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RESPUESTA AL ESTRES SALINO Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA-
MOLECULAR DE GENOTIPOS DE JITOMATE (Solanum lycopersicum L.)

La salinizacion del suelo es un proceso que afecta la productividad de muchos
cultivos, entre ellos el jitomate. Los objetivos del presente trabajo fueron
caracterizar morfolégica y molecularmente a siete genotipos de jitomate;
identificar su tolerancia o susceptibilidad al estrés salino (NaCl) mediante
variables morfolégicas y bioquimicas; conocer la diversidad genética usando
marcadores ISSR y medir la actividad de genes relacionados con la resistencia
al estrés salino como LOX y JERF1. Las colectas C-101 y C-115 fueron
identificadas como genotipos tolerantes, mientras ‘Rio Grande’ y ‘Floradade’
como susceptibles. El analisis UPGMA realizado de los ISSR utilizando el
coeficiente de Dice agrup6 los genotipos por tamafio del fruto y caracteristicas
del ciclo de vida de la planta, por lo que éstos caracteres podrian estar asociados.
La diversidad genética de Nei (He) encontrada entre las 7 poblaciones fue de
0.360, mientras que dentro de las poblaciones se obtuvieron los siguientes
valores: 0.431 (C-64), 0.401 (C-101), 0.427 (C-115), 0.454 (C-122), 0.439 (C-
200), 0.234 (Floradade) y 0.310 (Rio Grande). El estadistico Fst= 0.242 indico
una diferenciacién grande en las frecuencias alélicas entre los siete genotipos de
jitomate. Por otra parte, se observo la expresion de los genes JERF1 y LOX
mediante RT-PCR convencional en hojas estresadas con NaCl a una
concentracion de 200 mM, observandose diferencias entre los genotipos
susceptibles y tolerantes. JERF1 se expreso en el genotipo C-101 alas 0, 12 y
24 h,en C-200 alas 0y 12 h y en el resto de los genotipos Unicamente a las 0
h.La expresion del gen LOX se observé alas 0, 3, 12y 24 h en C-200 y C-115,
en tanto C-101 y ‘Floradade’ mostraron un comportamiento similar, pero sin
actividad a las 12 h.

Palabras clave: Solanum lycopersicum L., estrés salino, diversidad genética,
tolerancia, RT-PCR convencional.
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ABSTRACT

SALINE STRESS RESPONSE AND MORPHOLOGICAL-MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF TOMATO (Solanum lycopersicum L.)
GENOTYPES

The soil salinization process affects the productivity of many crops, including
tomato. The objectives of this study were to make a morphological and molecular
characterization of seven tomato genotypes, to identify their tolerance to saline
stress (NacCl) through morphological and biochemical variables, to determine their
genetic diversity using molecular markers of the ISSR type and to measure the
activity of saline stress resistance related genes such as LOX and JERF1. The
collections C-101 and C-115 were identified as tolerant genotypes, while 'Rio
Grande' and 'Floradade' as susceptible. The UPGMA analysis of the ISSRs using
Dice's coefficient grouped the genotypes by fruit size and characteristics of the
life cycle of the plant, so these characters could be associated. The Nei's genetic
diversity coefficient (He) found among the seven populations was 0.360, while
within the populations the following values were obtained: 0.431 (C-64), 0.401 (C-
101), 0.427 (C-115), 0.454 (C-122), 0.439 (C-200), 0.234 ('Floradade’) and 0.310
(‘Rio Grande’). The statistic Fst= 0.242 indicated a large differentiation in the
allelic frequencies among the seven tomato genotypes. Expression of the JERF1
and LOX genes was measured by conventional RT-PCR in stressed leaves with
NaCl at a concentration of 200 mM, observing differences between the
susceptible and tolerant genotypes. JERF1 was expressed in genotype C-101 at
0, 12 and 24 h, in C-200 at 0 and 12 h and only at O h in the rest of the genotypes.
The expression of the LOX gene was observed at 0, 3, 12 and 24 h in C-200 and
C-115, while C-101 and 'Floradade' showed similar behavior, but no activity at 12
h.

Key words: Solanum lycopersicum, saline stress, genetic diversity, tolerance,
conventional RT-PCR.

Masters Degree Thesis in Agricultural Biotechnology Sciences, Universidad AutbnomaChapingo
Author: Aldo Lara Ibarra.
Thesis advisor: Juan Porfirio Legaria Solano.

XVi



I. INTRODUCCION

El jitomate es un cultivar de la familia Solanaceae y su nombre cientifico es
Solanum lycopersicum L., es una especie originaria de América del Sur, de la
regibn andina, particularmente de Perd, Ecuador, Bolivia y Chile. La
domesticacion se llevé a cabo en México. EI nombre del jitomate procede del
nahuatl ‘xictli’, ombligo y ‘tomatl’, tomate, que significa ‘tomate de ombligo’. La
planta puede ser de porte erecto o semirrecto, arbustivo, de tipo anual, con
diversos tipos de variedades. El fruto es una baya ovalada, redonda o periforme.
Su tamafio va desde pequefios frutos del tamafio de una cereza, hasta enormes
frutos de 750 g. Se cultiva en lugares con temperaturas del3 °C en la noche y 23
°C durante el dia, la humedad relativa requerida va desde 60 a 80 % vy la
luminosidad méas apropiada es de aproximadamente 85 MegaJdoules por metro
cuadrado, son los minimos para la floracién y cuajado. Se cultiva en suelos
ligeramente acidos de entre 6.2 a 6.8 pH (SAGARPA, 2010).

El jitomate es un producto que se cosecha a lo largo de todo el afio y es en los
primeros meses del mismo en el que se concentra su produccion, principalmente
en enero, febrero y marzo (SAGARPA, 2010). Segun reporto el SIAP el jitomate
para el afio 2014 fue el séptimo cultivo con mayor valor de produccion en México
y el 77 a nivel nacional en el rendimiento (ton/ha) (SIAP, 2014). Su fruto se
destind principalmente en estado fresco al consumo, pero también sirve como
materia prima para elaborar diversos derivados, como pastas, sopas Yy
deshidratados, entre otros productos (SAGARPA, 2010).

En México durante el 2013 y 2016, se produjo un aumento de la producciéon de
jitomate “Hecho en México” en un 35 por ciento, al pasar de dos millones 52 mil
toneladas a dos millones 769 mil toneladas. Lo anterior representa un aumento
en el volumen nacional en cuatro afios de alrededor de 717 mil toneladas, las

cuales son distribuidas entre el mercado nacional y el internacional, por otra parte

1



en el afo 2017 la tasa de crecimiento fue del 7.8 por ciento. El jitomate es un
cultivo que se produce en todo el pais; los cinco estados principales son Sonora,
San Luis Potosi, Baja California, Zacatecas y Michoacan, los que en conjunto,
aportan el 52 por ciento del volumen nacional (SAGARPA, 2016).

El estado productor principal en México es Sinaloa, con 551 mil toneladas; San
Luis potosi con 296.8 mil ton; Baja California con 225.9 mil ton, Zacatecas con
185 mil ton y Michoacan con 178.2 mil ton en el 2016. Esta actividad se realiza
en una superficie de 46 mil 677 hectareas y la produccion promedio de los Ultimos
cuatro afos fue de 2 428 000 ton (SAGARPA, 2016).

En lo que respecta a comercio exterior, el jitomate ocupa el segundo lugar en
importancia en el ambito agroalimentario y el primero en el rubro agropecuario.
Reportdndose que para noviembre del afio 2016 las exportaciones de dicho
producto alcanzaron los 1 779 millones de dolares. Este producto se exporta
principalmente a Estados Unidos, Canada y Japon, mientras que en México el
consumo per capita es de 13.8 kilogramos y en 2015 el valor de la produccion se
estimo en 20 640 millones de pesos (SAGARPA, 2016).

En México se ha observado que las zonas aridas estan teniendo problemas de
salinizacién. De forma simultanea, la calidad del agua se deteriora en esas areas
debido a las sales en ella. Si no se tiene cuidado en manejar el suelo y el agua
de riego el problema de la salinizacion aumenta. Esto tiene como consecuencia
un deterioro progresivo de los suelos por salinizacion, lo cual repercute en una
disminucién de su productividad y del rendimiento de la calidad de las cosechas.
En Sonora existe este fendmeno, debido a que los recursos hidraulicos se han
visto reducidos por la sobreexplotacion de los acuiferos, debido a que pozos
cercanos a la costa son contaminados por agua de mar. Por otra parte la
salinizacién es provocada por la evaporacién del agua que se acumula en las
depresiones y por el movimiento ascendente de aguas procedentes de fuentes

artesianas o de menor profundidad (Zamudio et al., 2004). Dicho fenémeno
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también ocurre en otros estados como Zacatecas, Guerrero, y varios mas. Debido
a que pertenecen a las zonas aridas del pais y que no existe un mejor manejo

del recurso.

El cultivo del jitomate (Solanum lycopersicum L.) que se encuentra en areas con
problemas de salinidad muestra en las plantas efectos fisiologicos, morfologicos
y bioquimicos, tales como la disminucion de la fotosintesis, un menor peso del
fruto y cambios en la sintesis de proteinas, entre otros. Los problemas se dan
desde comienzos de la germinacion disminuyendo conforme aumente la sal en
el medio y prolongando éste proceso. Por otra parte, el estrés salino ayuda a que
los microorganismos ataquen al cultivo, esto ocurre tanto en especies silvestres

como en las comerciales (Goykovic& Saavedra, 2007).

Algunos problemas resultantes de la salinizacion de los suelos son que se reduce
el potencial hidrico de la solucion del suelo, por lo que disminuye la disponibilidad
de agua y crea un desequilibrio nutritivo, dada la elevada concentracion de
elementos Na y CI, que interfieren con la nutricion mineral y el metabolismo
celular. La salinidad también afecta la fotosintesis, debido a que se reduce el area
foliar, el contenido de clorofila y la conductancia estomatica, también existe una
disminucién en el fotosistema 2. Detiene temporalmente el ciclo celular
reduciendo la expresién y actividad de ciclasas y proteinas quinasa dependientes
de ciclinas, lo que trae como resultado menos células en los meristemos y un

crecimiento limitado, esto en términos generales (Chavez& Gonzalez, 2009).

En el jitomate el efecto de la salinidad es adverso, el porcentaje de germinacion
disminuye y el tiempo en el cual las semillas llevan a cabo este proceso aumenta.
Respecto a las raices, éstas alcanzan una menor longitud de modo que el
volumen de suelo que prospectan es menor, los tallos alcanzan una menor altura,
las hojas se reducen en numero y presentan desecacion en sus bordes de modo

gue hay menos produccion de energia asociada a la fotosintesis, el numero y



peso de los frutos disminuye por lo que el rendimiento del cultivo también

disminuye (Goykovic & Saavedra, 2007).

En cuanto a los estomas, la salinidad produce un efecto de disminucion del
namero de éstos en la cara adaxial de las hojas y un ligero aumento en la cara
abaxial, en consecuencia el menor valor (59.73 estomas/mm?) se encontré en los
tratamientos mas salinos y el mayor (175.17 estomas/mm?) en el menos salino
en la cara abaxial de la hoja, indicando una probable forma de evasion anatomica
por parte de las plantas de jitomate ante condiciones de estrés salino (Salas et
al., 2001).

De acuerdo con el contexto anterior, en la presente tesis se evaluaron 2
variedades comerciales de jitomate y 5 colectas silvestres, en las cuales se
realizaron pruebas bioquimicas, morfolégicas y genéticas, con el fin de
determinar su tolerancia al estrés salino y realizar una caracterizacién molecular.
Por otro lado se trabajo con 2 genes uno que codifica para la enzima lipoxigenasa
(LOX) y otro que codifica para un factor de transcripcion de genes de respuesta
a etileno (JERF1) de los cuales se tienen estudios que otorgan mayor tolerancia

al estrés por salinidad.

1.1 Objetivo general

Evaluar las respuestas morfoldgicas y bioquimicas al estrés salino de los distintos

genotipos de jitomate con el fin de determinar su tolerancia o susceptibilidad.

Determinar la diversidad genética de las poblaciones evaluadas mediante

marcadores moleculares tipo ISSR.

Observar la actividad de factores de transcripcion que ayudan en la activaciéon de

mecanismos de tolerancia al estrés salino en plantas de jitomate.



1.2 Objetivos Especificos

e Evaluar las respuestas de siete genotipos de jitomate a condiciones de
estrés salino bajo invernadero.

e Medir caracteres morfolégicos y bioquimicos de las plantas que podrian
estar ligadas a la resistencia o tolerancia al estrés salino.

e Caracterizar molecularmente a los genotipos de jitomate por medio de
marcadores ISSR.

¢ Identificar fragmentos de los genes LOX y JERF1 mediante PCR en todos
los genotipos estudiados.

e Analizar la expresion de los genes LOX y JERF1 bajo condiciones de

estrés salino.

1.3 Hipotesis

Mediante la evaluacion de respuestas moleculares, bioquimicas y morfolégicas
es posible la identificacion y diferenciacion de genotipos de jitomate capaces de

tolerar el estrés provocado por altas concentraciones de sal.

Los genotipos de jitomate comerciales tienen menor diversidad genética y por
ello menor tolerancia a diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico que los
genotipos silvestres, debido a la seleccion de dichos materiales que provoca la

fijacion de caracteres de interés agronémico.

La actividad de los genes asociados al estrés salino se relaciona con la tolerancia

que pueda tener la planta al enfrentarse al estrés.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1Cultivo como hortaliza

El jitomate, S. Lycopersicon, S. esculentum, se origind entre Pert y Bolivia y tuvo
un centro de evolucion en el sur de México, donde llegé hace unos 2 mil afios.
En México se desarrollaron formas de diversos colores en el fruto, aunque al
principio eran deformes y arrugadas. El jitomate silvestre original era bilocular,
como lo son todavia varias especies como el L. pimpinnellifolium. El jitomate no
ocupo un lugar preferente en las culturas precolombinas, y hasta que en Europa
se desvaneci6 la idea de que era venenoso se comenzd a cultivar de forma
comestible no como una planta ornamental, fue reconocido como hortaliza por
los italianos en 1550, época en la que comenzd a ser apreciado. Llegé
nuevamente a América en 1800 para ser “redescubierto” (Casseres, 1980).

2.2 Evolucion y taxonomia

El clado del cual deriva el jitomate, es un grupo joven que se ha diversificado para
ocupar una gran diversidad de habitats. Los afios estimados del género Solanum
son 12 millones, basados en el 18S rDNA y el marcador de la ribulosa-bifosfato
carboxilasa de la subunidad larga del cloroplasto (rbcL) por sus siglas en inglés
y la ATP sintetasa B (atpB) (Wikstrom et al., 2001); y la dispersion del clado del
jitomate se estima en 7 millones basado en genes nucleares (Nesbitt & Tanksley,
2002). En éste periodo de tiempo, las especies de jitomate han ocupado varios
habitats a lo largo de las costas de sur América, por Ecuador, el Norte de Chile,
y las Islas Galapagos, en altitudes de 3 mil metros sobre el nivel del mar, con
varios grados de variacion térmica. Para la biologia evolutiva, el grupo es un buen
ejemplo de una rapida evolucion y adaptacion a diversos ambientes y
condiciones de estrés. Para tener una idea, los jitomates silvestres contienen
genes utiles que pueden ser transferidos en los cultivares de jitomate, un amplio
rango de resistencias a multiples patdgenos, tolerancias a drogas, salinidad y
otros. El germoplasma encontrado en las variedades silvestres dara un amplio

respiro al cultivar de jitomate (Ricket al., 1986).



