1 3 1 7+1 9+3 11+ 1 2+0

Cherry Rosado 17+17 184+2.1 39+13 3 1 7+2 9+ 2 10+ 1

Cherry Amarillo 153+17 162+17 26+07 3 1 6+ 2 9+ 2 11+1 2+0
4 Cherry Rosado  245+52 321+135 16.9+10.4 2 1 7+3 10£5 9+ 2 3+1 2
5 Cherry Rojo 223+23 244+23 87+23 2 1 7+2 10+ 3 11+1 2+1 2
6 Cherry Rosado  220+21 229+23 75+22 2 2 71 7+1 10+ 1 2
7 Cereza Naranja ~ 341+09 349+08 25225 3 2 18+4  20+4 9+ 1 2
8 Cereza Verde 28+0.8 29.5+0.9 14.4+0.7 3 2 201  23+2 8+1 3+0 2
9  Arrifionado  Rosado 281 +2.2 385+3.0 29.8+78 1 3 6+ 2 7+1 8+1 1
10 Arrifionado  Rosado  285+4.4 39.1+6 345+ 13.6 1 3 9+3 14+ 6 8+1 + 1
11 Arrifionado Rojo 25.2+6.3 32+89 22.2+16.6 1 3 9+5 13+5 10+ 2 4+2
12 Arrifionado Rosado 340+57 422+54 407 +14.6 1 3 8+ 2 12+ 3 7+1 4+1 1

LOF=Longitud de Fruto; ANF=Anchura de fruto; PEF=Peso de fruto; FPF=Forma predominante el fruto
(1=Achatado, 2=Ligeramente achatado, 3=Redondo); TFM=Tamafio de fruto maduro (1=Muy pequefio,
2=Pequefio, 3=Intermedio); NFR=NUmero de frutos por racimo; NFL=NUmero de flores por racimo;
NRP=NUmero de racimos; NLC=Numero de I6culos; TDC=Tipo de corola (l=abierta, 2=Cerrada);
+Desviacion estandar.

Al comparar los resultados de este estudio con estudios previos en México sobre
diversidad genética de jitomate nativo (Hernandez, 1997; Constantino, 2001; Alvarez-
Hernandez et al., 2009; Carrillo y Chavez 2010), se aprecia que las colectas evaluadas en
el presente trabajo representan mayor variabilidad genética, que puede ser de gran utilidad

para la conservacion y estudio como progenitores en un programa de mejoramiento.
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VII. CONCLUSION

El andlisis de caracteres morfologicos cualitativos y cuantitativos, produjo agrupaciones
coherentes y coincidentes entre ambos conjuntos. La caracterizacion morfologica,
determiné que entre 101 accesiones de jitomate nativo procedentes de varios estados de la
republica, existe variabilidad genética, pero no se encontrd asociacion entre el origen de las
colectas y los grupos generados. Se determind una clara separacion de tres grupos, debido
principalment a las caracteristicas de fruto, forma, color y tamafio. Los resultados
obtenidos pueden ser Utiles para el programa de mejoramiento genético de jitomate, ya que
las colectas poseen un potencial de diversidad genética. Asimismo, con los resultados
obtenidos es posible establecer métodos estratégicos de conservacion y su debido registro

en bancos de germoplasma.
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IX. ANEXOS

CUADRO 5. Moda de 21 descriptores categoricos de 3 grupos de colectas de jitomate (S. lycopersicum

L.) nativos de México.

GEN GRUPO X12 X22 X27 X32 X35 X41 X43 X53 X56 X58 X59 X62 X63 X64

10
11
12
13
14
15
16
19
21

1
1
1

31

35

36

37

38

39

45

49

58
60
63
65
66
70
73
74
75
76
77
79
80
81

91

94
97

98

99

100
107
109
113
115
116

2
43

MODA

49 46 50 25 48 47 20 28 46 49 49 50

44
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CUADRO 5. Continuacién

GEN GRUPO X12 X22 X27 X32 X35 X41 X43 X49 X53 X56 X58 X59 X62 X64

17
18
22
23
24
25

26
27
28
29
30
32
33
34
43

44
46

53
54
55
56
57
59
67

2
2

2
2

68

69

83
84
85
92
93
95
96
104
105
110
111

2
29

MODA

27 30 37 21 36 32 36 14 21 25 29 20

26

20
64
78
82

86
87
88
89
90
101
102
106
108
114

2

3

MODA

12 12

12

11 13

13

13 12 14

10
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CUADRO 6. Modas de 24 descriptores ordinales de tres grupos de colectas de jitomate (S.

lycopersicum) nativos de México.

X1 X1 X2 X2 X3 X3 X3 X3 X3 X4 X4 X4 X4 X5 X5 X6
3 9 0 6 1 3 4 6 7 2 4 5 6 2 7 3

X1
1

X7 X9

GE GRUP
O

N

10
11
12
13
14
15
16
19
21

31

1
1
1

35
36
37

38

39
45

49

58
60
63
65
66
70
73
74
75
76
77
79
80
81

91

94
97
98
99
100
107
109
113
115
116

MOD
A

50 30 37 49

29 40 31

17 39 47 27 49 49 29

11 34

22 45

N

27



CUADRO 6. Continuacion

GEN GRUPO X7 X9 X11 X13 X19 X20 X26 X31 X33 X34 X36 X37 X42 X44 X45 X46 X52 X57 X63

17
18
22
23
24
25
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28
29
30
32

33
34

43

44
46

53
54
55
56
57
59
67

68
69
83
84
85
92
93
95
96
104
105
110
111

2

2
14 36

MODA

31 27 21 36 36 19 30 18 24 18 29 30 25

28

33

7

N

28



CUADRO 6. Continuacion

GEN GRUPO X7 X9 X11 X13 X19 X20 X26 X31 X33 X34 X36 X37 X42 X44 X45 X46 X52 X57 X63

20
64
78
82
86
87
88
89
90
101

N

N

™

N

o™

—

N

N

—

—

N

o~

o~

N

™

o~

o~

N

AN AN NN

M AN NN

M AN AN

N M AN AN

N AN AN AN

N AN NN

mOMmoMmom

™

N

N

™

N

N

i

™

™

N

—

N

—

N

—

N

—

N

N

™

—

N

—

N

—

—

—

N

—

o

o~

™

™

NN ANMm

NN ANMm

AN AN AN

mOMmoMmom

AN AN

N AN NN

mmMmmnmm

— AN N

NN M A

L B B B e p]

NN MmN

NN M

o

o

AN ™M

o

MmN MmN

N AN NN

mmMmm

M —Am

N M-

NANAN™m

N AN NN

MmmMmoMmm

102
106
108
114

2
13

MODA

11 10 10 10 13 11

10

10

14

13

11

12

29



CUADRO 7. Medias de 23 descriptores cuantitativos del grupo uno de jitomate (S. lycopersicum)
nativo de México.