2.2.1 Posicion taxondémica

Tradicionalmente, el jitomate silvestre y el cultivado se colocan en la especie
Lycopersicon en la familia de las Solanaceas, esto basado en los caracteres
sexuales de la flor. Sin embargo, esto se ha considerado por el flujo del tomate
en los udltimos 450 afios. En Europa los botanicos reconocieron la relacion
cercana del jitomate con el género Solanum vy lo refirieron como S. pomiferum.
Tournefort (1694) fue el que le dio nombre al jitomate como Lycopersicon, tenia
un largo y multilocular fruto y por ello lo incluy6é en Solanum, posteriormente en
Species Plantarum se incluye como Solanum Lycopersicum (el jitomate
cultivado) y S. peruvianum. Se vuelve a describir del mismo modo en The
Gardener’s Dictionary siguiendo los descriptores hechos por Tournefort y
formalmente descrito como Lycopersicon (1754). Posteriormente, Miller (1768)
hace descriptores basados en el sistema binomial de Linnaeus. Siguiendo esto
se tienen tres especies L. esculentum, L. peruvianum, y L. pimpinellifolium.
También estudio las papas y las clasific6 como L. tuberosum, dijo que “éstas
plantas (la papa) siempre fueron colocadas en el Género Solanum y ni el Dr.
Linnaeus ha separado a Lycopersicon como un género distinto, teniendo en
cuenta que el fruto se divide en celdas con una particion intermedia, como el fruto
de ésta planta (el jitomate) concuerda con las caracteristicas de otras especies
de éste género, lo coloqué ahi”. En posteriores ediciones de The Gardener’s and
Botannist’s Dictionary (Miller, 1807) el editor Thomas Martyn, siguiendo el criterio
de Linnaeus incluye a Lycopersicon dentro de Solanum. Pero por los argumentos
de Miller en esa época se seguia llamando Lycopersicon por la mayoria de los
taxbnomos. Hoy en dia, se incluye al jitomate en el género Solanum y es
ampliamente aceptado, soportado por evidencias en estudios filogenéticos de la
familia Solanaceae basados en criterios moleculares y morfologicos. Estos
resultados en filogenética muestran que los jitomates estan profundamente
entrelazados al género Solanum (Spooner et al. 1993, 2005; Bohs & Olmestead
1997; Olmstead & Palmer 1997; Olmtead et al. 1999; Peralta y Spooner 2001;
Bohs, 2005).



2.2.2 Relaciones filogenéticas

Las relaciones evolutivas en el grupo del jitomate han sido dificiles de resolver
debido a la joven edad del grupo, que incrementa la probabilidad de compartir
polimorfismo con otros grupos, y baja los niveles de variacion respecto de él con
otros taxa. Morfologicamente, la clasificacion ha sido dificil porque no se
determinan variaciones buenas en la intraespecificidad. Se realiz6 un estudio de
variabilidad genética en jitomate silvestre, usando caracteres morfolégicos y
caracteres moleculares de cloroplasto y mitocondria, asi como RFLPs,
isoenzimas, espaciadores internos transcritos (ITS), y de la enzima sintetasa de
almidon (GBSSI o waxy), secuencias simples repetidas (SSRs), y amplificacion
de fragmentos polimorficos (AFLPs) para determinar las relaciones genéticas
existentes entre los mismos. Se encontrd que las relaciones evolutivas del grupo
no estan completamente resueltas y de hecho emergieron aspectos importantes

del grupo (Peralta & Spooner, 2001), como se indica a continuacion.

Los jitomates S. Lycopersicon son claramente monofiléticos y hermanos de las
papas. El grupo Juglandifolia es claramente monofilético y hermano de
Lycopersicon. S. pennelli es un grupo hermano del resto de tomates
Lycopersicon. S. chilense, S. corneliomulleri, S. huaylasense, S. peruvianum, S.
habrochaites y S. pennellii tienen politomias entre ellos; en las relaciones
morfologicas si forman un grupo, pero con los marcadores AFLPs relacionan a S.
huaylasense con S. arcanum pero en mayor grado con S. chilense. En casi todos
los andlisis de datos el conjunto comprendido con frutos verdes como S.
chmielewskii y S. neorickii estdn cercanamente relacionados a S. arcanum
integrando un grupo monofilético. Las cuatro especies con color del fruto brillante
sin excepcion forman un grupo monofilético (S. cheesmaniae, S. galapagense, S.

lycopersicum, y S. pimpinellifolium) (Figura 1).



—— Solanum lycopersicum
24— Solanum pimpinellifolium
Solanum cheesmaniae
—— Solanum galapagense
70@— Solanum arcanum
—————— Solanum chmielewskii
Solanum neorickii
Solanum huaylasense
Solanum peruvianum
Solanum corneliomulleri
Solanum chilense
Solanum habrochaites
Solanum pennellii
Solanum juglandifolium . Y
So!anum{:ncg;iranrhum |sect. Juglandifolia
Solanum lycopersicoides
Solanum sitiens
Solanum tuberosum Outgruup
Solanum bulbocastanum |sect. Petota
Solanum jamesii
Solanum etuberosum
Solanum palustre

Solanum muricatum I1sect, Basarthrum

sect. Lycopersicon Ingroup

Isect. Lycopersicoides

|sect. Etuberosum

Figura 1. Cladograma con 65 accesiones de 13 especies de jitomate (en grupos
de sect. Lycopersicon) y otros grupos de taxa (sect. Juglandifolia, sect.
Lycopersicoides, sect. Petota, Sect. Etuberosum y sect. Basarthum) examinados
en el andlisis filogenético GBSSI por Peralta y Spooner (2001) con marcadores
AFLPs. Los numeros indican las coincidencias en el remuestreo y entre
paréntesis las veces que no aparece ese grupo.

2.2.3 Laevolucion del color del fruto

Las variables de los caracteres del jitomate han generado mucha atencion para
entender las dinamicas evolutivas del grupo. Lo mas obvio de estos caracteres
es la evolucion de los pigmentos carotenoides que afectan el color del fruto. El
color del fruto de los tomates silvestres va de verde a rojo, naranja y amarillo.
Varios estudios han demostrado que el verde del fruto es el caracter ancestral y
éste color surgio una vez con el calado y éste origen se cree que tiene cerca de
un millén de afos. La razon por la cual existe una transicion del color del fruto en
la evolucion del grupo no se sabe, pero se cree que podria estar relacionado con

la dispersion de la semilla (Marshall et al., 2001; Peralta & Spooner, 2001).



2.2.4 Sistema de evolucién

Los caracteres como la autogamia (autocompatibilidad) y la alogamia
(autoincompatibilidad), han tenido un papel importante en la evolucion del clado
en los jitomates silvestres. La alogamia (autoincompatibilidad) es un caracter
ancestral en el jitomate, y la pérdida de la autoincompatibilidad ocurrié en tiempos
diferentes. Es notable que la autoincompatibilidad se perdiera en algunas
poblaciones de S. pennellii, algunas poblaciones de S. habrochaites y en el clado
continuo de S. neorickii y S. chmielewskii. En el grupo siguiente se perdio la
alogamia formando un grupo monofilético. En cuanto a los niveles de
autocompatibilidad se ha demostrado que hay un reducido numero de
variaciones genéticas en las especies silvestres de jitomate. Sobre la
autocompatibilidad del taxa, la variacion existe en grado de la alogamia, se tiene
gue muchas poblaciones cambian hacia la alogamia en grados de ocurrencia de
0 a 40 % (Alvarez et al., 2001). Dos especies a menudo crecen en contacto una
con la otra, liderando la especulacién que S. neorickii quiza evolucion6 de S.
chmielewskii por adquirir reproduccion autbgama, los estudios de aloenzimas
encontraron gran diversidad en S. chmielewskii. Pero dentro y entre las especies
autocompatibles, en las hojas se ha visto que se relacionan con variaciones
morfolégicas, incluyendo el largo de la corola y la mayor extension del estigma,
la cual ayuda a la polinizacién cruzada (Rick et al., 1986).

2.3Domesticacion

La distribucion de las especies silvestres de jitomate se encuentra en los Andes,
el sitio de domesticacion es incierto. Se tienen dos hipotesis, una indica que la
domesticacion de la especie fue en el sur de México contra la otra que nos dice
que fue en Peru. La primera establece que la domesticacion ocurre primero con
los jitomates tipo “cherry” que migraron del Peri a Meso-América, y se domesticé
en México. Por otro lado se tiene evidencia de que el uso del jitomate como
alimento probablemente ocurrié en Centro América lo que es demostrado por la
cultura, lengua, documentos historicos, asi como por estudios genéticos.
Respecto a la cultura, se tiene que existen textiles y ceramica donde se describen
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las plantas cultivadas, una practica comun de las culturas Pre-Colombinas en
Peru. Plantas importantes como maiz, papa, pepino, y otras aparecen en esos
objetos pero no el jitomate. Existen cerdmicas con una representacion de las
flores de la Solanaceas, posiblemente de la papa, pero que no corresponden con
las de jitomate. Sin mas no se han descubierto jitomates preservados en Peru o
algun nuevo vestigio arqueoldgico que sugiera que se domestico ahi. La palabra
“tomate” o “jitomate” es derivada del “tomatl”, la palabra Azteca para dicha planta.
Los Aztecas mezclaron tomates, chiles y otras semillas dentro de los molcajetes
para hacer salsas, por el contrario los peruanos no tienen ninguna mencion en
sus registros que fueran importantes para la dieta o ni una palabra especial para
tomate, se tiene reportada su mencién hasta que ocurrio la conquista de México
y Per0. Los registros italianos de los herbolarios mencionan el nombre tomate por
Matthiolus (1544) lo que nos da la idea de una introduccién temprana del jitomate
como planta comestible por los italianos junto con el aceite, la sal y la pimienta.
La temprana informacion de estos datos favorece el origen Mexicano del jitomate
y también hay que tener en cuenta que la conquista de México por los espafioles
se dio en 1521, contra la conquista de Peru, que ocurrié en 1531 (Rick, 1995;
Gould, 1983; Cutler 1998).

Un trabajo con aloenzimas demuestra que América Central es el sitio de
domesticacién. Los jitomates introducidos de Europa son homogéneos al
compararlos con los jitomates tipo “cherry” del sur de México y América Central,
pero distintos de los de América el Sur. Se tiene que las colectas de la region de
los Andes para los tipo “cherry” tienen una variabilidad genética mayor
comparandolas con otras regiones. Esto es consistente con el modelo de
migracion del centro de origen, bajo un efecto fundador, seleccion, y la
consecuente pérdida de variacion que conlleva dicho proceso. En muchos
cultivares, una reduccion de la diversidad genética es una de las mayores
caracteristicas que acompafian la domesticacion, y esto parece que es verdad
para el jitomate (Rick & Holle, 1990). El debate continla si se domestico primero

en Perlu o en México y hay referencias para ambas domesticaciones, pero se
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deben obtener mas evidencias para reafirmar los puntos en ambos casos, pero

por las evidencias actuales se favorece la domesticacion en México.
2.4Distribucion

Los espafioles distribuyeron una gran cantidad de vegetales y frutas a través de
su imperio. De América Central y México, los esparioles los introdujeron en el
Caribe y Filipinas, de Filipinas llegaron al Sureste de Asia y en ultima instancia a
todo Asia (Smith, 1994). Con los esparioles el jitomate también fue tomado y
diseminado en Europa. Una mencion temprana esta en la literatura Italiana por
el herbolario Petrus Andreas Matthiolus (1544), él describe al jitomate como
“pomi déro” (manzana dorada), indicando que el jitomate que se utilizd6 como
comida por los europeos era de fruto amarillo. Los jitomates rojos fueron
introducidos a lItalia por los padres Catdlicos afios después, se documentan en
1554 por Matthiolus (McCue, 1952). En Europa se tenia la creencia que era una
planta toxica, debido a su parecido con la belladona, el belefio y la mandragora.
Los ingleses mencionan que era una planta ornamental, pero en un escrito del
jardin inglés de 1596 indica: “estas encantadores manzanas se las comen en el
extranjero” y, se consideré que la planta entera tenia “un olor distintivo y
pestilente”. En 1623 se distinguieron 4 tipos de tomates: rojos, amarillos, naranjas
y dorados (Gould, 1983). De alguna forma los autores ingleses aumentaron el
prestigio del jitomate en los 1750 al atribuirle el nombre cientifico Lycopersicon
esculentum que significa “melocoton de lobo comestible”, el nombre se lo dio
Miller. En 1752 el jitomate fue usado por los ingleses para darle sabor a las sopas.
En 1758 el jitomate aparece en un libro de cocina britanico muy popular “The Art
of Cookery” por Hannah Glass (Cutler, 1998).

2.5Paises productores de jitomate

De acuerdo con la informaciéon de la Organizacién de las Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura (FAO), la superficie de cosecha para el jitomate a
nivel mundial crecié a una tasa promedio de 1.7 % entre el 2004 y 2014, para

ubicarse en 5.0 millones de hectareas. En el mismo periodo, los rendimientos
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promedio crecieron a un ritmo menor como se muestra en la Figura 2, de 1.2 %

promedio anual, al ubicarse en 2014 en 34.0 toneladas por hectarea.

El 54.5 % de la superficie cosechada de jitomate en 2014 se concentré en cuatro
paises: China (19.2%), India (18.8%), Nigeria (10.8%) y Turquia (6.4%). México
ocupa la décima posicion mundial, con el 1.8 por ciento de la superficie

cosechada de esta hortaliza.

Superficie cosechada y rendimientos mundiales de tomate, 2004-2014
(Millones de hectareas y toneladas por hectarea)

mmmm Superficie cosechada (Millones de ha) Eje izq.

Rendimiento (t/ha) Eje der.
5.0 35

2011
2012
2013
2014

Fuente: FAO.

Figura 2. Superficie cosechada y rendimientos mundiales de jitomate, 2004-
2014.

En 2014, la produccién mundial de jitomate se ubicé en un maximo histérico de
170.8 millones de toneladas como se muestra en la Figura 3. Entre 2004 y 2014,
ésta creci6 a una tasa promedio anual de 2.9 %. Lo anterior, impulsado tanto por
aumentos en la superficie cosechada, como por incrementos en la productividad
promedio. El 62.1% de la produccion se concentr6 en cinco paises: China
(30.8%), India (11.0%), Estados Unidos (8.5%), Turquia (6.9%) y Egipto (4.9%),
incluyendo tomate rojo y verde (Figura 3).
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En China e India entre el 2004 y 2014 el volumen promedio crecio a tasas de 5.9
y 9.1 por ciento, respectivamente. En china, el aumento se debe a un incremento
en la productividad, en tanto que en India se destinG mayor superficie para el
cultivo de la hortaliza. Asi, la participacion de China en una década pas6 de 23.4
a 30.8 % y en India de 6.3 a 11.0 % (Figura 3).

Produccion mundial de tomate, 2004-2014
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Figura 3. Produccion Mundial de Jitomate, 2004-2014.
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La superficie cosechada de jitomate en Estados Unidos decrecio entre 2004 y
2014 a una tasa promedio anual de 0.6 %, mientras que el rendimiento creci6 a
una taza de 1.0%. Asi, la produccion aumento a una tasa promedio anual de 0.4
%. Sin embargo, la participacion de este pais en la oferta mundial se redujo de
10.9 a 8.5% (Figura 3).

La produccién de jitomate en Turquia y Egipto creci6é a tasas promedio anuales
de 2.3 y 0.8 % entre el 2004 y 2014, respectivamente. En Turquia la superficie
establecida con el cultivo de jitomate ha crecido principalmente en invernaderos,

con el consecuente incremento en la produccion. El jitomate es la hortaliza de

14



mayor importancia en la produccion agricola de ese pais, como uno de los

productos mas relevantes en sus exportaciones hacia la Union Europea,

principalmente (Figura 3).

En 2014, México ocup6 la décima posicion en la produccion mundial como se

muestra en la Figura 4, con una participacion de 2.1 %.

Principales paises productores de tomate, 2014
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Figura 4. Principales paises productores de tomate en el afio 2014.