GEN Grupo X4 X6 X8 X10 X17 X18 X24 X25 X29 X38 X39 X40 X47 X48 X50 X51 X54 X55 X60 X61 X66 X67 X68
1 1 4450 5485 1420 31 36.25 31.13 1115 815 6.64 418 1759 1935 183 0.64 331 278 0.07 196 575 2 6 7 10
10 1 5450 68.50 1235 33 36.50 29.50 1250 8.00 5.95 295 16.60 17.55 19.00 7.80 265 290 0.30 140 400 2 7 8 11
100 1 4175 7400 1425 28 3645 3250 940 545 560 290 1595 1725 1570 575 250 255 025 115 320 5 7 7 11
101 1 83.43 59.03 16.43 35 4243 39.14 1373 834 811 936 2143 2420 2516 6.58 3.77 432 021 156 7.76 2 9 13 12
102 1 76.50 8211 1360 30 40.38 37.00 1324 985 8.00 9.66 25.09 2333 24.08 576 383 501 052 180 20.65 2 8 12 10
107 1 41.63 5239 1280 33 26.38 26.88 10.00 6.26 515 3.01 1508 16.88 2041 810 166 175 0.12 121 452 2 6 10 11
108 1 5225 7212 1509 32 40.88 37.38 11.68 9.77 810 848 22.04 2400 2790 7.00 423 369 028 183 836 2 7 12 12
109 1 5450 4139 1570 33 3575 3288 13.10 8.64 7.81 854 21.89 2581 228 0.64 410 373 042 191 751 2 7 1 11
11 1 56.25 60.48 1422 35 3150 30.75 11.07 6.11 6.07 320 16.61 17.80 21.95 6.23 235 247 019 126 438 2 7 8 12
115 1 78.88 59.18 1225 27 3750 3550 10.90 6.18 6.63 1.74 13.09 1409 13.74 795 170 172 017 094 365 2 8 11 10
116 1 7175 4251 1280 28 3838 36.13 10.31 6.01 6.27 236 14.04 1540 16.16 7.85 194 212 015 0.86 4.60 2 8 15 10
12 1 50.33 70.08 1250 29 36.00 2817 1223 7.27 669 390 16.87 1815 2292 646 525 278 018 128 438 2 9 11 11
13 1 41.00 73.70 1230 30 37.00 21.00 1290 7.00 590 3.10 16.80 1810 1750 6.50 2.40 210 0.20 1.00 4.00 2 8 9 11
14 1 59.06 63.02 1354 29 3544 3225 10.89 7.36 649 390 1744 1864 2349 564 302 266 018 117 426 2 4 8 11
15 1 60.75 7488 13.73 32 3888 31.75 1047 7.22 651 325 1688 1826 223 052 282 211 007 170 550 2 8 9 11
16 1 50.33 59.40 1297 30 36.33 3200 10.73 6.93 6.88 353 16.87 1870 203 0.61 3.08 214 007 185 517 2 8 10 9
19 1 46.63 68.93 1334 31 3413 2800 9.16 6.66 583 598 2059 22.09 1834 684 423 289 0.13 211 481 5 7 9 13
2 1 46.50 6850 1331 28 33.88 29.00 1096 7.15 3.23 425 1890 1854 1761 591 336 358 020 1.26 1481 2 6 7 10
20 1 4263 7225 1360 27 3125 27.00 975 718 6.30 801 20.74 23.89 1473 541 521 368 014 313 621 4 8 8 10
21 1 4950 79.90 1360 25 3150 2300 890 6.45 565 450 1810 19.00 20.00 6.80 3.05 220 0.30 1.30 425 2 6 6 10
3 1 4950 66.30 12.15 23 4150 3550 11.30 885 6.30 4.10 19.25 18.70 20.30 6.20 3.60 4.60 0.80 0.73 1410 2 7 8 10
31 1 50.00 75.60 12.40 27 3450 2750 11.95 8.95 6.60 695 20.50 2265 2195 585 345 300 040 145 620 3 5 7 11
35 1 46.00 79.75 1235 24 3750 25.00 1295 745 6.35 390 1650 17.00 17.75 565 175 1.65 0.10 125 310 2 8 9 10
36 1 4550 76.05 1290 30 33.00 2750 1085 9.75 805 525 1815 18.80 2000 575 265 210 035 130 370 2 8 9 11
37 1 33.00 70.50 1090 30 23.00 19.00 11.20 9.00 650 17.80 17.40 17.40 1750 6.70 260 210 030 110 440 2 8 9 12
38 1 50.00 77.45 1290 27 3250 30.00 10.00 9.00 590 410 1730 1795 2120 735 310 230 025 135 390 2 8 9 10
39 1 5450 7425 1370 31 3200 30.00 11.75 745 580 540 17.95 1930 19.40 6.90 3.10 240 025 140 38 2 7 9 11
5 1 5271 65.01 13.47 28 3443 3086 9.71 594 451 314 1627 1783 197 054 203 253 029 130 4.00 2 6 8 10
58 1 42.00 69.53 13.03 31  30.00 2367 10.70 860 6.93 7.60 19.77 2313 217 055 433 313 009 173 910 4 9 1 9
6 1 4450 73.48 1465 29 2950 28.00 938 745 6.38 358 1743 1873 183 0.63 200 215 0.34 143 465 2 6 8 10
60 1 36.00 74.90 1260 31  33.00 22.00 1380 840 6.70 3.10 1690 17.90 19.10 540 230 220 020 1.00 420 2 7 9 11
63 1 56.00 79.80 1420 30 29.00 22.00 10.60 860 6.60 3.30 16.70 1750 21.70 7.30 270 190 020 1.20 460 2 7 9 12
65 1 53.13 65.92 1267 30 3575 29.38 898 6.76 6.09 368 17.23 18.09 21.74 6.89 352 283 0.15 126 451 2 7 8 10
66 1 46.00 69.25 12.70 33 28.63 2494 937 558 6.36 410 1764 1818 1785 6.61 418 290 0.29 137 461 2 8 10 11
7 1 50.00 57.68 13.28 31  39.63 3350 839 435 414 371 1768 1946 195 0.62 214 231 025 136 408 2 8 9 11
70 1 48.00 43.90 1194 33 26.00 2350 9.14 9.01 6.62 490 19.10 21.30 1698 849 484 357 0.16 153 774 2 6 7 13
73 1 49.67 62.68 1499 32 3383 2983 1021 7.15 6.12 358 1787 1650 1630 6.73 272 225 0.23 419 1336 2 8 8 11
74 1 54.63 6476 1256 35 3154 2794 1027 538 6.70 336 1751 16.70 17.09 6.11 221 239 049 486 1505 2 9 9 11
75 1 38.63 68.09 13.78 34 3288 2650 953 7.06 681 328 1478 1519 198 0.75 401 395 041 218 436 2 8 9 9
76 1 36.25 5396 1290 32 2738 21.75 871 563 459 384 16.04 1648 160 079 378 378 036 1.63 541 2 6 7 9
7 1 39.38 65.76 1454 31 3125 2731 876 6.03 629 494 1913 2029 1699 6.79 359 346 015 165 657 2 7 9 11
79 1 5450 80.31 11.26 23 3513 2738 1031 6.76 6.58 341 1693 17.71 1836 6.66 293 228 021 129 411 2 8 8 9
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CUADRO 7. Continuacion

GEN Grupo X4 X6 X8 X10 X17 X18 X24 X25 X29 X38 X39 X40 X47 X48 X50 X51 X54 X55 X60 X61 X66 X67 X68
8 1 56.71 71.82 11.88 32 3557 29.29 9.72 495 556 349 17.04 1846 22.62 566 291 276 024 114 475 2 7 8 10
81 1 38.00 7400 1266 29 28.00 26.00 990 6.10 585 310 1480 16.30 19.85 515 3.15 235 015 150 410 3 7 1 11
82 1 4240 7334 1252 31 3200 2320 10.76 9.42 644 8.68 2486 2544 246 090 454 432 040 228 648 4 5 6 10
86 1 3950 7548 1911 29 2881 2698 838 520 558 560 1959 2194 163 043 215 240 049 185 581 2 6 8 11
87 1 32.63 6356 1550 30 3325 2375 9.64 7.83 744 6.06 22.06 2365 283 069 406 406 040 260 879 2 7 7 9
88 1 47.88 65.18 1466 27 3325 27.75 11.19 10.05 6.75 831 2226 2395 279 062 271 335 036 200 615 2 8 8 10
9 1 6550 67.92 1477 31 4163 3750 11.97 7.88 581 343 16.93 1805 2273 6.01 272 249 016 119 447 2 7 8 10
91 1 39.50 73.00 1345 30 3210 2825 745 250 535 510 1730 19.15 16.85 570 475 245 0.10 130 545 2 9 10 10
94 1 48.75 56.41 1346 29 39.13 3475 939 563 576 293 1624 16.96 205 0.67 206 244 0.24 121 448 2 5 8 11
97 1 5225 4510 1371 31 3525 30.63 1050 7.06 6.29 3.16 1653 1750 154 049 219 206 028 149 445 2 6 8 12
98 1 38.00 68.70 1255 32 3200 31.00 930 810 6.10 500 19.10 21.00 23.05 7.30 480 280 015 190 215 3 6 9 12
99 1 73.79 7310 1430 32 36.31 33.00 10.66 7.38 6.62 403 17.70 1941 17.73 576 269 325 021 128 524 2 7 10 11

MEDIA 49.16 67.25 13.46 30 3346 2847 1057 7.25 6.26 497 1813 1948 1461 4.84 317 277 024 167 641 2 7 9 10
DST 15 14 2 4 6 6 2 2 1 2 3 3 9 3 1 1 0 1 4 1 2 3 1
Ccv 28 22 18 14 16 21 19 30 21 49 16 16 70 69 37 3% 66 51 60 34 26 29 13
MAX 98.0 1026 258 44 54 48 159 148 98 113 277 279 3359 1026 665 749 14 56 223 7 14 30 15
MIN 220 124 63 18 18 115 427 16 1.8 05 119 124 12 035 1.09 12 004 025 2 2 2 4 7
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CUADRO 8. Medias de 23 descriptores cuantitativos del grupo dos de jitomate (S. lycopersicum)
nativo de México.