2.6Consumo mundial

La década que corresponde a 2003 y 2013 se muestra en la Figura 5, el consumo
de jitomate promedio anual crecié a 3.2 %, al ubicarse en 159.4 millones de
toneladas. La demanda de esta hortaliza crecié a un ritmo mayor en China e
India: 5.6 y 9.0 % promedio anual, respectivamente. En Estados Unidos, el

crecimiento del consumo ha sido mas moderado, con una tasa promedio anual

de 0.9% (Figura 5).

Durante esa década el consumo promedio mundial de jitomate pas6 de 16.7 kg
a 20.6 kg, en tanto que en los dos principales paises consumidores crecié a un
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ritmo mayor; en China paso6 de 19.3 a 31.1 kg y en India se incremento de 6.3 a
12.9 kg. Por su parte, el consumo per capita en Estados Unidos se ha mantenido

estable, con un promedio de kg durante ese periodo (Figura 5).

Turquia y Egipto registraron los mayores niveles de consumo per capita en el
mundo, con 98.7 y 90.1 kg por persona por afio en 2013, respectivamente (Figura
5).

Consumo mundial de tomate, 2003-2013
(Millones de toneladas)
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Figura 5. Consumo mundial de jitomate, 2003-2013.

2.7Comercio internacional

Entre el 2005 y el 2015, las exportaciones mundiales crecieron a una tasa
promedio anual de 3.8 %. En este rubro destacan México y Holanda, que
participaron en 2015 con 20.3 y 15.1 % del volumen mundial exportado,
respectivamente. Las exportaciones de estos paises crecieron a tasa promedio
anual de 5.6 y 3.5% durante esta década.

Espafia, el tercer exportador mundial, participa con un 12.7% de las ventas
mundiales; el volumen exportado de este pais crecié a una tasa promedio anual

de 0.1 %. Otros importantes exportadores, son Turquia (7.3%) y Marruecos
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(5.6%) que registraron un crecimiento sobresaliente de sus ventas al exterior
durante el periodo 2005-2015.

El 50.1% del volumen mundial importado en 2015 se concentré en 4 paises:
Estados Unidos (22.3%), Alemania (10.7%), Rusia (9.3%) y Francia (7.7%). El
volumen de compras estadounidense crecié a una tasa promedio anual de 5.2%
entre 2005 y 2015, mientras que las importaciones de Alemania y Rusia lo

hicieron a una tasa promedio anual de 1.2% y 6.6 %, respectivamente.

En el 2015, México fue el principal exportador de jitomate en términos de volumen
y valor de las ventas al exterior. En ese afo, abastecié el 90.8% del volumen

importado por Estados Unidos.

Holanda participa solamente con alrededor de 0.5% de la produccién mundial de
jitomate. Sin embargo, importa producto de Espafia, Bélgica, Marruecos y
Francia, principalmente, y lo reexporta a Alemania, Reino Unido, Italia y Suecia,

entre otros.

Por otra parte, el precio del jitomate rojo en Estados Unidos, principal importador
de esta hortaliza, registra fuertes variaciones durante el aflo. Desde 2012
mantiene tendencia al alza, y durante enero de 2016 alcanzé un nivel maximo
histérico. Lo anterior, debido a la disminucién en el abasto en ese pais, por las

afectaciones climaticas a la produccion en Florida.

En enero del 2009 se vendia la tonelada en 3400 délares y en junio en 3550, en
abril del 2010 se vendié en 4600 y en septiembre del mismo afio en 3100; como
se ve varian mucho los precios pero rondan entre los 2900 a un maximo de 5600

dolares por tonelada que se alcanzo en febrero del 2016.

2.8Comercio nacional

El cultivo del jitomate rojo es el quinto en importancia por su contribucion en el

valor de la produccion agricola primaria en México. En 2016, participé con 4.6 %
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del valor total, después del maiz en grano (19.4%), la cafia de azucar (6.0%), el

aguacate (5.9%) y el chile verde (4.7 %).

De acuerdo con el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP),
la produccién de jitomate rojo en México crecié a una tasa promedio anual de
4.8% entre 2006 y 2016, por ubicarse en un volumen maximo histérico de 3.3

millones de toneladas.

Entre el 2012 y 2016 aumentd la superficie de cultivo tecnificada o semi
tecnificada con malla sombra e invernaderos, un promedio de 26 % de las
superficie total. Asi, durante ese periodo se produjo en dichos lugares un 58% de
la produccién nacional (SAGARPA, 2016).

Entre el 2007-2011, la proporcion sembrada con agricultura protegida (malla
sombra e invernadero) fue de 8% del total, y la produccién obtenida fue de un
24% del total. EI aumento de la agricultura protegida se asocia principalmente
con la obtencion de cosecha de jitomate de mayor calidad para el mercado de
exportacion a Estados Unidos. Se estima que el jitomate rojo es la principal
hortaliza producida en México con agricultura protegida (70%), seguido de
pimiento (16%) y pepino (10%); el resto son productos como flores, chiles, berries
y papaya (SAGARPA, 2016).

En Querétaro, Estado de México, Chihuahua y Zacatecas se obtienen los
rendimientos mas altos en la produccién de jitomate. Se puede sugerir que es
debido al avance en el cultivo en invernaderos y a la eficiente aplicacion de

programas de control de plagas y enfermedades (SAGARPA, 2016).

Los precios en el mercado nacional rondan entre los 13500 pesos la tonelada a
los 2 500 pesos. Depende de la variedad, el “cherry” es el que ha llegado a los
13 500 pesos la tonelada. En el caso de la variedad “saladette” el precio al
mayoreo ronda entre los 5 mil a los 17 mil pesos y la misma tonelada para el

consumo al publico se vende en 23 mil pesos (SAGARPA, 2016).

2.9Estrés vegetal
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Se tomo en cuenta que el estrés tiene un papel importante en la determinaciéon
del modo en que el suelo y el clima limitan la distribucién de las especies
vegetales. Por ello, la comprension de los procesos fisiolégicos que subyacen en
el estrés por heridas, asi como los mecanismos de adaptacion y aclimatacion de
las plantas al estrés ambiental es de gran importancia tanto para la agricultura
como para el medio ambiente. El estrés se define como un factor externo que
ejerce una influencia negativa sobre la planta. En muchos casos, el estrés se
mide con relacion a la supervivencia de la planta, el rendimiento del cultivo, el
crecimiento (acumulacion de biomasa) o los procesos de asimilacion primaria
(incorporacion de CO2 y minerales) que estan relacionados con el crecimiento
(Taiz & Zeiger, 2006).

Se analiz6 que la tolerancia al estrés es la capacidad de la planta para hacer
frente a condiciones desfavorables. En la literatura, el término resistencia al
estrés se suele utilizar como un sin6nimo de tolerancia al estrés, aunque se
prefiera el dltimo. Si la tolerancia aumenta como resultado de una exposicion
previa al estrés, se dice que la planta esta aclimatada. La aclimatacién se
distingue de la adaptacion porque ésta ultima se refiere al nivel de resistencia
determinado genéticamente, que se ha adquirido por un proceso de seleccién
tras numerosas generaciones. Lamentablemente, el término “adaptacion” se
utiliza en la literatura para indicar aclimatacién. Y para aumentar la complejidad,
la expresion genética tiene un papel importante en la adaptacion. La respuesta
al estrés incluye cambios en el ciclo celular y en la divisién celular, cambios en el
sistema de endo-membranas, en la formacion de vacuolas y cambios en la
arquitectura de la pared celular, lo que conduce a un aumento de la tolerancia al
estrés de las células. A nivel bioquimico, las plantas alteran el metabolismo en
varias rutas para adaptarse a los estreses ambientales, incluida la produccion de
compuestos osmoreguladores como prolina y glicina betaina. Los procesos
moleculares que relacionan la percepcion de la sefial de estrés con las
respuestas genomicas que conducen a la tolerancia han sido estudiados estos

altimos afos (Taiz & Zeiger, 2006).
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Se ha observado que los organismos en todo momento estan sometidos a
cambios dados por la concentracion de luz, agua, nutrientes, temperatura, asi
como otros organismos que les enfermen o les provoquen dafios en su estructura
o las caracteristicas en las que se encuentra su ambiente. Los factores climaticos,
de suelo y que no sean provocados por un organismo vivo se les llama factores
abidticos y aquellos en los que exista un cambio relacionado con un organismo

vivo se les llama factores bidticos (Fujita et al., 2006).
2.9.1 Estrés bidtico

El estrés bidtico se ha definido como aquel causado por la accion de otros seres
Vivos, entre los que se pueden mencionar los provocados por hongos, virus,
nematodos y bacterias, éstos organismos se valen de medios para esquivar las
defensas de las plantas, utilizan los estomas u otros érganos de comunicacién
natural entre la planta y el medio, mientras que otros utilizan presibn mecanica o
segregan enzimas especificas para romper los tejidos de la planta. Sin embargo,
la mayoria invade tejidos enfermos o dafiados (Fraser, 1952). Las interaccion
entre plantas es otro apartado del estrés abibdtico debido a que existe
competencia por la luz, el agua y nutrientes y esto limita su desarrollo (Bertness
& Callaway, 1994). Las estrategias que utilizan las plantas para asegurarse el
acceso a dichos recursos son crecimiento rapido en longitud, la secrecion de
sustancias téxicas para otras plantas (alelopatia) o el parasitismo (Weston,
1996). Los insectos pueden causar dafio en las plantas, entre ellos se tiene a los
chupadores que son capaces de transmitir virus 0 microorganismos en el tejido
de la planta y los masticadores que raramente transmiten virus, pero dejan el
tejido vegetal dafiado y expuesto a ataques de hongos y bacterias necrofagos.
Los vertebrados herbivoros también causan dafio, dependiendo de qué es lo que
se coman y el tiempo de desarrollo de la planta y actian como vectores de

microorganismos (Charco, 2002).
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2.9.2 Estrés abiotico

El estrés ambiental o abidtico se ha definido como una fuerte restriccion para el
aumento de la productividad y de la extension de los cultivos. Se estima que
Gnicamente un 10% de la superficie de la tierra arable se encuentra libre de
estrés. Cerca del 20% de la tierra presenta algun tipo de deficiencia o toxicidad
mineral, 26% es afectada por estrés de sequia y 15% por congelacién (Blum,
1988). Por un lado se tiene que el déficit hidrico se suele asociar a la salinidad
en la rizosfera y al estrés por calor en las hojas (resulta del enfriamiento por
evaporacion debido a la baja transpiracion) y el enfriamiento o congelacion
conducen a la reduccion de la actividad hidrica y el estrés osmético. También se
tiene que las plantas presentan tolerancia cruzada, es decir, tolerancia a un
estrés inducida por la aclimatacion a otro. Este comportamiento implica que los
mecanismos de resistencia a varios estreses comparten caracteristicas comunes
(Taiz & Zeiger, 2006).

Las plantas reaccionan a el estrés con un segmento completo de mecanismos,
un ejemplo de ellos es que el estrés abibdtico aumenta la produccién de especies
reactivas de oxigeno en las células de las plantas y para contrarrestar eso
producen isoprenoides que mitigan el estrés oxidativo que se produjo en las
células (Vickers et al., 2009). Por otro lado se tiene la resistencia a los metales
pesados proporcionada por las metalochaperonas que son proteinas importantes
en el transporte de metales iénicos llamadas HIPPs (heavy metal-associated
isoprenylated plant proteins, por sus siglas en inglés) que contienen dominios de
union a metales (HMA) y un motivo final de Caax isoprenilacion en el carboxilo
terminal (Zhang et al., 2015). Para la resistencia al estrés osmaotico se tiene que
la glicina betaina (GB) y la prolina son de los dos mayores osmolitos que se
acumulan en la planta en respuesta a el estrés por drogas, sal, temperaturas

extremas, radiacion UV y metales pesados (Ashraf & Foolad, 2007).

Una via muy importante en la respuesta al estrés son las rutas de transcripcion
gue estan compuestas de proteinas de integracion (factores de transcripcion) con
secuencias reguladoras especificas en los promotores de los genes que regulan
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la activacion o no de los genes. Genes diferentes que estan inducidos por la
misma sefal (desecacion o salinidad, por ejemplo) estan controlados por una ruta
de sefializacion que conduce a la activacion de estos factores de transcripcion.
Los promotores de los genes regulados por ABA contienen una secuencia de seis
nucleotidos conocida como elementos de respuesta a ABA (ABRE), que
probablemente se unen a los factores de trascripcion implicados en la respuesta
a ABA. Los promotores de otros genes, que estan regulados por estrés osmaotico
de modo independiente de ABA, contienen un elemento alternativo formado por
una secuencia reguladora de nueve nucleoétidos, el elemento de respuesta a la
deshidratacion (DRE) que es reconocido por un conjunto alternativo de proteinas

de regulacion de la transcripcion (Taiz & Zeiger, 2006).

Asi, los genes que se inducen por estrés osmético parecen estar regulados ya
sea por rutas de transduccion de sefiales mediadas por la accion de ABA (genes
dependientes de ABA), o bien por una ruta alternativa que responde al estrés
osmotico y que es independiente de ABA. La accion de los factores de
transcripcion (llamados DREB1 y DREB2) que se unen a los elementos DRE en
los promotores de los genes que responden al estrés osmoético, aparentemente,
son activados por una cascada de sefalizacion independiente de ABA. Otros
genes que responden al estrés osmético de forma independiente al ABA parecen
estar directamente controlados por una cascada de sefializacion de las MAP
guinasas, y existen mecanismos que no implican a DRE. La complejidad y las
comunicaciones que existen entre distintos promotores, factores de transcripcion
y paquetes de genes que se encienden a la vez tiene como consecuencia una

riqueza de adaptacion al estrés de las distintas plantas (Taiz & Zeiger, 2006).
2.10 Estrés por déficit hidrico

Los cultivos agricolas que se han trabajado principalmente en zonas semiéridas,
sufren periodos de sequia durante alguna etapa de su desarrollo, la sequia al
igual que una alta concentracion de sal y las temperaturas bajas generan que la
tasa de transpiracion exceda a la toma de agua, generando el mismo efecto de
estrés por déficit hidrico. A menudo la expresion del rendimiento depende de
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algunos mecanismos para disminuir la transpiracion y asi prevenir dafios por
deshidratacion. Cuando el estrés hidrico alcanza un nivel significativo en las
plantas, ocurren mecanismos como el cierre estomatico, enrollamiento, doblado
o pérdida de hojas, ajuste osmaotico y otros que disminuyen la pérdida de agua
por la planta (Lépez et al., 2001).

Se ha comprobado que a medida que el contenido hidrico de la planta disminuye,
las células se encogen y las paredes se relajan. Esta reduccién en el volumen
celular da lugar a una menor presién de turgencia y a la consiguiente
concentracion de los solutos en las células. La membrana plasmatica se hace
cada vez mas gruesa y mas comprimida porque cubre un area menor. Como la
pérdida de turgencia es el primer efecto biofisico significativo del estrés hidrico,
las actividades que dependen de la turgencia como la expansién foliar y la
elongacioén radicular son las mas sensibles a la deficiencia hidrica. La expansion
celular es un proceso inducido por la turgencia y es extremadamente sensible al
déficit hidrico. Una respuesta al estrés hidrico es la senescencia y la abscision,
esta Gltima puede deberse fundamentalmente al incremento en la sintesis y la

captacion de la hormona vegetal etileno (Taiz & Zeiger, 2006).

En general en jitomate se ha visto que el déficit hidrico afecta cada aspecto del
crecimiento de la planta que involucra a la anatomia, morfologia, fisiologia y
bioquimica. Entre los efectos generales més obvios del estrés hidrico son los
fallos en la germinacion, la reduccién en la altura de la planta, area foliar y
rendimiento del cultivo. Se tiene que ademas disminuye el nimero de flores y
frutos, en la masa promedio de los frutos, las masas frescas y secas de la planta
y del porcentaje de fructificacion conjuntamente con el potencial hidrico de la hoja
y el uso eficiente de agua, asociados con incrementos de temperatura en la hoja
y la resistencia estomatica. En el cultivo de tomate se ha detectado que una
elongacién de las raices rapida y temprana es un indicador importante de

resistencia al estrés (Florido & Bao, 2014).
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2.11 Acumulacion de solutos compatibles

Jiménez et al. (2015) demostraron que las plantas de Arabidopsis thaliana
sometidas a 50 mM de cloruro de sodio (NaCl) muestran una acumulacién de
prolina, que puede descompensar el equilibrio osmatico. Y en estas condiciones
el efecto de la sal provoca un choque osmotico pero solo un leve desequilibrio
iénico. Esto coincide con un “priming” o cebado que consiste en la sensibilizacion
de las plantas ante un primer estimulo de estrés. Se encontr6 que se genero una
respuesta epigenética al aplicar MSB (un derivado de la vitamina K3) a 20 mM,
causando una huella epigenética en los promotores de prolina (P5CS1 y ERD5)
gue, como consecuencia, aumentan su expresion y la cantidad de este
aminoacido en el citoplasma celular, esencial para contrarrestar el choque

osmotico provocado por la sal.

Se ha encontrado que la glicina betaina (GB) y la trehalosa también ayudan a
contrarrestar los efectos del estrés abibtico al proporcionar protecciéon a las
proteinas y estructuras de la membrana en contra de la deshidratacion, regulando
el estatus redox o actuando como desintoxicadores de radicales libres, en plantas
superiores. La GB es inducida por estrés hidrico y por estrés salino, por
sobreexpresion de las enzimas colina monooxigenasa (CMO) y betaina aldehido
deshidrogenasa (Papageorgiou y Morate, 1995). La prolina es un osmolito muy
estudiado en el jitomate, sin embargo se tiene que algunos autores mencionan
gue su acumulacion en las células vegetales es un sintoma de dafio, mientras
otros consideran que es un mecanismo de tolerancia, esto debido a que a corto
plazo no ayuda pero a largo plazo puede mitigar los efectos dafinos (Pineda et
al., 2012).

2.12 Ajuste osmatico

El ajuste osmotico es un fendmeno que se observo en las plantas, se produce a
través de la biosintesis de osmolitos y por la acumulacion de iones,
fundamentalmente K* y NOs". La acumulacion de iones se da en la vacuola,

mientras que en el citoplasma se acumulan solutos que no afectan la
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funcionalidad de macromoléculas celulares (Buchanan y Balmer, 2005). Los
solutos son principalmente moléculas de masa molecular pequefia (osmolitos)
entre los que se tienen a azucares solubles como la glucosa y la fructosa. A esta
respuesta de sintetizar dichas moléculas se les conoce como osmorregulacion.
Este ajuste osmdtico, influye en el crecimiento de la raiz para incrementar la
extraccion de agua, mientras exista la escasez de este recurso (Lakshmi et al.,
2009). El ajuste osmético promueve la tolerancia a la deshidratacién, pero no
tiene un efecto importante en la productividad (Taiz & Zeiger, 2006).

2.13 Control de sodio dentro de la planta

Cuando M. Crystallinum se ha estudiado bajo estrés salino, se tiene que el sodio
es acumulado y depositado en un gradiente a lo largo de su eje de crecimiento,
con la mayor concentracion depositada en las partes jovenes de las hojas, donde
es secuestrado dentro de la gran vacuola central de las células. Esto, en
contraste con lo que sucede en las glicéfitas, las cuales dirigen al sodio hacia las
partes maduras de la planta en un intento de mantenerlo en las raices. Las
células llamadas vejiga guardan una gran cantidad de sodio en M. Crystallinum.
Estas células son tricomas modificados y estan en hojas y tallos, que se
desarrollan durante el crecimiento de la planta, permanecen deprimidas en
ausencia de sal pero se ven estimulados por ésta. Ademas, funcionan como
reservorios de agua para las células fotosintéticas (mesofilo) que se encuentra
dentro de la hoja (Adams et al., 1998).

El secuestro de protones es debido a una bomba de (Na*/H*) que se activa por
la bomba de protones del tonoplasto (V-ATPasa) la actividad de estos dos
transportadores es inducida cuando las plantas o cultivos de células en
suspension son crecidos en presencia de sal. Las células vejiga tienen una mayor
acumulacion de sodio que se relaciona con una mayor actividad de la bomba
Na*/H*, y otros sitios que acumulan sodio son los tejidos jovenes de las hojas
(Barkla et al., 2002).
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Individuos tipo silvestres en Arabidopsis y en jitomate que mostraron poca
actividad de la bomba Na*/H* fueron sensibles a la salinidad, mientras que la
sobre-expresion de la proteina responsable del intercambio Na*/H* de
Arabidopsis, ATNHX1, causé un aumento en el intercambio Na*/H* y una mayor
tolerancia a la salinidad en plantas transgénicas, la sola expresion del anti
portador no confiere resistencia si no que son los tejidos y érganos donde se

expresa, los factores determinantes (Barkla et al., 2002).

Existen por lo menos 6 genes NHX en Arabidopsis relacionados. Solo un gen
AtNHX1, es inducido igualmente por ambos iones lo cual sugiere que esa bomba
funciona como un regulador del pH y de la osmorregulaciéon del organelo donde

se expresa, mas que en la acumulacion de sodio (Barkla et al., 2002).

Para M. crystallinum al tener una bomba especifica para sodio Na+/H+ y al no
tener una induccion del intercambiador Na*/H* en presencia de potasio, se
sugieren que dicha bomba es un gen diferente de AtNHX1. La bomba NHX1 en
M. crystallinum no se encuentra en el tonoplasto, ello se probé mediante una

prueba de anticuerpos (Amtmann et al., 2005).

Un estudio hecho con T. halophila demostré que hace un estricto control del sodio
en la membrana celular y la vacuola, el intercambiador Na*/H* SOS1 aumenta,
pero no asi la AHA3 ni la de HKT1. La expresion de NHX1 sélo se observo en la
membrana plasmética de la raiz, la cual fue inducida por la salinidad. Hubo un
aumento de la expresion de las proteinas VHA-E (bomba de sodio y protones) en
las hojas pero no en las raices, T. halophila lleva un control del movimiento iénico

a través del tonoplasto y de la membrana plasmatica (Vera-Estrella et al., 2005).
2.14 Las acuaporinas y los canales de agua

Se han hecho estudios con acuaporinas (AQP) o canales de agua en las plantas,
constituyen un grupo genético muy grande y juegan un papel esencial en los
procesos bioldgicos. Son 4 familias: de membrana plasmatica (PIP), proteinas

intrinsecas del tonoplasto (TIP), las proteinas parecidas a la nodulina 26 (NIP),
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grupo donde se encuentran proteinas que facilitan el transporte del glicerol y las
pequefias proteinas basicas integrales (SIP). Estimulos como la salinidad, la
sequia el acido abscisico provocan cambios en la expresion de las TIP y las PIP.
Debido a algunos estudios se ha logrado ver que se transcriben las TIP y PIP
pero no siempre se genera la proteina al aumentar la transcripcion, en M.
crystallunum, se ha logrado diferenciar mediante péptidos-especificos que existe
una regulacion diferente entre el estrés salino y el estrés osmdético. Durante el
estrés salino, la cantidad de la proteina McTIP1;2 se vi6 reducida en el tonoplasto
mientras que la correspondiente a McPIP2;1 aumentd en raiz. Los otros tejidos
no tuvieron cambios en la planta. El estrés osmoético induce un aumento en la
proteina McTIP1;2 tanto en hojas como en raiz, que contrasta con la disminucién
dada por el estrés salino. Estos resultados sugieren que M. crystallinum es capaz
de discriminar exactamente entre el estrés idnico y el estrés osmdtico,
posiblemente por los diferentes mecanismos de transduccion de sefiales
(Bronwyn et al., 2007).

Es importante estudiar el trafico vesicular durante la redistribucion de la McTIP1;2
causado por el estrés osmoético en las hojas, éste estudio se requiere para
conocer los mecanismos de regulacién de la expresion de esta proteina y la
participacion de las AQP en el control del estrés hidrico en compartimientos
celulares diferentes a la membrana plasmatica y el tonoplasto. Para estos
estudios se requiere el analisis de microscopia confocoal e inhibidores
especificos del trafico de vesiculas y analisis de la expresion de las proteinas en
membranas aisladas. Se demostr6 que el transporte de las AQP es inhibida por
varios mecanismos. Por otro lado la AQP McTIP1;2 es glicosilada y es esencial
que esto ocurra para que esta proteina se mueva por los organelos, ya que en
presencia de la tunicamicina (inhibidor de la glicosilacién de proteinas), el estrés
osmoético no causo la re-localizaciéon de McTIP1;2. Se redistribuyen las AQP
desde el tonoplasto hacia un compartimiento nuevo cuya funcion se desconoce.
Este parece ser un cuerpo multivesicular, donde se ha detectado la distribucion
de la McTIP1;2, mediante inmunofluorescencia e inmunolocalizacion con

particulas de oro, de esto se puede concluir que la redistribucion de las AQP
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forma parte de los mecanismos de regulacion necesarios para que la célula sea
capaz de restaurar y mantener la homeostasis celular durante el estrés osmotico
(Vera-Estrella et al., 2004).

2.15 Papel de los transportadores de alta afinidad de K* (HKT)

Algunos mecanismos que se han estudiado son los adaptativos de las plantas
para adecuarse a las condiciones de baja cantidad de nutrientes en el suelo.
Estos son mecanismos de alta afinidad inducidos cuando los nutrientes se
encuentran a concentraciones bajas (micromolares) y que presentan una alta
afinidad por el sustrato. Los mas importantes son K*, NH*, POg4", y otros. Los
transportadores de alta afinidad de potasio se estudian en arroz debido a que hay
7 genes que codifican para ellos y las variaciones en su secuencia implican
cambios en la afinidad. El transportador “OsHKT”; media el transporte de K*y
Na* (ademas de Li*, Rb* y Cs*) facilitando méas el movimiento de Na* hacia el
interior de las células, lo cual podria indicar que este transportador es la via de
entrada de este elemento toxico para las plantas. Debido a que este transportador
se expresa principalmente en células que rodean el tejido vascular, posiblemente
esté implicado en el transporte a distancia de Na* y K*, mas que en la absorciéon
de estos elementos del suelo. Las variedades tolerantes de arroz mostraron que
éste transportador se expresa a niveles reducidos, por lo que ello podria estar
relacionado con un menor transporte de este elemento téxico a las partes aéreas
de la planta, explicando asi la tolerancia de esta variedad a la salinidad. En la
variedad susceptible la presencia de altas concentraciones de sal no causoé
efecto alguno en la expresion de ésta bomba, por tanto causando los efectos
negativos en la planta. Estudios demuestran que el transportador OsHKT2;1 tiene
alta afinidad por K* pero no por Na* (hasta 50 veces menor), esto indica que la
propiedades de este transportador son adecuadas para la produccién de plantas
con el potencial de resistir niveles elevados de Na*, ya que la absorcion de este
elemento toxico se podria inhibir por la presencia de K*, ademas de asegurar la
toma de este ultimo. Otro transportador parecido es el TaHKT2;1, que también

tiene una mayor afinidad sobre el potasio que sobre el sodio. TaHKT2;1
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aparentemente funciona como un cotransportador K*/Na* cuando estos dos
elementos se encuentran presentes en el medio, pero soélo cuando la proporcién
Na*:K* es mayor a diez. Se debe estudiar méas la afinidad de éstas
especializaciones en torno a como absorber el K*, que se cree que es debido a
los residuos de glicina pero un estudio en el cual se sustituye la glicina por la
serina en una de 4 unidades sigue teniendo alta afinidad a K* lo cual sugiere que

otras partes del transportador pueden estar involucradas ((Bronwyn et al., 2007).

2.16 La expresion de los genes de proteinas abundantes en embriogénesis
tardia (LEA)

Se ha propuesto que las proteinas LEA protegen proteinas y membranas del
dafio debido a la deshidratacion. El agua, como resultado de su constante
dieléctrica, mantiene in vivo la estructura de proteinas y fosfolipidos, y es posible
gue proteinas tales como las LEA D-11 y D-13, las cuales forman una estructura
en "random coil" (aminoacidos orientados al azar), sustituyan el agua y
mantengan la estructura de proteinas y membranas en ausencia de esta. Para
proteinas tales como la D-29, que pueden formar hélices anfifilicas, se ha
propuesto que puedan actuar como trampas de iones, secuestrando iones que
estan concentrados durante la desecacion. Aunque estas funciones no se han
probado, existe evidencia circunstancial que sugiere su papel como protectoras
en diferentes tipos de estrés. Se ha obtenido evidencia directa del papel de, al
menos, algunas de estas proteinas en la tolerancia a la sequia, como es el caso
de la Em de trigo, una proteina altamente hidrofilica, perteneciente al grupo 1, la
cual fue sobre-expresada en levadura y confirié resistencia contra diferentes tipos
de estrés osmatico (Swire-Clark & Marcotte, 1999).

Otro ejemplo es el de la proteina LEA del grupo 3, la HVAL de cebada, que al ser
sobre-expresada en plantas de arroz confiere resistencia a estrés hidrico y salino
(Xu et al., 1996). Esta misma proteina, al ser expresada en levadura, confiere
resistencia a estrés salino y a congelamiento (Zhang et al., 2000). Los datos
obtenidos a partir de la sobre-expresion de estas y otras proteinas LEA apoyan
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la hipotesis de que diferentes proteinas LEA desempefian un papel importante

en la proteccion contra la deshidratacion celular (Moreno, 2009).

2.17 La salinidad reduce el crecimiento y la fotosintesis en las especies
sensibles

Las plantas pueden dividirse en dos grandes grupos segun su respuesta a una
elevada concentracion de sales. Las halofitas son nativas de suelos salinos y
completan su ciclo vital en este entorno. Las glicofitas (literalmente, “las plantas
dulces”), son aquellas que no son capaces de resistir el mismo nivel de sales que
las halofitas. Normalmente, existe un nivel critico de concentracion de sales a
partir del cual las glicofitas comienzan a presentar sintomas de inhibicion del
crecimiento, decoloracién de las hojas y pérdida de peso seco. Entre los cultivos
mas sensibles estan el maiz, la cebolla, los citricos, la lechuga y las judias; el
algoddn y la cebada son cultivos moderadamente tolerantes, y la remolachay la
palmera datilera son altamente tolerantes. Algunas especies altamente tolerantes
a las sales, como Suaeda maritima y Atriplex mummularia (un arbusto salino),
muestran una estimulacion del crecimiento a concentraciones de Cl varias veces

superior a los niveles letales para las especies sensibles (Taiz & Zeiger, 2006).

2.18 El dafo salino implica efectos osmoticos y efectos especificos de

lones

Los solutos disueltos en la zona radicular reducen el potencial osmotico (lo hacen
MAas negativo), y a su vez el potencial hidrico del agua. El equilibrio hidrico total
de las plantas se ve asi afectado debido a que las hojas necesitan desarrollar un
potencial hidrico mas negativo para mantener un gradiente favorable entre el
suelo y las hojas. Este efecto de los solutos disueltos es similar al que produce
el déficit hidrico del suelo y la mayoria de las plantas responde a los niveles
excesivos de salinidad en el suelo del mismo modo a como lo hacen frente al
déficit hidrico (Taiz & Zeiger, 2006).
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Una diferencia importante entre el bajo potencial hidrico provocado por la
salinidad o por la desecacion del suelo es la cantidad total de agua disponible.
Durante la desecacion del suelo la planta puede obtener una cantidad limitada
de agua, lo que provoca el descenso paulatino de los potenciales hidricos. En la
mayoria de los entornos salinos existe una gran cantidad de agua disponible
(podemos decir ilimitada) a un potencial hidrico constante, aunque reducido ( Taiz
& Zeiger, 2006).