GEN  Grupo X4 X6 X8  X10 X17 X18 X24 X25 X29 X38 X39 X40 X47 X48 X50 X51 X54 X55 X60 X61 X66 X67 X68

113 2 39.75 7423 1278 33 32.06 30.81 11.36 1058 7.26 194 1519 1428 2140 9.14 294 244 052 288 14.07 3 6 8 12
17 2 36.92 8545 13.15 27 3050 26.05 1060 7.80 7.67 15.12 20.82 30.25 2537 840 7.27 448 0.20 350 535 4 12 18 11
18 2 4575 7175 13.08 25 3563 3225 9.68 475 6.80 1098 1830 28.73 1430 535 575 395 016 223 4.08 4 14 17 10
22 2 49.00 7284 1260 23 31.00 22.00 10.54 9.74 6.80 16.91 2231 3210 2313 7.66 6.67 496 036 227 1690 7 8 15 9
23 2 4400 68.85 1220 23 33.00 2350 13.15 13.00 6.05 2090 24.85 3530 2350 940 6.90 555 020 275 1635 7 6 7 10
25 2 65.50 56.82 11.30 25 33.00 28.00 10.04 827 591 1645 2315 3560 1580 585 3.38 325 015 1.88 1012 7 13 15 1
26 2 66.50 56.65 11.60 25 33.25 26.00 1250 1431 7.28 17.05 16.90 26.65 31.37 10.62 3.63 4.03 0.19 1.81 6.26 6 22 23 9
27 2 41.00 7340 1075 25 33.00 2150 10.15 7.70 6.40 1245 19.75 3035 23.80 740 535 375 040 195 1440 6 4 9 11
28 2 5050 7230 965 21 3450 2850 1195 1265 7.60 815 1795 2575 2190 6.65 575 4.65 030 230 1725 4 3 9 8
29 2 36.50 67.40 11.75 22 2950 2450 11.75 10.70 7.10 1215 21.20 2830 21.10 830 450 355 040 200 1075 4 6 10 11
30 2 37.00 7790 10.95 19 3500 26.00 1185 980 6.95 1740 23.10 33.60 2105 7.90 6.05 455 030 265 17.05 9 1 14 9
32 2 4538 7544 1161 23 3388 26.25 12.69 10.61 7.34 11.60 19.86 26.95 25.68 7.54 530 3.83 045 239 1254 5 5 11 9
33 2 4233 7228 1347 24 2717 2133 1232 1083 7.33 27.23 2460 30.08 2597 853 727 482 038 233 1552 6 9 13 10
34 2 43.13 7246 1453 25 3375 31.00 1351 14.08 7.71 9.88 19.13 2519 24.79 1278 598 4.43 046 218 1339 5 3 11 10
49 2 37.00 7385 13.75 32 2350 17.00 1400 960 6.45 275 1585 16.85 2085 845 275 160 040 1.10 6.40 2 7 16 12
59 2 40.75 7119 13.06 34 27.69 25.06 11.21 9.73 7.13 1553 3151 2123 2538 569 456 521 023 219 2574 4 11 15 10
64 2 4140 7123 11.29 30 2840 20.00 11.18 7.93 7.68 12.08 2270 28.06 33.64 9.63 6.00 332 016 235 8.93 3 8 10 10
67 2 54.67 68.84 11.90 29 3250 30.00 11.40 1158 7.97 16.82 21.28 36.78 27.35 9.38 351 3.83 0.16 154 1060 3 12 15 12
69 2 4269 71.07 1162 28 29.06 2575 1138 920 7.84 16.84 2428 3129 23.08 725 489 455 028 251 1392 5 7 12 11
78 2 3429 66.65 1473 29 31.29 3043 1181 846 7.69 7.26 19.16 2353 1731 7.13 389 3.68 0.21 121 9.06 3 10 14 1
80 2 65.00 73.36 11.47 28 33.00 37.50 1215 1492 6.79 3.60 1755 19.60 2094 892 6.60 294 0.16 1.18 562 2 8 15 10
89 2 43.13 62.89 1568 28 34.69 28.69 1142 9.37 7.84 800 2200 2291 30.85 6.58 4.04 4.07 032 248 8.76 2 7 7 10
90 2 3943 68.15 1480 28 3143 2586 11.14 1111 819 766 2197 2120 1988 581 296 337 045 495 1563 2 8 8 10
95 2 4750 70.15 1460 36 29.00 2450 11.70 9.40 790 11.85 23.80 2950 18.15 840 375 270 025 150 5.10 4 21 34 13
96 2 41.00 91.30 11.10 24 26.25 20.15 1435 10.10 820 30.60 25,55 41.00 23.70 815 585 435 015 315 4.95 2 13 16 10
45 2 38.83 7297 1392 29 23.00 2050 1290 730 818 2520 34.15 3498 1783 815 3.82 343 040 355 1327 2 18 20 9
MEDIA 4644 7048 12.62 26 3199 27.00 11.69 10.27 7.35 1354 2206 28.03 2165 756 519 419 032 244 1227 4 9 13 10

DST 9 9 2 5 5 6 2 3 1 9 5 7 6 3 2 1 0 1 6 2 5 6 1

CcVv 21 12 17 18 16 22 16 27 12 70 23 25 26 38 3 26 56 41 46 45 54 44 13

MAX 69.0 101 21.8 42 46.0 43.0 188 18 10 82 355 441 535 36 9.8 7.22 093 566 305 10 27 42 14
MIN 27 49.8 7.4 17 19 14 5.3 4.2 468 0.8 124 118 9.5 243 19 14 0.03 072 3.7 1 1 5 7
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CUADRO 9. Medias de 23 descriptores cuantitativos del grupo tres de jitomate (S. lycopersicum)
nativo de México.

Gen Grupo X4 X6 X8 X10 X17 X18 X24 X25 X29 X38 X309 X40 X47 X48 X50 X51 X54 X55 X60 X61 X66 X67 X68

46 3 62.38 7229 1485 32 4113 32.63 1464 1578 8.69 39.08 32.16 41.03 20.00 823 865 758 059 395 2084 6 8 11 9
53 3 49.00 78.61 1273 27 33.00 2486 11.16 857 7.86 57.26 3579 47.06 2319 6.80 801 597 027 313 2184 6 12 23 8
54 3 50.86 74.90 1453 33 3286 2514 1201 1221 829 29.00 27.89 37.73 2316 567 889 7.84 040 257 2067 6 6 6 8
55 3 38.00 72.86 1191 28 2750 19.00 10.70 10.53 7.50 37.96 28.84 43.03 2756 943 814 6.18 025 263 2250 7 9 12 7
56 3 52.38 64.73 13.78 35 33.00 26.00 11.05 9.58 7.61 29.89 2810 3856 2211 551 895 735 043 276 2285 6 6 7 8
57 3 4788 7210 1429 28 3300 26.38 11.66 11.35 8.05 27.70 26.75 37.55 2413 879 715 579 040 233 209 6 10 15 7
68 3 4400 75.69 1293 28 30.25 27.25 11.72 10.89 7.63 17.01 33.45 21.65 2441 7.66 6.78 424 055 1451 2973 5 10 15 11
104 3 4775 71.64 13.43 27 3375 2400 11.14 10.00 7.80 19.59 2461 31.83 353 060 833 544 018 773 2437 5 9 14 8
105 3 31.29 7471 1320 25 4200 29.14 1161 9.79 7.43 6290 3753 47.69 167 0.77 744 744 053 326 1019 2 11 13 8
106 3 59.63 66.81 14.49 35 36.13 3588 1126 11.28 7.26 27.34 30.41 3849 2532 7.67 1021 7.16 018 218 1403 3 5 9 6
92 3 31.88 76.34 1225 24 3288 2275 10.95 12.04 7.06 4299 31.13 3820 290 1.08 7.06 6.86 053 326 9.43 3 9 11 9
93 3 36.13 6531 11.88 24 3263 2400 11.09 1030 7.83 4461 3084 4746 316 1.09 7.09 689 046 415 1074 3 7 9 9
83 3 3750 75.63 1225 22 29.63 22.38 13.08 11.05 8.61 49.73 31.09 41.65 3.05 0.89 6.13 574 045 334 1023 2 9 12 7
84 3 36.50 68.40 1273 22 2833 2133 11.08 9.23 7.82 2292 2847 3485 328 107 670 662 050 372 1245 3 12 17 7
85 3 48.38 62.75 1958 24 3356 26.75 12.68 11.96 8.73 33.08 2505 4241 314 0.70 858 6.08 051 331 1670 2 10 17 7
110 3 46.50 50.11 1459 24 3138 2813 1395 1086 830 36.81 33.79 4169 194 068 743 6.76 035 393 2341 5 8 13 7
111 3 31.13 6951 1335 26 39.38 27.38 13.75 12.08 8.46 46.35 36.16 43.96 230 1.04 761 760 061 436 1039 3 8 11 7
114 3 68.38 62.87 1566 26 32.63 30.50 1235 10.86 7.58 23.90 27.29 41.69 2484 757 512 566 028 375 1293 3 5 9 7
24 3 4217 7180 1345 24 30.33 29.00 11.21 8.83 6.58 18.20 2223 29.13 278 0.77 656 485 017 665 1561 3 11 14 10
43 3 48.13 70.38 1243 26 33.63 2438 1214 1289 8.00 36.34 30.11 4039 2570 739 844 594 035 533 2308 9 9 12 8
44 3 4350 85.06 12.18 25 30.25 22.88 12.14 11.08 8.23 31.81 27.35 40.20 27.74 879 839 695 071 298 2450 8 9 11

MEDIA 45.78 71.68 1356 27 3324 2598 1217 1116 7.95 36.20 30.19 40.16 1568 4.92 771 6.39 040 412 1771 4 9 12
DST 12 12 3 5 6 6 2 3 1 15 5 9 11 4 2 2 0 3 7 2 3 6 2
Ccv 27 16 23 20 19 22 16 27 15 42 17 22 78 81 25 26 53 78 40 47 39 45 22
MAX 93 937 372 41 53 46 17.7 209 113 798 475 929 346 108 14 138 19 233 4084 12 20 35 14
MIN 17 335 91 13 18 10 77 447 44 88 196 164 14 01 355 311 0.09 12 3.2 2 1 3 3
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BUSQUEDA DE GENES DE RESISTENCIA A CUATRO PATQGENOS DE
JITOMATE (Solanum lycopersicum L.) NATIVO DE MEXICO

SEARCH RESISTANCE GENES FOUR PATHOGENS OF TOMATOE (Solanum
lycopersicum L.) MEXICO NATIVE

J C Godinez-Aguilar, J E Rodriguez-Pérez.

RESUMEN

El presente trabajo tuvo como propdsito
determinar la presencia o ausencia a
Meloidogyne incognita, Virus del mosaico
del tomate, \Verticillum dahliae vy
Fusarium oxysporum, por medio de
marcadores moleculares en 101 colectas
de S. lycopersicum L. nativo de México.
En total se obtuvieron 4 de tipo SCARs
(Regiones amplificadas caracterizadas y
secuenciadas) y 3 de tipo ARMs (Sistema
de mutacion refractorio a la
amplificacion). Mediante  marcadores
codominantes se facilitd la identificacion
de genotipos heterocigotos. Como control
positivo resistente a enfermedades se
utilizé la variedad comercial “Kenton”. Los
resultados revelaron que entre las
accesiones nativas estudiadas no se
encontraron genes de resistencia a
Meloidogyne, Virus mosaico del tomate y
Verticilium. En el caso de Fusarium
oxysporum se encontraron 13 accesiones
con resistencia a las razas 0 y 1. La baja
cantidad de resistencias genéticas puede
deberse a que los patdgenos
considerados en esta investigacion no
necesariamente estdn presentes en alta
frecuencia en condiciones naturales,
situacion contrastante bajo sistemas
intensivos de cultivo. Las 13 accesiones
nativas deberan ser evaluadas
experimentalmente para corroborar la
existencia de dicha resistencia.

Palabras clave: Solanum lycopersicum,
Fusarium oxysporum, resistencia a
enfermedades.

ABSTRACT

The present study was conducted to
determine, by means of molecular
markers, the presence or absence of
Meloidogyne incognita, Tomato Mosaic
Virus, Verticillium dahliae and Fusarium
oxysporum, in 101 collections of S.
lycopersicum L. native to Mexico. A total
of four SCARs (characterized amplified
and sequenced regions) and three ARMs
(System-amplification refractory mutation)
were obtained. Codominant markers
facilitated the identification of
heterozygous genotypes. As a positive
control, the disease resistant commercial
variety "Kenton“ was used. The results
revealed that among the native
accessions studied there were no genes
of resistance to Meloidogyne, Tomato
Mosaic Virus and Verticillium. In the case
of Fusarium oxysporum 13 accessions
were found to be resistant to races 0 and
1. The low amount of genetic resistance
may be because the pathogens involved
in this research are not necessarily
present at high frequency in natural
conditions, contrasting with the conditions
of intensive farming systems. The 13
native accessions should be evaluated
experimentally to  corroborate the
existence of such resistance.

Key words: Solanum lycopersicum,
Fusarium oxysporum, disease resistance.
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I. INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es de mucha importancia econdmica a nivel
mundial (Faostat, 2011). Esta especie ha sido considerada nativa de América del sur (Rick
y Holle, 1990) y su amplia distribucion genética en México obedece a que fue el centro de
domesticacion, por lo que tiene una amplia diversidad de parientes silvestres de jitomate
(Peralta et al., 2005); (Alvarez-Hernandez et al., 2009). La adaptacion a diferentes
ambientes, climas, suelos y enfermedades ha contribuido a la variabilidad genética de las
poblaciones nativas (Warnock, 1988).

Una de las formas de aprovechar esta riqueza genética presente en poblaciones nativas,
consiste en evidenciar caracteres intrinsecos como las resistencias a plagas Yy
enfermedades, lo cual se puede realizar mediante métodos convencionales que implican
diversas actividades agronomicas y el uso de grandes espacios y tiempos. Otra forma de
busqueda mas sofisticada se basa en técnicas moleculares de ADN (Pagliano, 2002), que
reconocen directamente las diferencias genéticas entre individuos, independientemente de
las condiciones de crecimiento (Morell et al., 1995). Asimismo, proporcionan informacion
sobre frecuencias alélicas, heterocigocidad y subdivision de una poblacién, lo que

representa grandes ahorros de trabajo, tiempo y espacio (Waugh y Powell, 1992).

Algunos de los genes de interés agronémico en este cultivo que han sido evidenciados en
poblaciones y utilizados como base para el mejoramiento genético de variedades
comerciales, son los que se asocian a: resistencia o tolerancia a enfermedades y plagas
(Jinsin, 1999; Resende et al., 2002), adaptacion a diversas condiciones ambientales,
resistencia a sequia, resistencia a salinidad y alcalinidad (Hoyt, 1992; Foolad, 2003; Foolad
et al., 2004), calidad nutricional, contenido de solidos solubles y precocidad (Lindhout,
2005).

Otros ejemplos exitosos de la identificacion de genes de beneficio son los asociados a la
resistencia de nematodo Meloidogyne spp (Williamson et al., 1994; Kaloshian et al., 1998;
Ammiraju et al.,, 2003); Mi-1 (Milligan et al., 1998) y Mi-3 (Yaghoobi et al., 1995)
presentes inicialmente en jitomate nativo S. peruvianum e introducidos por cruza directa
con jitomate cultivado S. lycopersicum; asi como el gen Mi-9 presente en Solanum

arcanum (Jablonska et al., 2007).
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Para explorar las caracteristicas de méas de 40 accesiones de jitomate, Arens et al., (2010)
utilizaron marcadores moleculares asociados a 8 genes de resistencia a enfermedades.
Estos autores afirmaron que la presencia de un locus polimdrfico especifico, puede
corresponder a la presencia de un gen de resistencia a enfermedad. La caracterizacion

molecular coincidio con la verificacion en campo.

Ante la disponibilidad de herramientas moleculares y las evidencias de presencia de genes
de resistencia a enfermedades en poblaciones nativas, se planted la busqueda de genes de
resistencia a Meloidogyne incognita (Mi), Virus del mosaico del tomate (ToMV),
Verticillium dahliae (Ve) y Fusarium oxysporum (Fo) en 101 accesiones de jitomate nativo

de México.

1. OBJETIVO

Determinar si 101 colectas de jitomate nativo de México portan genes de resistencia a
Meloidogyne incognita, Virus del mosaico del tomate, Verticillium dahliae y Fusarium
oxysporum mediante marcadores dominantes y codominantes para incorporarlos al

programa de mejoramiento de la Universidad Autonoma Chapingo.