Es de particular importancia el hecho de que la mayoria de las plantas pueden
ajustarse osmoticamente cuando crecen en suelos salinos. Este ajuste ayuda a
prevenir la pérdida de turgencia (que poco a poco ira ralentizando el crecimiento
de las células), al ir generando potencial hidrico menor. Pero estas plantas con
frecuencia contindan creciendo, aunque mas lentamente después de este ajuste
por una razén todavia desconocida que curiosamente no esta relacionada con la

turgencia insuficiente (Taiz & Zeiger, 2006).

Ademas de las respuestas de las plantas a los bajos potenciales hidricos, los
efectos toxicos especificos de los iones también se producen cuando éstos se
acumulan en las células a concentraciones perjudiciales (Na*, CI- o SO’). En
condiciones no salinas, el citosol de las células de las plantas superiores contiene
entre 100 y 200 mM de K*y de 1 a 10 mM de Na*, un medio i6nico 6ptimo para
muchas enzimas. Una relacion anormalmente alta de Na* y k* inactiva las
enzimas e inhibe la sintesis de proteinas. A altas concentraciones el Na* puede
desplazar al Ca* en la membrana plasmética de los pelos radiculares de algodén
y provocar un cambio en la permeabilidad de la membrana plasmatica que puede
ser detectado por la pérdida de K* de las células (Taiz & Zeiger, 2006).

Cuando se acumulan altas concentraciones de iones Na* o Cl en los
cloroplastos, se inhibe la fotosintesis. Dado que el transporte fotosintético de
electrones parece ser relativamente insensible a las sales, bien el metabolismo
del carbono o la fosforilacion deben verse afectadas. Las enzimas extraidas de

especies tolerantes a la sal son igual de sensibles a las altas concentraciones de
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sal como las de las glicofitas, por lo tanto deben de ser otros los mecanismos que

regulen la concentracion de sal (Taiz & Zeiger, 2006).
2.19 Las plantas utilizan diferentes estrategias para evitar el dafio por sal

Las plantas minimizan el dafio por sal excluyendo las sales de los meristemos,
sobre todo, en los brotes y de las hojas que se estan expandiendo y realizando
la fotosintesis activamente. En las plantas sensibles a la sal, la resistencia a
niveles moderados de salinidad en el suelo depende de la capacidad de las raices
de evitar que los iones potencialmente perjudiciales lleguen hasta el vastago
(Taiz & Zeiger, 2006).

Recordemos que la banda de Caspary supone una restriccion al movimiento
apopléastico de los iones hacia el xilema. Para evitar la banda de Caspary, los
iones han de pasar a la ruta simplastica a traveés de las membranas celulares.
Esta transicion ofrece a las plantas resistentes a la sal un mecanismo para excluir

parcialmente los iones perjudiciales (Taiz & Zeiger, 2006).

Los iones sodio pueden entrar en las raices pasivamente, por lo que las células
de las raices deben utilizar energia para activar el transporte de Na* de vuelta
hacia la solucion extracelular. Por el contrario, el Cl- es excluido por el potencial
eléctrico negativo de la membrana celular y la baja permeabilidad de la
membrana plasmatica de las raices a este ion. Tanto el Ca+ como el K* afectan
a las concentraciones de Na* intracelular. A concentraciones altas de Na*, se
inhibe la incorporacion de K* mediante un sistema de transporte de alta afinidad
K*/Na*, HKT1, y este transportador actia como un sistema de incorporacion de
Na*. El calcio, por otra parte, aumenta la selectividad K*/Na* lo que hace
aumentar la tolerancia a la sal (Lincoln y Eduardo, 2006).
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Figura 6. Mecanismo celular de entrada y salida de sodio, potasio, protones de
hidrogeno y calcio, dentro de la célula y la vacuola.

En la Figura 6 se muestran las proteinas que median el transporte de sodio,
potasio y calcio durante el estrés salino; SOS1, un anti-transportador Na*/H*
situado en la membrana plasmatica; ACA una Ca* -ATPasa de la membrana
plasmatica/tonoplasto; KUP1/TRH1 un co-transportador K*/H* de alta afinidad;
atHKT1, un transportador de entrada de sodio; AKT1, un canal de K*; NSCC, un
canal catiénico no selectivo; CAX1 o 2, un anti-transportador Ca*/H*;atNHX1, 2
0 5, un anti-transportador Na*/H* de endomembranas. También se indica en la
misma Figura 6 las proteinas que estan implicadas en la homeostasis i6nica, pero
cuya identidad molecular bien se desconoce por el momento o no ha sido
confirmada en plantas. Entre ellas se encuentran las proteinas que forman los
canales de calcio de la membrana plasmatica y del tonoplasto y las ATPasas
vacuolares que bombean protones y las pirofosfatasas. La diferencia del
potencial de membrana a través de la membrana plasmatica suele ser de 12 a
200mV, negativo en el interior; a través de le membrana del tonoplasto es de 0 a

20 mV; y positivo en el interior (Taiz & Zeiger, 2006).
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2.20 El sodio es transportado a través de la membrana plasmatica y al

tonoplasto

Los bombeos de H* desde la membrana plasmatica y el tonoplasto proporcionan
la fuerza (potencial electro quimico de H*) que dirige el transporte secundario de
iones. Una ATPasa es la principal responsable del aumento del delta pH y del
gradiente de potencial a través de la membrana plasmatica y una H*/-ATPasa
vacuolar genera una delta pH y un potencial de membrana a través del tonoplasto
(Taiz & Zeiger, 2006).

La actividad de estas bombas es necesaria para el transporte secundario del
exceso de iones asociado a las respuestas vegetales al estrés salino. Este hecho
esta confirmado por los descubrimientos que muestran que la actividad de las
bombas de H* aumenta con la salinidad, y la expresion genética inducida puede

explicar parte de esta activacion (Taiz & Zeiger, 2006).

El transporte de Na* dependiente de energia (salida) desde el citosol de las
células vegetales a través de la membrana plasmatica estd mediado por el
producto del gen SOS1 (del inglés salt overly sensitive, demasiado sensible a la
sal) que actia como un anti-transportador de Na*/H*. El anti-transportador de
SOS1 esta regulado por los productos genéticos de, al menos, otros dos genes,
conocidos como SOS2 y SOS3. SOS2 es una serinaltreonina quinasa
aparentemente activada por calcio a través de la funcion de SOS3, una proteina

fosfatasa regulada por calcio (Figura 7) (Taiz & Zeiger, 2006).
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franscrpcian

Figura 7. Se muestra la funcién de SOS1, SOS2 y SOS3, la funcion de AtNHX
en la regulacion del Na* citoplasmatico al interior de la vacuola.

La compartimentalizacion vacuolar de Na*como se muestra en la Figura 7 resulta
en parte de la actividad de una familia de anti-transportadores de Na*/H* como
AtNHX1 en Arabidopsis. Plantas transgénicas que sobre expresan el gen
AtNHX1 muestran un aumento a la tolerancia a la sal en jitomate (Taiz & Zeiger,
2006).

Ocurre regulacién de la homeostasis idnica por la ruta de transduccién de sefiales
SOS, el estrés salino y los niveles de calcio. SOS1 un anti-transportador de
Na*/H* de la membrana plasmatica; SOS2 una serina/treonina quinasa; SOS3
una proteina de unién a Ca*; HKT1, un transportador de entrada de sodio; AKT1,
un canal de K*; NSCC, un canal cationico no selectivo; NHX, 2 o 5, un anti-
transportador de NA*/H* de la endomembrana; una proteina indeterminada que
actia como un canal de Ca* que provoca el aumento en el calcio citosélico que
activa la cascada SOS a través de SOS3. La cascada SOS debe regular
negativamente a AKT1. Al mismo tiempo, la cascada SOS aumenta la actividad
de SOS1 y de AKT1. A través de un factor de transcripcion indeterminado, la
cascada SOS aumenta la transcripcion de SOS1 mientras que disminuye la

transcripcion de genes NHX. A bajas concentraciones de calcio, NSCC puede
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también funcionar como una alternativa al sistema de entrada de sodio, aunque

este transportador es inhibido por niveles altos de calcio (Taiz & Zeiger, 2006).
2.21 Mecanismos de laregulacién del sodio en raiz y hojas

Dos fases estan relacionadas el estrés osmotico y la toxicidad idnica: la primera
respuesta es rapida aumentando la presidon osmadtica a la solucion salina, la
segunda es lenta tomando lugar después de la acumulacion de Na* en los tejidos
fotosintéticos. La sal afecta el crecimiento decreciendo el sistema fotosintético y
la conductancia estomatica. El cierre de los estomas es una respuesta dramatica
ante el estrés por sal. Al inhibirse la conductancia estomatica se reduce la
transpiracion y fotosintesis. En plantas como el algodon existe una asociacion de
decremento de la clorofila total y una deformacién de la estructura de la clorofila.
Por otro lado, la reduccién de fotosintetizados aumenta la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), activando enzimas antioxidantes como la
superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), y peroxidasas. Estas enzimas
estan relacionadas en la remocién y el balance de ROS. Estudios de éstas
enzimas estan relacionados con el control de sefiales de los procesos para

crecimiento, respuestas de estrés y medicion del ambiente (Hanin et al. 2016).

La ruta de MAPK es una respuesta al estrés bidtico y abidtico para las enzimas
antioxidantes, diferentes cascadas de MAPK activan diferentes enzimas de
respuesta a ROS. El incremento en la acumulacion de ROS como super 6xido
(O2), peroxido de hidrogeno (H202) y 6xido nitrico (NO) causan dafos oxidativos
en los compartimientos del apoplasto y la peroxidaciéon de los lipidos de
membrana, causando un impacto en la homeostasis i6nica. Esto provoca
acumulacion de acido salicilico, la célula muere e induce cierre estomatico. Se
descubrio una ruta entre los plastidios y el nucleo en la adaptacion a la respuesta
a sal, que hilé una unién en de las rutas ROS y ABA a estrés por drogas y sal
(Hanin et al., 2016).

Los sensores de hiper osmosis estan relacionados con los canales de Ca?* en el

citosol de las raices, visto con la aplicacion de NaCl y manitol. La sefal ocurre en
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raices y muchos tipos de células; esto indica que el mecanismo de censado al
estrés por sal esta relacionado a los canales de Ca?*. El calcio esta directamente
relacionado a la respuesta a sal. La respuesta se extiende a las células
endodermales y corticales, viaja a una velocidad de 400 micrometros sobre
segundo. La respuesta se ha medido en los canales de calcio TPC1, éste juega
un papel en la homeostasis de los cationes de la vacuola. La ruta hacia abajo
depende de CDPKs y la proteina p-calcineurina (CBLS), la interaccion entre la
CDPKs y CBLs pueden activar la traduccion de sefiales para la hiperésmosis y

la transcripcion de genes (Hanin et al., 2016).

En respuesta a la salinidad se ha visto que se aumenta el contenido de Na*y
se reduce el K* cambiando el potencial de membrana, presién osmdtica, presion
de turgencia, sefales de calcio, sefiales ROS y otras. En un estudio con la planta
haléfita Thellungiella halophila y la glicofita Arabidopsis se ha demostrado un
aumento en la expresion de los genes que codifican para una bomba selectiva
de K*/Na*y ello aumenta la tolerancia a sal (Figura 8). También muchos reportes
demuestran el aumento K* en las plantas resistentes (Hanin et al. 2016).
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Figura 8. Identificacion del estrés salino por la planta Thellungiella halophila y los

mecanismos gue tiene para manejar dicho estrés.

En la Figura 8 se muestra el mecanismo por el cual el Na* entra a las células de
las raices y cruza la membrana plasmatica via NSCC, CNGC, miembros de la
subfamilia HKT 1, de la ruta metabdlica del apoplasto. Para captar el estrés por
sal, el Na* es censado por sensores de hiperésmosis y sensores de iones
activados por Ca*, ROS, y algunas rutas metabolicas hormonales. CDPKs, CBLs,
CIPKs, y MAPKs, envian transduccion de sefiales cascada abajo a factores de
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transcripcion nucleares. Estas rutas metabolicas resultan en la activacion de
mecanismos de detoxificacion, incluyendo el anti-transportador Na*/H* de la
membrana plasmatica (SOS1), HKT, y en el tonoplasto el intercambiador de Na*,
K*H* (NHX). SOS1 saca el sodio de las células de las raices al tejido
parenquimatoso del xilema. La proteina HKT1 media el flujo en reversa de sodio
sacandolo de las células de la hojay colocandolo en el floema. Otros candidatos
que acumulan el sodio en el xilema son canales no especificos de K* como KORC
y NORC. Las proteinas NSCCs son selectivas para K*, como los TPC1 lo son
para el Na*. Para mantener la baja concentracion de Na* en las hojas, las
proteinas HKT tienen que ser re-translocadas del tejido del xilema para pasar el
sodio al floema, o ser secuestrado mediante la proteina NHX. Los otros son
canales no selectivos de rectificacion de sefiales para re-direccionar el sodio
(Hanin et al., 2016).

En las plantas glicofitas de acuerdo con Haninet al. (2016), la superioridad en
tolerancia a la salinidad observada en Brassica napus fue debido a un mecanismo
de osmotolerancia y una habilidad superior para retener el K* en el mesofilo de
las hojas. Por otro lado, Byrt et al. (2007) demostré que hay QTLs relacionados
con 5 genes ortdlogos a HKT1 que aumentan la resistencia a la salinidad.
También, se tiene que la sobre expresion de NHX en la vacuola aumenta la
tolerancia a la salinidad en las plantas.

2.22 Pirofosfatasa de H*(AVP1)

La AVP1 localizada en la membrana del tonoplasto, fue sobre expresada en
Arabidopsis thaliana mostrando un incremento a la tolerancia a salinidad,
presumiblemente ello fue resultado de incrementar los iones dentro de la vacuola.
La tolerancia a la salinidad fue aumentada en jitomate transgénico coexpresando
el gen AVP1 y AtNHX1, en tomate también apenas se estan estudiando las

acuaporinas de membrana (Rao et al., 2015).

El promotor vacuolar de la pirofosfatasa (TsVP1) aislado de Thellungiella
halophita fue clonado y comparado con el AVP1 de Arabidopsis thaliana. Estos
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genes tienen motivos similares y posicién similar. En plantas transgénicas de
Arabidopsis con el promotor TsVP1 mostraron resistencia a salinidad casi en
todos los tejidos con excepcidn de semillas, pero las raices fueron las que mejor
mostraron la resistencia a la salinidad. Un analisis de diferentes deleciones del
promotor TsVP1, mostré que una region de 856 pb (-2200 a -1344) a la que se
unen factores de transcripcién puede aumentar la expresion del gen (Sun et al.,
2010).

Plantas transgénicas que sobre expresan la AVP1 son mucho mas resistentes a
las concentraciones de sal y la privacion de agua que las plantas silvestres. Estas
plantas transgénicas acumulan mas iones sodio y potasio en los tejidos de las
hojas que las tipo silvestres. Sin embargo, medidas directas aislando la vacuola
de las plantas transgénicas con AVP1 demostraron que aumento el consumo de
los cationes. Lo que llevo a la conclusion de que se aumenta la retencion de agua
y los solutos acumulados en la vacuola y presumiblemente, el secuestro de los

cationes toxicos reduce los efectos toxicos ( Gaxiola et al., 2001).

Estudios con Arabidopsis y VP1 sobre expresado han demostrado que se
acumula méas biomasa en los brotes y el sistema de las raices, los niveles de
disposicion de los componentes celulares muestran una unién con la fotosintesis,
la carga del floema, los transportadores del floema, y con los 6rganos de la piel.
VP1 sobre expresada muestra aumentar la constitucién de los componentes
celulares en el floema. Aumentando la biomasa que aumenta la carga del floema

y el transporte (Pizzio et al., 2015).
2.23 Factores de transcripcion

Algunos factores de transcripcion relacionados con el estrés a sal son: DREB,
NAC, MYB, MYC, Cys2/His2 dedos de zinc, bZIP, AP2/ERF, y WRKY (Golldack
et al., 2002, 2014). Por otro lado las MAPKs pueden tener un efecto opositor
descrito por la expresion en raiz de OsMAPK33, la sobreexpresion causé alta

sensibilidad al estrés por drogas y salinidad comparada con las tipo silvestres
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(Lee et al., 2011). Por otro lado al sobre expresarse TMKP1 fue un regulador

positivo para el estrés por sal en Arabidopsis (Zaidi et al., 2016).

2.24 Los genes gue responden al estrés estan regulados por procesos
dependientes e independientes de ABA

La transcripcion génica estd controlada por la interaccion de proteinas
reguladoras (factores de transcripcion) con secuencias reguladoras especificas
en los promotores de los genes que regulan. Genes diferentes que estan
inducidos por la misma sefial (desecacion o salinidad, por ejemplo) estan
controlados por una ruta de sefializacién que conduce a la activacion de estos
factores de transcripcion especificos. Los estudios de los promotores de varios
genes inducidos por estrés han conducido a la identificacion de secuencias
reguladoras especificas implicadas en los diferentes estreses. Por ejemplo, el
gen RD29 contiene secuencias de DNA que pueden ser activadas por estrés

osmotico y por ABA (Taiz y zeiger, 2006).

Los promotores de los genes regulados por ABA contienen una secuencia de seis
nucleétidos conocida como elemento de respuesta a ABA (ABRE), que
probablemente se une a los factores de transcripcidén implicados en la activacion
de los genes regulados por ABA. Los promotores de estos genes, que estan
regulados por estrés osmético de modo independiente de ABA, contienen un
elemento alternativo formado por una secuencia reguladora de nueve
nucleotidos, el elemento de respuesta a la deshidratacion (DRE) que es
reconocido por un conjunto alternativo de proteinas de regulaciéon de la
transcripcion. Asi, los genes que estan regulados por estreses osmaticos parecen
estar regulados bien por rutas de transduccion de sefales mediadas por la accion
de ABA (genes dependientes de ABA), o bien por una ruta de transduccion de
sefal que responde al estrés osmatico y que es independiente de ABA (Taiz &
Zeiger, 2006).

Se han implicado al menos dos rutas independientes de ABA en la regulacion de

la expresion génica como se muestra en la Figura 9. La accion posterior de los
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factores de transcripcion (llamados DREB1 y DREB2) que se unen a los
elementos DRE en los promotores de los genes que responden al estrés
osmatico, aparentemente, son activados por una cascada de sefalizacion
independiente de ABA. Otros genes que responden al estrés osmaotico de forma
independiente al ABA parecen estar directamente controlados por la cascada de
sefalizacion de las MAP quinasas. Otros cambios parecen no estar relacionados
con DREB (Figura 9) (Taiz &Zeiger, 2006).
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Figura 9. Mecanismo de activacion de la tolerancia al estrés osmatico.

2.25 Familia de genes para factores de transcripciéon de etileno (ERF)

Los factores de transcripciéon de etileno (ERF) han mostrado estar intimamente
conectados con las respuestas adaptativas, defensivas y de estrés de diferentes
rutas metabdlicas en la planta. Se han estudiado 85 genes ERF y estudios
filogenéticos en jitomate han revelado la existencia de los dominios ERF y su
distribucion en todos los grupos. La expresion de algunos factores de
transcripcion en respuesta a sal dio como resultado la identificacion del gen
SIERF80 involucrado directamente con el estrés por sal. Muchos factores de

transcripcion se han mostrado en la expresion genética en respuesta a varios
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tratamientos de estrés bidtico y abiotico, lo cual significa que estan
interconectadas las rutas de respuesta. La familia de genes ERF se induce por
sefiales cruzadas de estrés. Esta es una red compleja de sefiales que decide
como la planta respondera al tratamiento. Estudios previos demuestran que la
familia ERF tiene un domino en la caja GCC cis-regulado en las regiones del
promotor con respuesta a patdégenos y a la respuesta por etileno similarmente,
los dominios de unién a DREB y a elementos DRE y regulan la expresion en
respuesta a la deshidratacion y las temperaturas bajas. Sin embargo, Tsil ha
demostrado generar resistencia a patdgenos y a estrés osmotico, al sobre
expresarse. El dominio de ERF parece estar relacionado con el promotor de la
caja GCC para DRE el cual incluye los dominios de DREB2A, CBF1y ERF. Esto
sugiere que la sefializacion cruzada entre DREB y ERF no es excluyente. La
sobreexpresion de la familia ERF en Arabidopsis thaliana, tabaco y jitomate ha
demostrado que confiere un aumento en la resistencia al estrés bidtico y abidtico.
En adicion los genes involucrados en la respuesta al 4cido jasmoénico, como parte
del metabolismo secundario involucran a AP2/ERF en la respuesta a defensa.
Como dato se tiene que la familia DREB muestra una diferenciacion maxima en
la expresidn con respecto a deshidratacion, sal y estrés por calor (Sharma et al.,
2010).

El factor de transcripcion JERF1 se activa en respuesta a acido jasmonico y
etileno, el cual se une a la caja GCC de respuesta a etileno y también a la
secuencia de union a DRE, en jitomate la respuesta se induce al aplicar acido
abscisico, etileno, MeJa y tratamientos por sal, lo cual indica que JERF1 relne
la actividad de conectar diversas sefiales de traduccién metabdlicas, en tomate
se encontrd también que bajo condiciones de estrés salino a 300 mM se acumulo
el gen a partir de los 10 min de expresarse y se sostuvo durante 4 horas
comenzando a disminuir a partir de las 8 horas. También, se ha observado que
la expresion del gen activa a las proteinas PR y confiere tolerancia de estrés por
sal en tabaco (Sharma et al., 2010).
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En algodon se trabajé con el gen GhERF1 dando resultados similares para la
adaptacion sometiendo a las plantas a estrés por etileno, acido abscisico, alta

salinidad, frio y drogas (Qiao et al., 2007).

2.26 La enzima lipoxigenasa (LOX)

La LOX (linoleato: oxigeno reductasa) es un tipo de dioxigenasa que cataliza la
incorporacion de oxigeno molecular en moléculas que contengan un sistema Z,Z-
1,4-pentadieno. Los sustratos especificos para LOX son acidos grasos
poliinsaturados con estructura Z, Z-1,4-pentadieno. Los mas comunes con este
tipo de estructura dentro del reino vegetal son los &cidos linoleico y linolénico,
aunque otros acidos con ésta estructura también son sustratos efectivos de LOX
en grado variable. En plantas, la enzima LOX no se encuentra confinada en un
organo en particular, su presencia se ha confirmado en raices, cotiledones,
hipocotilos, flores, hojas, y aun dentro de una misma planta, la actividad
enzimatica puede variar ampliamente. Asi por ejemplo, en colza la actividad es

alta en sus flores y baja en hojas y frutos (Kausch & Handa, 1955).

Las semillas de soja, una fuente relativamente rica de LOX, han sido y son el
material bioldgico del cual se obtiene LOX. Actualmente, se considera que la soya
contiene cuatro isoenzimas, L-1, L-2, L-3 y L-3b, aunque las dos ultimas son tan
similares en comportamiento y composicion que normalmente se consideran
como una sbla, L-3, en la que se habrian producido ciertas modificaciones
postrancripcionales. En base a sus propiedades, las isoenzimas de LOX de soya
suelen agruparse en dos tipos | y Il (Kausch & Handa, 1955).

Las enzimas codificadas por el gen LOX se nombran como hierro-contenedor
dioxigenasas que catalizan la incorporacién de moléculas de oxigeno en los
acidos grasos insaturados por la cara cis, cis, 1-4-pentadieno de la estructura. En
las plantas, da como resultado hidroperoxidasa que es un intermediario en la

produccion de compuestos aromaticos volatiles como acido jasmonico, y

44



traumatina. Las multiples isoformas de LOX se han observado en la mayoria de
los tejidos de las plantas, incluyendo al jitomate. La funcién de las isoformas en
plantas es desconocida, pero los roles se juegan en todos los estados del
crecimiento de la planta. La familia LOX multigénica esta caracterizada en
muchas especies de plantas, incluyendo la soya, arroz y los frijoles (Kausch &
Handa, 1955).

Segun Hou et al. (2015) la activacion del gen LOX en el fruto no es buena debido
a que acelera la senescencia del mismo. Menciona T. Karabudak et al. (2014),
que la lipoxigenasa esté involucrada en la tolerancia de las plantas al estrés por
frio debido a que se sigue una ruta en la que se acumulan lipidos relacionados a
la actividad de LOX y también participa la acido graso desaturasa (FAF7) para
estabilizar las membranas y/o inducir los genes de defensa que estan
relacionados con la ruta de los productos de peroxidacién y con las especies
reactivas de oxigeno (ROS) que estan involucradas en la respuesta al estrés por

sal.

Por otra parte LOX esta también involucrada en la produccién de acido jasmonico
y acido salicilico durante la resistencia a neméatodos, pero el acido jasmonico
puede llegar a inhibir la resistencia, lo cual quiere decir que puede existir una
relacion de antagonismo entre el acido jasmonico y el 4cido salicilico (Zinovéva
et al., 2013).

Las oxilipinas son una clase de lipidos de membrana que se derivan de la
oxidacion de &cidos grasos poliinsaturados, como el acido linolénico (18:3) y el
acido linoléico (18:2). El primer paso para la ruta de la formacién de los oxilipidos
resulta en la formacion de acido hidroperoxido (HPO). El proceso puede ocurrir
por auto-oxidacion quimica o puede darse por dos enzimas distintas la
lipoxigenasa (LOX) o la a-dioxigenasa. En las plantas superiores, la LOX se
encarga de catalizar la reaccion de dioxigenacion de los &cidos grasos
poliinsaturados en una region estero-especifica llevando a cabo la formacion de
13S hidroperoxiderivados (13-LOX) o 9S hidroperoxidoderivados (9-LOX). Los
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HPO pueden convertirse por distintas rutas metabodlicas como son aldehidos
volatiles, oxo-derivados, hidroxido-derivados, ceto-derivados, eters divinilicos y

ciclopentenoles (Ghanemet al., 2012).

La enzima hidroperoxidasa (HPL) rompe HPO en un aldehido volatil y w-oxo
acido graso, con la divinil éter sintetasa (DES) que forma divinil ésteres. Acidos
grasos hidroxilados (HO) pueden formarse por la reductasa y peroxidasa
mediante distintos mecanismos; ceto-derivados resultan de la accion de la LOX
por si sola transformando a HPO. La aleno sintasa cataliza la reaccion para pasar
de HPO a 13-HPOT y la aleno oxido ciclasa lo transforma en 12-oxo acido
fitodiénico (OPDA) y después de varios pasos mas, éste se convierte en acido
jasménico (JA). Las oxilipinas pueden encontrase en las plantas, como
compuestos libres o unidos a otras moléculas como fosfolipidos o galactolipidos
(Ghanem et al., 2012).

Las oxilipinas asumen funciones clave en los mecanismos de defensa de las
plantas o en la sefializacién molecular. El &cido jasmoénico (JA), particularmente
se deriva de los metil ester derivados, conjugados de JA con isoleucina y
precursores (OPDA). Estan descritos como una sefal importante en la
adaptacion ambiental y los mecanismos de estrés biotico y abidtico en las plantas
(Ghanem et al., 2012).

En el contexto del estrés por sal, se ha visto que el acido jasménico como una
molécula sefal puede aumentar la peroxidacion de los lipidos junto con la enzima
LOX que se ha descrito. Tras 21 dias del estrés por sal se aumenta la produccion
de &cido jasmonico a una concentracion de 0.20 nmol/g y las 13-HOD aumentan
a 10.5 nmol/g y en el dia 5 se tienen concentraciones de 0.05 nmol/g en tejido
fresco. El aumento de estas sustancias se puede relacionar con la acumulacion
de sustancias toxicas como los iones de NaCl, que pueden ejercer una notable

influencia en los cambios ejercidos por las oxilipinas (Ghanem et al., 2012).
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En las hojas las isoformas de LOX (LOX A, LOX B y LOX E) incrementan a los
30 dias de someterlas a estrés y en las raices (LOX A, LOX B, LOX D y LOX E)
tienden a bajar las concentraciones, lo que es consistente con la dependencia de
las oxilipinas. Siguiendo la ruta del acido jasmonico con LOX se ha visto tiene
gue aumentar la concentracion de este tras 21 dias después de la salinizacion
en las raices y en las hojas tras los 30 dias, como resultado se tiene la cascada
de reacciones que genera a el acido jasmonico tras esta via: LOX-AOS-AOC- y
varias oxo-phitodienoato reductasas (Oprs). Otros resultados demuestran que la
acumulacion de oxilipinas y AJ pueden jugar un papel de sefializacion al estrés
por sal en el floema, sin embargo no se ha demostrado una via de translocacion

al floema (Ghanem et al., 2012).

2.27 Cambios morfoldgicos y bioquimicos en Solanum Lycopersicum L.

La altura de las plantas de jitomate se ve afectada por la salinidad debido a que
se inhibe el crecimiento, las hojas se presentan en menor nimero y a la vez se
manifiesta una reduccion de la densidad estomatica por la cara adaxial, se
presenta clorosis y necrosis principalmente en los bordes de las hojas (Romero
et al., 2001).

El area foliar se ve afectada negativamente por la salinidad pero es una variable
gue cambia dependiendo de si se trata de un cultivar o diferentes especies y
poblaciones. La pérdida de éarea foliar puede variar de un 16% a un 33%
(Goykovic & Saavedra, 2007).

Las altas concentraciones de Na* en la region foliar interfieren con la fotosintesis
y la transcripcion. Algunos de estos efectos son atribuido al déficit de K* que

ejerce una accién antagénica al Na* (Rosa et al., 2003).
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2.28 Mejoramiento vegetal

El mejoramiento vegetal se basa en la variabilidad genética de las poblaciones el
cual es el componente mas basico de la biodiversidad y se define como las
variaciones heredables que ocurren en cada organismo, entre los individuos de
una poblacién y entre las poblaciones dentro de una especie. Con esta base y
las acciones que diferentes mecanismos evolutivos ejercen sobre ésta se puede
llevar a cabo seleccion dirigida para poder utilizar el material que ocupemos para
poder generar nuevos desarrollos en el campo de la pesqueria, industria
pecuaria, agricola, forestal y domesticacién de especies. En nuestro campo lo
gue interesa son dos puntos: el primero es la evaluacion de la capacidad de
respuesta de las poblaciones y especies ante los cambios ambientales naturales
o provocados por las actividades humanas y la evaluacién de los riesgos de la
pérdida de especies, poblaciones y recursos genéticos que disminuyen nuestra
capacidad de sobrevivencia como sociedad y como especie (Pifiero, 2008).

En México existe una gran reserva genética de S. lycopersicum, tanto silvestre
como cultivada, pero poco explotada ya que el jitomate mejorado o cultivado
posee una pobre o nula representacion de las reservas del nativo. En el Centro y
Sudamérica existen grandes acervos de S. lycopersicon, donde son ampliamente

Gt~ 7

cultivadas y de uso regional las variedades autéctonas tipo “rifdn” y una gran
variedad de formas silvestres. Miller & Tanksley (1990) estimaron mediante un
estudio con RFLPs, que los genomas del jitomate cultivado solo tiene una

variedad de menos del 5% de la variacion genética de sus parientes silvestres.