111. HIPOTESIS

Debido a la diversificacion genética del jitomate ocurrida en México por su amplia
distribucion ecoldgica, es posible identificar la presencia de genes de resistencia a

enfermedades en algunas de las accesiones a evaluar.
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IV. REVISION DE LA LITERATURA

4.1 Importancia economica del jitomate

La importancia econémica a nivel mundial del jitomate (Solanum lycopersicum L.) es
considerable ya que en el 2009 se alcanzd una produccion de 150 956 115 toneladas
(Faostat, 2011). Este cultivo ha sido considerado nativo de América del Sur, porque su
distribucion en México, y otros paises de América ha sido relativamente reciente (Rick y
Holle, 1990).

El jitomate nativo puede crecer en diferentes areas geograficas desde el nivel del mar hasta
los 3,300 msnm, incluyendo zonas aridas y humedas de la costa del Pacifico hasta tierras
altas de los Andes. Esta adaptacién a diferentes ambientes, climas, suelos y enfermedades,
ha contribuido a la variabilidad genética de las poblaciones nativas (Warnock, 1988).

Como centro de domesticacion, México posee amplia diversidad genética de jitomate
(Alvarez-Hernandez et al., 2009) ya que cuenta con una amplia diversidad de parientes
silvestres, entre los que se mencionan: (Solanum cheesmaniae); (S. pimpinellifolium); (S.
chmielewskii); (S. neorickii); (L. parviflorum); (S. habrochaites); (L. hirsutum); (S.
chilense); (S. peruvianum); (S. penelli) (Peralta et al., 2005), esta diversidad tiene gran
relevancia como reservorio de genes que pueden conferir diferentes caracteristicas y ser
transferidas a variedades comerciales, como atributos de calidad de fruto y resistencias a

factores adversos tanto bidticos como abidéticos.

Respecto al control de patogenos, la incorporacion de resistencias genéticas en
comparacion con el control quimico, genera disminuciones apreciables de costos de
produccién, ademas de ser amigable con el ambiente, por lo que en términos de
sustentabilidad es un sistema mucho mas viable; asi, la identificacion de genes de
resistencia para su empleo en el mejoramiento genético del cultivo, es fundamental bajo
este enfoque. Esta identificacion puede ser facilitada mediante el empleo de marcadores

moleculares (Pagliano, 2002).

De hecho, el jitomate fue una de las primeras especies en las que se emplearon los

marcadores moleculares, como criterio de seleccion indirecta dentro de programas de
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mejoramiento genético y para los cuales los marcadores y mapas genéticos han sido
desarrollados (Tanksley, 1983; Foolad, 2007).

4.2 Importancia del locus Mil-2 de Meloidogyne incognita

La importancia del estudio de este patdgeno se debe a que en el mundo existen varias
especies de nematodos, sin embargo, M. incognita es la especie dominante que causa mas
dafios en la agricultura (Agrios, 2004). Su incidencia en México se ha reportado en
diversos estados (Castro et al., 1990; Cid del Prado et al., 1998; Godoy y Yafiez, 1999;
Montes, 1988). A principios de los 80°s, el marcador izoenzimatico acido fosfatasa (Locus
Aps-1") fue sugerido como un criterio de seleccion indirecta para el mejoramiento de
resistencia a nematodos (Medina-Filho y Stevens, 1980).

Hasta la fecha, se han desarrollado diversos marcadores moleculares de ADN basados en
PCR (CAPS, RAPD y SCAR) para la identificacidn y seleccion de materiales con el gen
Mi. La region Mi (1MB) originaria de S. peruvianum se localiza en el brazo corto del
cromosoma 6 (Panthee y Foolad, 2012). El locus contiene tres regiones ORFs (Fragmento
de lectura abierta) de las cuales dos codifican genes intactos llamados Mil-1 y Mil-2 y la
tercera es un pseudogen (Milligan et al., 1998); es decir, se trata de un gen que puede ser
resultado de un deshabilitamiento dentro de una region génica anteriormente funcional
(Rouchka y Cha, 2009).

El gen Mil-2 por si solo es suficiente para conferir resistencia a M. incognita, M. javanica

y M. arenaria (Arens et al., 2010).

4.3 Importancia del locus Tm-1, Tm2 y Tm22 en Virus del mosaico del tomate

El gen Tm1, originario de S. habrochaites confiere resistencia a TOMV razas 0 y 2. El gen
ha sido mapeado en el brazo corto del cromosoma 2, y su secuencia no ha sido
determinada. Ohmori et al., (1996) describieron seis marcadores SCARS estrechamente
vinculados; sin embargo, su distancia también es desconocida, cabe mencionar que
tampoco se han detectado plantas recombinantes para ninguno de estos marcadores, asi
mismo, en conjuncidn con los iniciadores Latl F/Lat2 R se han seleccionado variedades de

jitomate.
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Los alelos Tm2 son originarios de S. peruvianum y mapeados en el cromosoma 6. El alelo
Tm2 confiere resistencia a ToMV cepas 0 y 1, mientras que Tm22 confiere resistencia a
ToMV razas 0, 1 y 2. Las secuencias de ambos alelos tanto el susceptible como el de

resistencia, fueron publicados por Lanfermeijer et al., (2003, 2005).

4.4 Importancia del locus Ve-1y Ve-2 de Verticillium dahliae

La resistencia a V. dahliae raza 0 fue encontrada en S. lycopersicum de una linea nativa del
Per( (Schaible et al., 1951) y mapeado en el cromosoma 9. La caracterizacion del locus
Ve tiene dos genes estrechamente ligados, los cuales confieren resistencia a V. alboatrum
en plantas de papa (Kawchuk et al., 2001), los dos genes fueron nombrados Ve-1y Ve-2, y
se han desarrollado iniciadores especificos para amplificarlos.

Ve-1y Ve-2 se han utilizado para amplificar fragmentos tanto en variedades susceptibles
como resistentes. En total se han secuenciado un fragmento de 721 pb del gen Ve-2 y
cuatro segmentos superpuestos del gen Ve-1 entre la posicion 1.466 en la 5’UTR a la
posicién 4,481 (posiciones sobre AF272367), abarcando 2,988 pb del gen (3,016 pb en
total). Desde ahi los SNPs encontrados entre las secuencias de V. dahliae susceptible y las
variedades resistentes se utilizaron para el desarrollo de cuatro iniciadores ARMS-PCR de
tipo codominante (Kawchuk et al., 2001).

4.5 Importancia del locus 1 e 12 de Fusarium oxysporum

La resistencia a la raza 0 de F. oxysporum (Fol:0, ex raza 1) fue introducida desde S.
pimpinellifolium. El locus 1 fue mapeado en el brazo corto del cromosoma 11 (Ori et al.
1997; Sela-Buurlage et al., 2001; Scott et al., 2004) situado entre los marcadores RFLP,
TG523 y TG7 a una distancia aproximada de 3.8 cM, los datos de secuencia, para ambos
fragmentos, son utilizados para disefiar iniciadores y amplificar fragmentos en variedades

resistentes y susceptibles.

El locus 12 fue introducido en jitomate de S. pimpinellifolium y confiere resistencia a la
raza 1 del hongo F. oxysporum (Sela-Buurlage et al., 2001) y mapeado en el brazo largo

del cromosoma 11 (Ori et al., 1997). Este locus codifica para una proteina de 1,266
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aminoacidos y pertenece al sitio de unién a nucleodtido (NBS), repeticiones ricas en leucina
(LRR), caracteristico de la familia de plantas con genes de resistencia (GenBank no.
AF118127).

12 es un miembro de un locus de resistencia del complejo con seis miembros (12, 12C1,
12C2, 12C3, 12C4 y 12C5) dentro de los 90 kb denominado familia de genes 12C (Simons et
al., 1998). Ademas de 12, la secuencias completas de 12C1, 12C2 y 12C5 estan disponibles
(GenBank no. AF004878, AF004879 y AF408705 respectivamente), mientras que para
12C3 y 12C4 sélo estan disponibles las secuencias que codifican las repeticiones ricas en
leucina (GenBank no. AF004880 y AF004881). Algunos de estos miembros comparten
gran similitud de secuencia con 12, pero no pueden conferir completa resistencia a F.

oxysporum raza 1.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion del sitio experimental

El presente trabajo se realizo en las instalaciones de la Universidad Auténoma Chapingo,
localizada en Texcoco, Estado de México, (19° 20’ 34.61” LN y 98° 53°06.93” LO, a 2254

msnm).

5.2 Material experimental

Dentro del programa de mejoramiento genético de jitomate de la UACh, se realizaron 101
colectas de jitomates nativos (S. lycopersicum) en los estados de Oaxaca, Guerrero,
Chiapas, Veracruz, Hidalgo, Michoacan y Guanajuato.

5.3 Extraccion de ADN

Cada accesion se sembré en charolas de polipropileno con sustrato turba, 15 dias después
de su emergencia a partir de un pool de 8 plantulas por accesion se procedié a la extraccion
de ADN. Se obtuvo 0.3 g de tejido que se colocaron en un mortero previamente enfriado
con nitrégeno liquido; se agregd nitrogeno liquido y se macer6 hasta obtener un polvo fino,
el cual se transfiri6 a 700 pL de amortiguador de extraccion contenidos en un microtubo de
1.5 mL precalentado a 65 °C en el termoblock. EI microtubo se agité hasta homogeneizar;
en seguida se calentd nuevamente a 65 °C en el termoblock durante 10 minutos y se
agregaron 200 pL de acetato de potasio SM; la muestra se enfrio en hielo por 60 minutos y
se centrifugd durante 20 minutos a 12,000xg. El sobrenadante se transfiri6 a otro
microtubo con 600 pL de isopropanol preenfriado y se dejo a -20 °C por 60 minutos para
precipitar el ADN. Posteriormente se centrifugo a 6000xg durante 5 minutos y se decanto.
A la pastilla de ADN, se agregaron 700 pL de solucion para disolver. Una vez disuelto el
ADN, se le adicionaron 4 pl. de ARNasa y se incub6 a 37 °C durante una hora.
Posteriormente el ADN fue reprecipitado durante dos horas con 75 pL de acetato de sodio
3 M y 500 uL de isopropanol frio. Después fue centrifugado a 8000xg durante 5 minutos,
se elimino el sobrenadante y la pastilla de ADN fue lavada con etanol (grado reactivo) a 70
%. Nuevamente se centrifugd a 8000xg durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante vy el
ADN fue secado a temperatura ambiente. Finalmente se disolvié en 50 uL. de TE y se

almacen6 a 4 °C.
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5.4 Evaluacion de la cantidad y calidad de ADN

Se determind la cantidad de ADN en ng/uL en las muestras y para ello se utilizd un
nanodrop (marca BIO-RAD modelo DD-1000 ®); enseguida se realizaron diluciones en
todas las muestras a una concentracion de 10 ng/uL. Para determinar la calidad del ADN se
procedio a seleccionar al azar 40 accesiones y posteriormente se prepar6é un gel a 0.8 %,
colocando en un matraz 0.8 g de agarosa con 100 ml de amortiguador TAE 1X (Tris base
40 mM, pH 7.8; acetato de sodio 20 mM y EDTA 2 mM, pH 8.0); la mezcla se hirvio hasta
disolver los componentes, la cual al enfriarse se dispuso en el portageles hasta
solidificarse, se colocd en una camara de electroforesis y se cubrié con amortiguador de
corrida TAE 0.25 X. En seguida se coloco sobre papel parafilm 2 pL de amortiguador de
carga (0.2 % azul de bromofenol, 0.2 % xileno cianol, 25 % glicerol, 5 mM EDTA, 50 mM
Tris-HCI, pH 8.0), mismos que se mezclaron con 10 uL de cada muestra; posteriormente se
colocaron en los pozos centrales del gel. Finalmente, se realiz6 la electroforesis con 90
voltios durante 1.5 h. Concluida la electroforésis, el gel se removi6 y se tifid en una
solucion a base de bromuro de etidio (0.6 pg/uL en TAE 1 X) por 20 minutos. Después se
escurrié y se tomé una foto con ayuda de un fotodocumentador de luz UV (Marca UVP;
Modelo DigiDoc-It ®) (Figura 1).
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FIGURA 1. Gel de agarosa al 0.8 % para la prueba de calidad de ADN
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5.5 Caracterizacién molecular

Para la busqueda de genes de resistencia a enfermedades en las 101 accesiones de jitomate
evaluadas se emplearon los marcadores moleculares que se presentan en el Cuadro 1. En
total se emplearon 13 iniciadores todos basados en PCR, los cuales incluyen regiones
amplificadas caracterizadas y secuenciadas (SCARS), secuencias polimorficas amplificadas
y cortadas (CAPS) y sistema de mutacion refractario a la amplificacion (ARMS). Se utilizo
la variedad comercial “Kenton” (VK) resistente a Mi, ToMV, Ve y Fo. La amplificacion
de realizd6 en un termociclador (Marca Techne; Modelo Tchl2 ®). Para identificar
correctamente las bandas obtenidas; en la mayoria de los casos se utilizé un marcador de
peso molecular de 1 kb y en otros casos uno de 100 pb. Las bandas fueron identificadas
segln se muestran en el Cuadro 1. En todos los casos se prepararon geles de agarosa a 3 6
4 % segun se requirié para la identificacion 6ptima de la banda correspondiente al gen de
resistencia en cuestion, amplificados por PCR, posteriormente se tomaron 10 pL de los
productos y se cargaron en los geles adicionando 2 pL de azul de bromofenol. Los geles
sumergidos en un amortiguador TAE al 0.25 X, fueron colocados en una camara de
electroforésis a 190 Volts, durante 2 horas y 30 minutos. Posteriormente se procedié a la
visualizacion de los geles mediante luz ultravioleta y captura de la imagen obtenida por

medio de fotodocumentador.
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5.6 Condiciones de reaccion para la deteccion del gen de resistencia Mil-2 a
Meloidogyne incognita

El volumen de reaccion para la PCR fue ajustado a 25 pL, conteniendo 10 pL. de dNTPs
200 uM, 2.5 uL, de amortiguador 1x, 1.5 uL de MgCl, 3 mM, 0.3 uL de DNA Taq
polimerasa, 3 pL de cada iniciador (PMiF3 y PMiR3) con concentracion de 30 ng/uL, 2.5
ul de ADN y 2.2 uL de agua grado biologia molecular. Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, luego 35 ciclos a 94
°C por 30 segundos, alineacion a 55 °C por 1 minuto y amplificacion a 72 °C por 1
minuto. Estos ciclos fueron completados por un Gltimo ciclo a 72 °C por 10 minutos y los
productos obtenidos se conservaron a 4 °C.

5.7 Condiciones de reaccion para la deteccion de los genes de resistencia Tm-1, Tm-
2/Tm2% ensayo 1y Tm-2/Tm2? ensayo 2 al Virus Mosaico del Tomate

La mezcla de reaccion se prepar6 tal y como se describié en el péarrafo anterior, sin
embargo, para la identificacion del gen de resistencia “Tm-1" se afiadidé 1.5 uL de cada
primer (SCN20F y SCN20R), asi como 1.5 pL de los iniciadores LAT1-F y LAT2-R. Para
el caso de la identificacion del gen “Tm-2/Tm2° ensayo 17 se afadié 1.5 pL de cada
iniciador (TMV-2678R, TMV-2262F, TM2%-SNP2494F y TM2-SNP2493R). En el caso
del gen “Tm-2/Tm2° ensayo 2” se tomaron 1.5 pL de cada iniciador (TM2-748F, TM2-
1256R, TM2-SNP901misR y TM2-SNP901misF). Todos los iniciadores fueron preparados
a una concentracion 30 ng/uL, y se adicionaron 2.5 uL de ADN y 2.2 uL de agua grado
biologia molecular. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo de
desnaturalizacién a 94 °C por 1 min, 40 ciclos a 94 °C por 30 segundos, alineacion a 65 °C
por 1 minuto y amplificacion a 72 °C por 1 minuto. Finalmente se realizé un cicloa 72 °C

por 10 minutos.
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5.8 Condiciones de reaccion para la deteccion de los genes de resistencia Ve-1y Ve-2 a
Verticillium dahliae

Para el caso de la identificacion del gen de resistencia “Ve-1" se agregd 1 pL de cada
iniciador (Vel _2072F, Vel 2651R, Vel SNP2199Ft, Vel SNP2199Ra,
Vel SNP2199F1t° y Vel SNP2199R1a°). Para el gen “Ve-2” se afiadieron 1.5 pL de cada
iniciador (Ve2_2720F, Ve2_3040R, Ve2_SNP2827F, Ve2_SNP2827R). Las condiciones
de amplificacion fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, 40 ciclos a 94 °C
por 30 segundos, alineacion a 65 °C para Ve-1 66 °C para Ve-2 por 1 minuto y
amplificacién a 72 °C por 1 minuto. Finalmente se realizé un Gltimo ciclo a 72 °C por 10

minutos.