2.29 Marcadores

Un marcador genético es una variante alélica que se utiliza para marcar una
estructura bioldégica o un proceso, por tanto es un locus que tiene que ser
polimorfico y emplearse con una doble finalidad, para marcar o sefialar el locus
que controla la diferencia fenotipica y/o para marcar otro locus ligado que controla

el caracter de interés. Los atributos ideales de un marcador genético son: que
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sea polimérfico, codominante, no epistaticos (se puede leer el genotipo a partir
del fenotipo, sin que otro loci afecte al loci que se lee), neutro (que las
sustituciones alélicas no tienen efectos fenotipicos) y el ambiente no lo tiene que
afectar (Alvarez, 2011).

Los marcadores morfologicos fueron los primeros en utilizarse para analizar la
segregacion de los cruzamientos y los primeros en ser mapeados. Estos
marcadores, sin embargo, tuvieron un uso limitado, principalmente, porque su
expresion podia estar influenciada por el ambiente, o por otros factores
genéticos, aunque debido a que para su evaluacion sélo se necesita una guia y
una visualizacion de los caracteres, se siguen empleando actualmente por su
bajo costo. Otro tipo de caracteres incluyen la medicion fisioldgica de algunas
caracteristicas de interés para la seleccion de la planta como pueden ser la
medicion de la apertura y cierre de estomas, de la cantidad de azucares, H20,
fotosintetizados y algunos otros. Por otro lado la medicién de proteinas como
isoenzimas y las proteinas de reserva se pueden emplear de igual manera
(Alvarez, 2011).

2.30 Marcadores moleculares tipo SSR e ISSR

Los marcadores moleculares son una herramienta Util y complementaria de la
taxonomia vegetal, debido a que se basan en el analisis de la molécula de ADN
ayudando a dilucidar o en su defecto a dar nuevas cuestiones a la taxonomia.
Existen diversos marcadores moleculares con los cuales se pueden analizar y
rastrear distintas secuencias de ADN. Los estudios con marcadores microsatélite
0 secuencias simples repetidas (SSR) son ubicuos a todos los genomas
eucariontes. Muchos locus para los marcadores SSR se han desarrollado para
muchas especies, son marcadores de tipo codominante, lo cual permite mostrar
la mayor variabilidad de la regién que se analice, la desventaja es que se tiene
gue conocer la region especifica en la que se une para hacer un disefio de los

oligonucledtidos previo al estudio.
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Por otro lado, los marcadores inter SSR (ISSR) fueron desarrollados para no
requerir la secuencia previa de la region a la que se va a anclar el oligonucleotido.
Las bases constituyentes del oligonucledtido son secuencias repetidas de (CA),
(CARG o (AGC)TY. El resultado de la amplificacién de la secuencias entre dos
SSRs, da como resultado un sistema de marcaje util como huella genética, para
el analisis de diversidad y mapeo genodmico. El resultado son secuencias de ADN
de diversos tamafios de la regién amplificada y el tamafio depende del ADN
molde obtenido del individuo evaluado. Una reaccion tipica puede dar de 20-100
bandas por carril dependiendo de la especie y el oligonucleétido utilizado. Estos
marcadores se han empleado en muchas especies para determinar el nivel de
polimorfismo que presentan, como el sorgo y el platano, por mencionar algunas
(Godwin et al., 1997).

2.31 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) es una reaccion
enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una secuencia especifica de
ADN durante varios ciclos. Requiere de uno o dos oligonucleotidos sintéticos
(“primers”, cebadores, iniciadores, oligos), generalmente entre 10 a 30 de bases
de longitud y complementarios a la secuencia de nucleétidos del ADN blanco y
disefiados para hibridar en direccion contraria. Se requiere de un termociclador
para realizar la desnaturalizacion de la cadena de ADN, la union del iniciador a
la cadena desnaturalizada y la sintesis, a partir del iniciador, de una doble cadena
mediante la accién de la ADN polimerasa, teniendo como resultado una
acumulacion exponencial del fragmento amplificado de ADN. Ademas, emplea
elementos como dNTPs, Mg*, amortiguador y H20 para que se lleve a cabo la
reaccion. La Tag ADN polimerasa proviene de una bacteria termdfila llamada
Thermus aquaticus, la cual vive en condiciones de temperatura muy altas y por
eso esta ADN polimerasa es capaz de soportar temperaturas altas hasta de 100
°C. La clave para obtener alta especificidad en la reaccion es saber las
temperaturas adecuadas para llevarla a cabo y obtener los mismos resultados

constantemente (Tamay et al., 2013).
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2.32 Mejoramiento genético al estrés por sal en jitomate

En México se han realizado trabajos para identificar germoplasma de S.
lycopersicum tolerante a condiciones de salinidad en etapa de germinacion. Se
evaluaron 34 poblaciones de jitomate de Puebla y Veracruz, encontrando que el
vigor es afectado negativamente en un 100 %, la germinacién un 78% vy el
desarrollo de las estructuras morfologicas de plantula como raiz, hipocotilo y
cotiledones en un 33%, definiéndose colectas con distintos grados de tolerancia
(Estrada-Trejo et al., 2014).

En Baja California se llevd a cabo un estudio de 7 cultivares sometidos a
concentraciones de sal de 0, 50, 100, 150 y 200 mM, concluyendo que los
cultivares “Missouri” y “Tropic” mostraron mayor tolerancia a la salinidad,
logrando desarrollarse hasta en 150 mM de sal, indicando que de entre los
cultivares puede hacerse seleccion de algunos genotipos para la tolerancia (Ruiz
et al., 2014).

Estudios relacionados al aumento de ajuste hormonal en S. chilense y en S.
lycopersicum sugieren que existe una relacion entre la acumulacion de iones K*
y Na* y el &cido salicilico, el etileno y las citoquininas, las cuales estan
relacionadas con la mejora del potencial osmético en la especie S. chilense (
Gharbi et al., 2017).

2.33 Contenido relativo de agua

El CRA (contenido relativo de agua) es la expresion mas usada para medir el
nivel de agua del tejido. Es una medida del contenido de agua respecto al total
de agua que este puede almacenar, se expresa como porcentaje y permite
conocer el estado hidrico de la planta. Se relaciona con el potencial hidrico
porque este y sus componentes (potencial de presion y de solutos) son funcion

del volumen de agua del protoplasma (Argentel et al., 2006).
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2.34 Transcripcién inversa mediante lareaccion en cadenade la polimerasa
(RT-PCR)

Esta técnica es util para el analisis de la expresion de un gen en un momento
dado en la planta mediante el ARNm. Es una modificacién de la PCR que incluye
una extraccion de ARN, una retrotranscripcion mediante transcriptasa inversa, la
formacion de un ADN de doble cadena y, posteriormente, la PCR con “primers”
especificos para el gen que se va a evaluar. Por ultimo, se realiza el analisis del
fragmento mediante electroforesis en gel de agarosa, ésta técnica es mas precisa
que un Northern blot o fijacion in situ (Salazar et al., 2013).
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1 Material vegetal

Se utilizaron siete genotipos de jitomate (Solanum lycopersicum L.), de los cuales
dos fueron variedades comerciales, una es el jitomate ‘Rio Grande’ tipo bola
(R.G), (S. Lycopersicum lycopersicum) y la otra es la variedad ‘Floradade’ tipo
Saladette (J.F). Los otros 5 genotipos fueron colectas de poblaciones silvestres
obtenidas del Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Auténoma
Chapingo, denominadas C-64, C-200, C-101, C-122 y C-115.

3.2 Andlisis morfolégico y bioquimico
3.2.1 Estrés salino durante el crecimiento vegetal

Se tomaron 20 semillas de cada genotipo, se realizd una seleccion de las semillas
de las colectas (esto para las poblaciones silvestres), posteriormente las semillas
se germinaron y las plantulas se transplantaron a bolsas negras con sustrato bajo
condiciones de invernadero, con riego de 200 mililitros dos veces al dia con

solucion nutritiva y se dejaron en crecimiento durante 1 mes.

Posteriormente las plantas se sometieron a estrés salino regandose también 2
veces al dia con 200 mililitros de agua con las distintas concentraciones de sal
(0,100, 150, 200 y 250 mM) durante 20 dias, se midié a las plantas antes de que
se aplicara el riego con agua salada y se le llamé a este tiempo TO y después de
someterlas al estrés se le denominé T1. Las caracteristicas que se midieron
fueron las siguientes: Area foliar (AF), contenido relativo de agua (CRA), clorofila
a (CA), clorofila b (CB), clorofila total (CT), D-manosa (D-MAN), D-galactosa (D-
GAL) y D- glucosa (D-GLU).
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3.2.2 Preparacion del sustrato

Las plantas de jitomate se cultivaron en macetas con capacidad de 4 L que se
llenaron con tezontle. Estas fueron humedecidas hasta alcanzar la capacidad de

campo, registrando un peso inicial de 4.280 Kg para todas las macetas.

3.2.3 Fertilizacion

La fertilizacion se llevé a cabo mediante hidroponia, la solucion nutritiva fue la
siguiente: ultra sol 3X18, 763 g, NaCl 251g, cal 226 g, sulfuro de magnesio 300
gy acido fosférico 120 ml, en 1100 litros de agua, se realizaron dos riegos al dia

de 200 ml para las 140 plantas durante un mes.

3.2.4 Disefio experimental

Se realiz6 un disefio experimental de bloques completos aleatorizados con 5
tratamientos y 4 repeticiones. Los tratamientos fueron las 5 concentraciones de
sal aplicadas para obtener el estrés (0, 100,150, 200 y 250 mM). Cada unidad
experimental consté de una maceta y una planta, las variables de interés son las
mediciones : Area foliar (AF), altura de planta (AP), contenido relativo de agua
(CRA), clorofila a (CA), clorofila b (CB), clorofila total (CT), D-manosa (D-MAN),
D-galactosa (D-GAL) y D- glucosa (D-GLU).

3.2.5 Evaluacién de las mediciones

Se evaluo el area foliar mediante el uso de fotografias tomadas a los foliolos y el
uso de un software easy leaf area Free parala TO y T1. La altura de la planta se
registro en centimetros, ésta se midio de la superficie del sustrato hasta la hoja

mas alta de la parte aérea.
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3.2.6 Andlisis bioquimico
3.2.6.1 Clorofila

Se cuantificé el contenido de clorofila antes de riego con sal y después de los 20
dias del tratamiento, se utilizé el método de extraccion por acetona en el cual se
tomd 0.5 g de hoja fresca y se agregd 5 ml de acetona al 80%, se macero y se
tomo el extracto para ser centrifugado a 2000 rpm por 10 min, se tomo el
sobrenadante y se ajusto el volumen a 6 ml con acetona al 80%. Se tom¢6 100 pL
de muestra y se diluyé hasta 1 ml con acetona al 80% y se cuantific6 en un
espectrofotometro de UV a longitudes de onda de 645 y 663 nm para obtener el
contenido de clorofila a, clorofila b y clorofila total con base a las ecuaciones

siguientes:

Clorofila A= 12.7*Abs663nm — 2.69*Abs645nm

Clorofila B= 22.9*Abs645nm — 4.68*Abs663nm

Clorofila total= Clorofila A + Clorofila B

(Fernandez & Johnston, 1986).

3.2.6.2 Azlcares

El total de azucares solubles (mg/ de peso fresco) se tomé antes de iniciar el
tratamiento y pasados los 20 dias de tratamiento salino y fue determinado en
base al método descrito por Dubois (1951) con algunas modificaciones. Se tomo6
0.1 g de hojas frescas, se les afiadio 5 ml de etanol al 80% y se calento por 1 h
a 80 °C. Se tomo 250 pL del extracto y se mezcld con 250 L de fenol al 18% vy
250 pL de agua destilada, se mezcl6 y se dejo reposar a temperatura ambiente

por 1 h. Luego se afadié 1.25 ml de acido sulfarico y se mezclé. La absorbancia
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se leyé a 490 nm en un espectrofotdmetro Genesys 10 UV/vis utilizando como

blanco etanol al 80%.

3.2.6.3 Contenido Relativo de Agua (CRA)

El contenido relativo de agua (CRA) se evalu6 antes de aplicar el tratamiento con
solucién salina y tras 20 dias de aplicarlo, se registré el peso fresco de los
segmentos de las hojas durante dos horas después de la escision, utilizando una
balanza analitica. El peso turgido se obtuvo después de colocar los segmentos
de hojas en cajas de petri con agua destilada durante 24 horas. El peso seco se
midi6 luego de secar los segmentos de hojas por 72 horas a 70 °C. El contenido

relativo de agua se calcul6 utilizando la ecuacion siguiente:

CRA (%)= [(Peso fresco - Peso seco) / (Peso turgido — Peso seco)] x 100

(Siddique et al., 2000).

3.2.7 Anélisis de datos

Durante el analisis estadistico realizado para los datos morfolégicos y
bioguimicos anteriormente mencionados se aplicé un Analisis de Varianza y una
Prueba de Comparacion de Medias (Tukey a < 0.05 y Duncan a < 0.05). Este

analisis se realizo utilizando el paguete computacional IBM SPSS Statistics 23.

3.2.8 Dendrograma de datos morfoldgicos y bioquimicos

Con los datos obtenidos en los analisis morfolégicos y bioquimicos se procedio a
realizar una matriz. Fue necesario hacer una estandarizacion previa de los datos
con el paquete computacional NTSYSpc 2.2, con el fin de realizar un analisis de
correlacion entre las variables, asi como un andlisis de componentes principales
y obtener un dendrograma con datos morfolégicos y bioquimicos, el cual

posteriormente fue comparado con un dendrograma obtenido con marcadores
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moleculares mediante pruebas de Mantel y asi conocer la correlacion existente

entre estos dos analisis.

3.3 Analisis molecular
3.3.1. Extraccion y purificaciéon de ADN gendmico

Para la obtencion de ADN gendmico se pes6 0.3 g de tejido joven y fresco de
hoja de cada una de los 7 genotipos, y se maceraron en nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino, mismo que se transfiri6 a microtubos de 1.5 mL. Para la
extraccion del ADN se utilizo el método descrito por Dellaporta (1983). Se agreg6
600 pL de la solucion extractora (Tris-HCI 100 mM, EDTA-Naz2 50 mM, NaCl 500
mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, SDS 0.1 % pH 8.0) a cada microtubo y se incub6
a 65 °C por 10 min con inversion ocasional de los tubos. Se adicioné 200 pL de
acetato de potasio a una concentracion 5 M, se agitaron los tubos por inversion
y se dejaron por 30 min a una temperatura de 4 °C. Se centrifugd a temperatura
ambiente por 10 min a una velocidad de 12,000 rpm, se transfiri6 el sobrenadante
a otro microtubo de 1.5 mL conteniendo 700 pL de isopropanol frio, se mezcld

por inversion y se incub6 por 30 min a una temperatura de -20 °C.

Se centrifugd a temperatura ambiente durante 5 min a una velocidad de 12,000
rpm, eliminando el sobrenadante y se disolvié el precipitado en 200 pyL de
solucién para diluir, una vez disuelto el precipitado se afiadié a cada tubo 2 pL de
ARNasa Ay se dej6 incubar por 1 h a una temperatura de 37 °C. Posteriormente,
se adicion6 20 uL de acetato de sodio 3 M y 200 pL de isopropanol, se mezclo

por inversion y se dejo incubando 2 h a una temperatura de -20 °C.

Finalmente, se centrifugd a temperatura ambiente por 5 min a una velocidad
del12,000 rpm, se elimind el sobrenadante y se lavé el precipitado dos veces con
300 pL de etanol al 70 %, se dejé secar la pastilla y se disolvié en 100 uL de TE.

Las muestras se almacenaron a 4 °C para futuros analisis.
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3.3.2 Cuantificacion y calidad de ADN genomico

Para conocer la concentracion de ADN (ug.uL™?) de cada muestra se realizé una
dilucion 1:100, agregando 10 pL de muestra de ADN + 990 pL de H20 bidestilada
estéril y por medio de un Espectrofotometro Genesys10 UV/Vis a una longitud de
onda de 260 nm se obtuvo su absorbancia y su concentracion por medio de la

férmula siguiente:

Concentracion ADN (ug.pLt)= Abs260nm*50*100
1000

La calidad del ADN se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8 % (p/v). Se mezclé 3 pL de ADN y una gota de amortiguador de carga (0.1%
azul de bromofenol, 0.1 % de xylen cianol, 30% de Ficol y 1 % de SDS) y se cargo
a los pozos del gel.