5.9 Condiciones de reaccion para la deteccion de los genes de resistenciaaraza 0 1y
raza 1 12 de Fusarium oxysporum

Para la identificacion del gen de resistencia a la “raza 0 I” se afiadieron 1.5 pL de cada
iniciador (At2F3 y At2R3), asi como 1.5 puL de los iniciadores LAT1-F y LAT2-R. Para la
identificacion del gen de resistencia a la “Raza 1 12” se tomaron 1.5 pl de cada iniciador
(Z1063F y Z1063R) asi como 1.5 pL de los iniciadores (Rub-F y Rub-R). Las condiciones
de amplificacion fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, 40 ciclos a 94 °C
por 30 segundos, alineacion a 58 °C por 1 minuto y amplificacion a 72 °C por 1 minuto.

Estos ciclos fueron seguidos por un cicloa 72 °C por 10 minutos.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Busqueda del gen de resistencia Mil-2 a Meloidogyne incognita

En la Figura 2 se muestra los patrones de bandeo obtenidos de las 101 accesiones de
jitomate nativos evaluados. Puede apreciarse que 100 de los 101 materiales evaluados
presentaron la banda de susceptibilidad correspondiente al fragmento de 350 pb y
Unicamente el hibrido comercial Capito (G-45) presentd dos bandas: la de 350 pb y la
banda de resistencia de 550 pb. Estos resultados sugieren que los materiales evaluados son
genéticamente susceptibles a M. incognita. La presencia de ambas bandas en el hibrido
Capito coinciden con los resultados de Mehrach et al., (2005) y Arens et al., (2010),
quienes encontraron la presencia de ambas bandas en las variedades Dominique y Sheriff y
afirmaron que ambos materiales eran heterocigotos para el gen Mil-2. (Figura 2)
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FIGURA 2. Patron de bandeo de los iniciadores PMiF3 y PMIR3 para la identificacién del gen de
resistencia Mil-2 a M. incognita, en 101 accesiones de jitomate nativo. R= Resistencia,
S=Susceptibilidad, Vk=Variedad comercial “Kenton” y B=Blanco.
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A diferencia de lo encontrado en este trabajo, en otros paises se ha tenido éxito en la
deteccion de genes de resistencia a enfermedades en poblaciones nativas. Cap et al., (1993)
y Yaghoobi et al., (1995) encontraron resistencia a nematodos del género Meloidogyne

spp. en diversas accesiones de jitomate nativo de EUA.

6.2 Busqueda del gen Tm-1 de resistencia a Virus del mosaico del tomate

Todos los genotipos presentaron una banda de 92 pb aproximadamente, la cual
corresponde al control interno del iniciador reportado por Ohmori et al., (1996). La
aparicion de una sola banda exceptuando las accesiones 5, 21, 27, 29, 35, 82 y 83 permite
concluir que con los iniciadores (SCN20F y SCN20R) no se obtuvo ningun polimorfismo
de resistencia al gen Tm-1, ni en accesiones nativas ni en la variedad comercial “Kenton”,
ya que el fragmento de resistencia esperado era de 1400 pb tal como lo reportan Ohmori et
al., (1996). Por otro lado, la aparicion de una banda de 600 pb en las accesiones 5, 21, 27,
29, 35, 82 y 83 puede estar asociada principalmente a tres razones: a) un gen homologo al
de resistencia; b) un pseudo gen; y c) amplificacion no especifica de iniciador.

e Rk B e .- --—

FIGURA 3. Patron de bandeo de los iniciadores SCN20F, SCN20R, Lat-1F y Lat-1R para la
identificacién del gen de resistencia Tm-1 a Virus del mosaico del tomate en 101 accesiones de jitomate
nativo. C = Control externo del iniciador, Vk= Variedad “Kenton” y B=Blanco.
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6.3 Blsqueda del gen Tm-2/Tm2° “Ensayo 1” de resistencia a Virus del mosaico del
tomate.

Todos los genotipos presentaron una banda de 417 pb aproximadamente, la cual
corresponde al control externo del iniciador TMV-2262F y TMV-2678R vy a lo reportado
por Lanfermeijer et al., (2005). No se obtuvo ningun polimorfismo de resistencia al gen
Tm-2/Tm2° en las accesiones evaluadas con los iniciadores SNP 2494F y SNP 2493R. Sin
embargo, el control positivo variedad “Kenton” presentd dos polimorfismos, uno de 214 pb
que esta ligado al gen de resistencia y otra de 417 pb, por lo que se puede concluir que
todos los materiales nativos son genéticamente susceptibles a excepcion del control
positivo que presentd una homologia de resistencia. De acuerdo con los datos de
Lanfermeijer et al., (2005) y Arens et al., (2010) la banda de 214 pb y 255 pb estan
directamente relacionadas con la expresion de los genes de resistencia Tm2% y Tm2. (Figura
4)

FIGURA 4. Patron de bandeo de los iniciadores TMV-2262F, TMV-2678R, SNP 2494F y SNP 2493R
para la identificacion del gen de resistencia Tm2/Tm2° “ensayo 1” a Virus del mosaico del tomate en
101 accesiones de jitomate nativo. R=Resistencia, C=Control externo del iniciador, Vk=Variedad
“Kenton” y B=Blanco.
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6.4 Busqueda del gen Tm2/Tm2° “Ensayo 2” de resistencia a Virus del mosaico del
tomate
Todos los genotipos presentaron una banda de 509 pb aproximadamente, producto de la

amplificacion del iniciador TM2-748F y TM2-1256R y correspondiente al control externo.

Asimismo se observé en la mayoria de las accesiones nativas una banda de 382 pb, la cual
corresponde al locus ligado al gen de susceptibilidad Tm2. Al menos cinco accesiones no

presentaron el gen de susceptibilidad y corresponden a las accesiones 26, 45, 59, 81y 114.

No obstante la accesion 45 que presentd dos bandas, una de 509 pb (control) y otra de 179
pb (resistencia) se puede inferir al respecto que ésta accesion es homocigota para el gen de
resistencia Tm2. Ademas, debido a la naturaleza codominante del marcador, fue muy facil
distinguir los genotipos homocigotos resistentes, heterocigotos y homocigotos susceptibles.
Es probable que la variedad Kenton sea una linea heterocigota para el gen Tm2 ya que ésta
ademas de haber presentado el locus Tm2 de resistencia, presentd un polimorfismo de 382
pb, correspondiente al locus ligado al gen de susceptibilidad “tm2”, por lo tanto se puede
inferir que el genotipo de la variedad Kenton es Tm2/tm2 “Heterocigoto” y el de hibrido

Capito es Tm2/Tm2 “Homocigoto resistente”. (Figura 5)

FIGURA 5. Patrén de bandeo de los iniciadores TM2 748F, TM2 1256R, SNP1misR y SNP1misF para
la identificacion del gen de resistencia Tm2/Tm2° “ensayo 2” a Virus del mosaico del tomate en 101
accesiones de jitomate nativo. R=Resistencia, C=Control externo del iniciador, S=Susceptibilidad,
Vk=Variedad “Kenton” y B=Blanco.

50



6.5 Busqueda del gen Ve-1 de resistencia a Verticillium dahliae

Todos los genotipos presentaron una banda de 580 pb, dicha banda corresponde a la
amplificacion del control externo Vel 2072F y Vel 2651R. Conjuntamente todas las
accesiones nativas presentaron un fragmento de 158 pb, dicha banda corresponde al locus
de susceptibilidad, por lo que se puede concluir que todos los materiales nativos son
genéticamente susceptibles a V. dahliae raza 1. El polimorfismo observado en la variedad
Kenton se presentd unicamente dos fragmentos, uno de 580 pb y otro de 476 pb aprox.,
esto derivado de la prueba SNP2199, dichos datos coinciden con lo reportado por
Kawchuk et al., (2001) y Arens et al., (2010).

El fragmento de 476 pb aproximadamente corresponde al locus ligado al gen Ve-1 de
resistencia a V. dahliae por lo que se puede concluir que la variedad Kenton es homocigota

para dicho gen de resistencia. (Figura 6)

En adicion a los resultados obtenidos, es preciso mencionar que autores como De Jonge et
al., (2012) encontraron resistencia homologa al hongo F. oxysporum Razas 0 y 1 en plantas
que poseen el gen Ve-1 de resistencia al hongo vascular V. dahliae, resultados que pueden
corroborarse en el patron de bandeo de la Figura 8 donde se aprecia que la variedad Kenton

también es resistente para dicha raza.
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FIGURA 6. Patrén de bandeo de los iniciadores Vel 2072F, Vel 2651R, SNP2199Ft, SNP2199Ra,
SNP2199F1a y SNP2199R1a para la identificacién del gen de resistencia Ve-1 a V. dahliae en 101
accesiones de jitomate nativo. R=Resistencia, C=Control externo del iniciador, S=Susceptibilidad,
Vk=Variedad “Kenton” y B=Blanco.

6.6 Busqueda del gen Ve-2 de resistencia a Verticillium dahliae

En relacion al gen Ve-2, se puede observar que todas las accesiones nativas presentaron
dos fragmentos de 321 pb (Control) y 131 pb (Susceptible). Por lo tanto ningin material
nativo estudiado tiene el gen de resistencia Ve-2. Sin embargo, al menos tres accesiones (3,
43 y 54) no presentaron el gen de susceptibilidad, unicamente presentaron un fragmento
polimérfico de 321 pb. Dichos resultados indican que estos materiales también podrian ser
utilizados como material para la creacion de lineas homocigoéticas. Por otro lado se puede
observar que la accesion 45, presentd tres fragmentos polimoérficos, uno de 321 pb
(control), otro de 242 pb (resistencia) y otro de 131 pb (susceptible) segun la prueba
SNP2827.
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En conclusion a los resultados obtenidos y debido a la naturaleza codominante del
iniciador SNP2827 se puede inferir que la accesion 45 posee un genotipo heterocigoto
resistente (Ve-2/ve-2) dado que presento tres fragmentos y la variedad Kenton un genotipo
homocigoto resistente para el gen (Ve-2/Ve-2) dado que presento dos bandas polimérficas
para el gen Ve-2 de resistencia a V. dahliae, dichos resultados pueden ser comparados a lo
obtenido por Kawchuk et al., (2001) y Arens et al., (2010) quienes reportaron dos

genotipos homocigotos para el gen Ve-2. (Figura 7)
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FIGURA 7. Patrén de bandeo de los iniciadores Ve2_2720F, Ve2_3040R, SNP2827F y SNP2827R para
la identificacion del gen de resistencia Ve-2 a V. dahliae en 101 accesiones de jitomate nativo.
R=Resistencia, C=Control externo del iniciador, S=Susceptibilidad, Vk=Variedad “Kenton” y
B=Blanco.

6.7 Busqueda del gen de resistencia a Fusarium oxysporum Razas Oy |

Todos los genotipos presentaron un fragmento polimoérfico de 92 pb (Control) producto de
la amplificacion del iniciador Latl-F y Lat-2R. Se pudo determinar que 13 accesiones
nativas (13, 21, 23, 28, 29, 30, 45, 49, 82, 91, 96, 98 y 119) poseen el locus de resistencia
el cual corresponde al fragmento de 130 pb, generado por la elongacion de los iniciadores
dominantes At2-F3 y At2-R3. Asimismo se pudo determinar la presencia del gen de
resistencia en la variedad Kenton utilizada como control positivo. Dichos resultados
coinciden con los reportados por Ori et al., (1997); Scott et al., (2004); Arens et al., (2010)
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y Panthee y Foolad (2012) quienes encontraron dos fragmentos del mismo peso molecular

cuando utilizaron los iniciadores Lat y At2. (Figura 8)
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FIGURA 8. Patron de bandeo de los iniciadores At2-R3, At2-F3, Lat 1-F y Lat2-R para la
identificacién del gen de resistencia a F. oxysporum raza 0y | en 101 accesiones de jitomate nativo.
R=Resistencia, C=Control externo del iniciador, Vk= Variedad “Kenton” y B=Blanco.

La razén por la que no se encontraron genes de resistencia a Meloidogyne incognita, Virus
del mosaico del tomate y Verticillium dahliae en los materiales nativos, puede ser

explicada en términos ambientales y genéticos.

Asi, en términos ambientales es evidente que la adaptacion de plantas nativas ocurre bajo
condiciones naturales o bien toleradas, bajo la ausencia de altas frecuencias de poblaciones
de patdgenos, en comparacion con lo ocurrido en un sistema intensivo con monocultivo. Es
asi, que la frecuencia de genes de resistencia en las colectas puede ser escasa, por lo que
fue dificil la identificacion de estas. Los genes de resistencia seran mas frecuentes en
aquellas poblaciones que por un lado presentan mayor variacion genética, pero también se
desarrollan ante factores ambientales adversos.

Lo anterior contrasta fuertemente con los sistemas de produccion agricola intensiva, en

donde el empleo de un solo genotipo, implica una fuerte presion de patdgenos, los cuales
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deben ser controlados con pesticidas para mantener los niveles de poblaciones bajos o

ausentes, que permitan una alta produccion comercial.

En términos genéticos, el acervo de genes y la variacion genética desempefian un papel
muy importante en la seleccion de plantas resistentes, en este estudio se discuten tres
factores: 1) El acervo de genotipos resistentes estan en baja frecuencia, por lo tanto este
hecho dificulta su identificacion y la seleccion. 2) El problema fitopatogénico no es
importante en el ambiente donde se realizd la colecta, por lo tanto al no haber una presién
de seleccion no se favorecio la frecuencia de genes de resistencia. 3) El tamafio de la
muestra 0 nimero de plantas (8) caracterizadas molecularmente podria ser pequefia, esto
implica que algunas de las accesiones que no presentaron el gen de resistencia pudieran

presentarlo si se incrementara el nimero de plantas por analisis.

Por otro lado, el haber encontrado resistencia genética a Fusarium oxysporum razas 0 y 1,
mediante de los iniciadores At2-F3, At2-R3, Latl-F y Lat-2R, tiene implicaciones para el
mejoramiento genético, ya que permitiran mayor oportunidad de lograr la adecuacion de la

planta a un ambiente especifico.

Es necesario considerar que la aparicién de ciertos genes de resistencia en algunas
poblaciones nativas de jitomate indica que existe una asociacion directa entre el gen de
resistencia y la presencia del fitopatdgeno; es decir, los lugares reportados con mayor
incidencia de pat6genos seguramente son un reservorio de poblaciones ricas en genes de

resistencia.

En adicion a lo anterior y al planteamiento de posibles factores del porque se encontraron
resistencias a Fusarium que han obligado a desarrollar mecanismos de defensa en las
poblaciones evaluadas, se puede decir que: 1) Existe plasticidad ambiental, pues
generalmente las cepas de Fusarium se encuentran distribuidas en diversos ambientes y en
ocasiones no necesariamente son un problema agricola. 2) Existe versatilidad patogénica,

por su alto indice de infestacion agricola interpoblacional.

Asimismo, este trabajo aporta las evidencias claras y la exitosa bldsqueda de genes en
poblaciones nativas, ya que de las 101 al menos 13 accesiones nativas poseen el locus de
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130 pb ligado al gen de resistencia a Fusarium oxysporum Razas O y 1 (Ori et al., 1997,
Sela-Buurlage et al., 2001; Scott et al., 2004; Arens et al., 2010).

6.8 Busqueda del gen de resistencia a Fusarium oxysporum Razas 1y 12.

Todos los genotipos presentaron una banda de 1380 pb, dicho fragmento corresponde al
iniciador externo. No se obtuvo ningun polimorfismo de resistencia en los genotipos
evaluados a excepcion del hibrido Capito, que presentd polimorfismos en dos fragmentos
1380 pb (control), y 940 pb el tamafio de este Gltimo fragmento segun Simmons et al.,
(1998) se trata de un locus ligado al gen de resistencia a F. oxysporum razas 1y I2. Por
otro lado, debido a la naturaleza dominante del marcador no se determind si este genotipo
es homocigoto o heterocigoto para dicho gen de resistencia. (Figura 9)
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FIGURA 9. Patron de bandeo de los iniciadores Z1063F, Z1063R, Rub-F y Rub-R para la
identificacion del gen de resistencia a F. oxysporum razas 1y 12 en 101 accesiones de jitomate nativo.
R=Resistencia, C=Control externo del iniciador, VK=Variedad “Kenton” y B=Blanco.
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VII. CONCLUSION

Los marcadores moleculares lograron la identificacion de genes de resistencia y
susceptibilidad. Mediante marcadores codominantes se facilitd la identificacion de
genotipos heterocigotos. Se determiné que dentro de las 101 accesiones nativas no existen
genes de resistencias a Meloidogyne incognita, Virus del mosaico del tomate y Verticillium
dahliae. Se identificaron 13 accesiones nativas resistentes a Fusarium oxysporum razas 0 y
1 por medio de los iniciadores At2-R3, At2-F3, Lat 1-F y Lat 2-R. Estas accesiones podrian
ser incorporadas con éxito a un programa de mejoramiento genético de jitomate tan pronto

se verifiquen los resultados en campo.
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