Como amortiguador de corrida se utilizd TAE 10X (40 mM Tris-acetato, pH 7.6, 1
mM Naz-EDTA), diluido a una proporcion de 0.5X. La electroforesis se realizo a
100 V hasta que las muestras recorrieron tres cuartas partes del gel para luego
ser tefiido con bromuro de etidio (0.5 mg.mL™t) por 15 min. Posteriormente el gel
se visualizé en un transiluminador de luz ultravioleta KODAK EDAS-290.

3.3.3 Amplificacién por PCR

La reaccion de PCR se llevé a cabo en 25 pL de reaccion compuesta de: 2.2 uL
de H20 PCR, 10 pL de dNTPs (500 puM), 2.5 pL de amortiguador 10X, 2.0 pyL de
MgCl2 (25 mM), 3.0 pL de iniciador (10 pMol), 0.3 pL de Tag ADN polimerasa
(5U.uL 1) y 5.0 pL de ADN (10 ng.pL™d).
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Con el fin de detectar polimorfismos entre los genotipos de jitomate se procedio
a realizar la técnica ISSR-PCR, donde se probaron 50 iniciadores, de los cuales
se obtuvo productos de PCR con 10 de ellos. En el Cuadro 1 se indican algunas

caracteristicas de estos iniciadores.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador marca Techne TC-512
bajo las condiciones siguientes: un ciclo de desnaturalizacion a 94 °C por 3 min,
luego 30 ciclos con un paso de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, alineacion a
50 °C por 1 min y la amplificacion a 72 °C por 2 min, y un ciclo de extension final
a 72 °C por 10 min, en el Cuadro 1 se muestran los ISSRs utilizados y su

polimorfismo en %.

Cuadro 1. Secuencias de los iniciadores ISSR utilizados para la caracterizacion
y evaluacion de la diversidad genética de genotipos de jitomate.

Iniciador Secuencia % polimorfismo No. Loci /
iniciador

A7 5"-CAC ACA CAC ACA CAC 88.00 9
AAC-3’

A8 5"-AGA GAG AGA GAG AGA 69.00 13
GT-3

A3 5-CTCCTCCTCCTCCTC 91.66 12
CTC-3

P1 5"-GAG CAA CAA CAA CAA 40.00 5
CAA-3’

P3 5- 75.00 12
AGAGAGAGAGAGAGAGTG-
Y

P5 5"-AGA GAG AGA GAG 53.84 13
AGAG-3’

A4 5" CACACACACACACACAAG- 100.00 13
3

P2 5°-CTG AGA GAG AGA GAG 28.57 7
AGAG-3’

7941 5"-GAGA GAG AGA GAG 88.00 9
AGA-3’

7955 5"-AGAG AGA GAG AGA 60.00 10
GAG-3’

TOTAL 69.40 103
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3.3.4 Determinacion de relaciones entre genotipos de jitomate

Para detectar polimorfismos entre las variedades se realizaron mezclas de cada
uno de los genotipos adicionando 5 pL de cada individuo en un microtubo de 200
UL, se cuantificé y se llevd cada mezcla a una concentracion de 10 ng.uL! para
la realizacién de la técnica de PCR utilizando los 10 iniciadores descritos

anteriormente.

3.3.5 Relaciones entre los individuos dentro de variedades y evaluaciéon de

la diversidad genética

Con el fin de determinar relaciones entre individuos dentro de las variedades de
jitomate y entre las poblaciones, asi como la diversidad genética presente en las
poblaciones, se evalué el polimorfismo en 10 individuos de cada genotipo,
utilizando 10 iniciadores del tipo ISSR.

3.3.6 Electroforesis de los fragmentos amplificados

La electroforesis para la separacion de productos de PCR se llevo a cabo en
geles de agarosa al 1.2% (p/v) utilizando TAE 0.5X como amortiguador, se realizé
en una camara electroforética horizontal a 120 V cargando 12.5 pL de muestra
por pozo. Finalmente, el gel se tiid con bromuro de etidio durante 10 minutos.
Para la documentacion de las huellas de ADN se utilizé el sistema Kodak High

Performance Ultraviolet Transiluminator EDAS-290.

3.4 Andlisis de los datos

Con los patrones de bandas obtenidos se determiné el nimero de las mismas o
los polimorfismos detectados para cada genotipo y se realizé una matriz binaria
presencia o ausencia (1 y 0, respectivamente) para cada uno de los iniciadores
usando el programa Office Excel. La matriz binaria se analiz6 con el software
InfoGen/E donde se utilizo un coeficiente de similitud de DICE, se hizo un analisis
de conglomerados por el método de medias aritméticas (UPGMA) para obtener
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un dendrograma tomando cada genotipo como una unidad taxondOmica

operacional (OTU).

3.4.1 Prueba de Mantel

Con el fin de determinar la correlacion existente entre matrices generadas a partir
de patrones de bandeo moleculares y las pruebas bioquimico-morfolégicas se
realiz6 una prueba de Mantel con las matrices resultantes de ambos analisis
utilizando el software NTSYSpc 2.2 e IBM SPSS 23.

3.4.2 Aislamiento de ADNc de secuencias de genes mediante RT-PCR

convencional

Se tomo hojas de 4 genotipos trabajados (C-101, Floradade, C-115, C-200) y se
colocaron en tubos de cultivo celular conteniendo 50 ml de NaCl a 200 mM
durante O h, 3 h, 12 hy 24 h. Se realiz6 una extraccion de ARNm al momento de

terminado el tiempo de los tratamientos.

La extraccion de ARNm se llevé a cabo mediante el protocolo de extraccion de
Trizol LS Reagent de la marca Thermofisher. Una vez purificado, el ARNm se
utilizé para sintetizar la primera cadena de cDNA con el protocolo First Strand
cDNA kit #k1611 para los genes de LOX y JERF1. Las secuencias de los
iniciadores utilizados se muestran en el Cuadro 2. Las condiciones de reaccion

aplicadas en los diferentes pasos de la RT-PCR se indican en el Cuadro 3.

Cuadro 2. Secuencias de los iniciadores utilizados para hacer la RT-PCR.
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Iniciador Forward Reverse
5'- 5'-

LOX GAATTCATGTCTTTGGGTGGAA|GGATCCCTATATAGACACACTG
TTGT-3 TTGG-3
5'- 5'-

JERFF1 |GAATTCATGTGTGGTGGTGCA |GGATCCTTAGTAGGCACCTCCC
ATTAT-3" ATTA-3’

Las secuencias resultantes se corrieron en geles de agarosa para ver la
presencia o ausencia de las bandas en los diferentes tiempos del experimento,
los ciclos de RT-PCR que se utilizaron se muestran en el Cuadro 3. Las
secuencias se aislaron y purificaron para su posterior secuenciacién para poder

llevar a cabo una clonacién posterior.

Cuadro 3. Parametros utilizados en la RT-PCR convencional para amplificar los
cDNA de LOX donde el segmento 2 es de 51°C y para JERF1 cambia a 42 °C.

Accion # Ciclos Temperatura Tiempo
1. Desnaturalizacion 1 95°C 5 min
2. Amplificacion del 30 Segmento 1 60 seg
cDNA 94°C

Segmento 2 60 seg 3.4.3
S1°C Andlisis
Segmento 3 60 seg
72°C de

3. Elongacion 1 72° C 10 min

terminal

secuencias gendémicas de genes de resistencia al estrés por sal mediante
PCR

Se realizé PCR de 2 genes LOX y JERF1 para comprobar que estaba presente
en todos los genotipos con los que se trabaj6. En el Cuadro 4 se muestran las

secuencias de los iniciadores utilizados.
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Cuadro 4. Secuencias de los iniciadores utilizados para amplificar las secuencias
gendmicas de los genes LOX y JERF1 mediante PCR.

Inicia Forward Reverse Temp.
dor Alineami
ento
LOX  GAATTCATGTCTTTGGGT GGATCCCTATATAGACAC 51°C
GGAATTGT ACTGTTGG
JERF GAATTCATGTGTGGTGG GGATCCTTAGTAGGCAC 42°C
1 TGCAATTAT CTCCCATTA

Los productos de amplificacion se separaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 0.8 % y se comprobd que las secuencias estuvieran dentro del peso
molecular esperado, se realizé purificacion de las bandas para poder mandar

secuenciar y comprobar que fueran las secuencias esperadas.

La PCR se llevo a cabo como antes se ha sefalado solo modificando la
temperatura y en vez de colocar un solo iniciador como es el caso de los ISSR
se empled dos para poder amplificar las secuencias de los genes.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Respuesta de las plantas de jitomate al estrés por salinidad

4.1.1. Efecto del estrés salino en el contenido de clorofilas a, b y total, segun

la prueba de correlacién de Pearson

En el Cuadro 5 se muestra que existe una correlacion baja y positiva entre los
tratamientos de salinidad y la cantidad de clorofilas a, b y total de los materiales
evaluados. Los valores de correlacion fueron de 0.338, 0.237 y 0.386,
respectivamente, lo que sugiere que los tratamientos de salinidad aplicados no
afectan la cantidad de clorofila de los genotipos de jitomate. Sin embargo,
cuando se realiz6 una comparacion entre los materiales no estresados (TO CT) y
los estresados (T1 CT) para la cantidad de clorofila total (CT) , en la Figura 10 se
observa que aumenta la cantidad de clorofila total después de aplicar los
tratamientos de salinidad T1 CT con respecto al tratamiento testigo (TO CT). Es
posible que bajo los tratamientos de salinidad las plantas trataron de producir
mayor cantidad de clorofila total debido al déficit hidrico que estaban sufriendo a
fin de generar mas fotosintetizados y tratar de contrarrestar el efecto del estrés.
Estos resultados contrastan con los obtenidos por Chavez & Gonzélez (2009),
quien no observa un incremento significativo en la cantidad de clorofilas por
efecto del estrés salino. En nuestro trabajo, por lo contrario, observamos un
efecto de la salinidad en el incremento en las concentraciones de las clorofilas a,
b y total al aplicar los tratamientos a partir de una concentracion de NaCl de 100
a 200 mM. Segun menciona Ashraf & Foolad (2007) la cantidad de pigmentos
fotosintéticos es un buen indicador para medir los efectos del estrés por salinidad
ya que éste tiene una incidencia directa sobre la tasa fotosintética. En plantas de
Hibiscus esculentus se ha reportado un aumento de la clorofila en situacion de
estrés salino, mientras que en Zea mays y Carthamus tinctorius el contenido
disminuye y en Ricinus communis los contenidos de clorofila varian segun el
tiempo de exposicion y el nivel de estrés al que se sujeta la planta, en el caso del
L. esculentum todos los pigmentos decrecieron por el estrés salino y al igual que

en R. communis el efecto depende del tiempo de exposicidn, pero se encontrd
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que la variedad de jitomate Argy mostré ser mas tolerante al estrés salino que
los otros cultivares como Hazera y Dalli (Dognalar et al., 2010). En plantulas de
trigo menciona Argentel et al. (2006) que si existe una relacion en el contenido
de clorofilas respecto al de los carotenoides bajo estrés salino.

Cuadro 5. Valores de correlacion lineal de Pearson en el T1 (tiempo de
exposicion a salinidad) para las variables morfolégicas-bioguimicas.

SalmM T1Area Foliar T1CRA T1 Clorofila A (ug/mL) T1 ClorofilaB (ug/mL) T2 Clorofila Total (ug/mL) T1D-Manosa (mglg) T1D-Galactosa (mglg) TLD-Glucosa (mglg)
Sal mM Correlacion de Pearson 1 0.111 -0.019 0.338** 0.237* 0.386** -0.723* -0.728** -0.726**
Sig. (Bilateral) 0 0.822 0.822 0 0.004 0 0 0 0
N 143 143 143 143 143 143 143 143 143
T1 Area Foliar Correlacion de Pearson  0.111 1 -0.012 0.029 0.041 0.014 -0.101 -0.095 -0.09%
Sig. (Bilateral) 0.187 0 0.889 0.735 0.629 0.87 0.229 0.258 0.256
N 143 143 143 143 143 143 143 143 143
T1CRA Correlacion de Pearson  -0.019 0.12 1 0.06 -0.091 -0.037 0.104 0.081 0111
Sig. (Bilateral) 0.822 0.889 0 0.479 0.282 0.664 0.215 0.335 0.188
N 143 143 143 143 143 143 143 143 143
T1 Clorofila A (mg/L) Correlacion de Pearson  0.338** -0.029 0.06 1 0.094 0.701% 0118 -0.12 0117
Sig. (Bilateral) 0 0.735 0.479 0 0.266 0 0.159 0153 0.163
N 143 143 143 143 143 143 143 143 143
T1 Clorofila B (mg/L) Correlacion de Pearson  0.237%* 0.041 -0.091 0.094 1 0.769** -0.185* -0.183* -0.186*
Sig. (Bilateral) 0.004 0.629 0.282 0.266 0 0 0.027 0.029 0.026
N 143 143 143 143 143 143 143 143 143
T1 Clorofila Total (mg/L) ~ Correlacion de Pearson 0.386* 0.014 -0.037 0.701* 0.769* 1 -0.208% -0.208* -0.209%
Sig. (Bilateral) 0 0.87 0.664 0 0 0 0.013 0.013 0.012
N 143 143 143 143 143 143 143 143 143
T1D-Manosa (ug/L) Correlacion de Pearson -0.728* -0.01 0.104 -0.118 -0.185* -0.208* 1 0.997* 0.998*
Sig. (Bilateral) 0 0.229 0215 0.159 0.027 0.013 0 0 0
N 143 143 143 143 143 143 143 143 143
T1D-Galactosa (ug/L) ~ Correlacion de Pearson -0.728*  -0.095 0.081 012 -0.183* -0.208* 0.997% 1 0.998*
Sig. (Bilateral) 0 0.258 0.335 0.153 0.029 0.013 0 0 0
N 143 143 143 143 143 143 143 143 143
T1D-Glucosa (ug/L) Correlacion de Pearson -0.726** -0.096 0.111 -0.117 -0.186* -0.209* 0.998** 0.998* 1
Sig. (Bilateral) 0 0.256 0188 0.163 0.026 0.012 0 0 0
N 143 143 143 143 143 143 143 143 143

Se marca con * las relaciones con una significancia de 0.05 (bilateral) y con **
aquellas con una correlacion significativa de 0.01 (bilateral).
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Figura 10. Cambios en la concentracion de clorofila a (CA), b (CB) y total (CT)
en plantas de jitomate bajo condiciones de hidratacién normal (TO) y bajo estrés
por salinidad (T1).

En maiz y otras especies la disminucion en el contenido de clorofilas se ha
utilizado como un indicativo del efecto del estrés. En el caso del jitomate los
niveles de las clorofilas se incrementan, lo que podria ser un indicativo de
tolerancia al estrés salino, por lo que la medicion de esta variable podria ser util

para la seleccién de genotipos tolerantes a este factor abiético.

4.1.2. Efecto del estrés salino en el contenido de azlcares de plantas de
jitomate segun la prueba de correlacion de Pearson

El estrés salino mostr6 correlacion alta y negativa con la concentracion de
carbohidratos como la D-Manosa, D-Galactosa y D-glucosa (Cuadro 5). A medida
gue hubo un incremento en los niveles de salinidad disminuy6 la cantidad de
estos azUcares en las plantas. Los valores de correlacién de Pearson fueron de
-0.723, -0.728 y -0.726, respectivamente (Cuadro 5).
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De la Figura 11 se observa que en el tratamiento sin estrés (T0) la concentracion
de varios de los azlcares alcanza hasta 350 ug en varios individuos, mientras
que bajo estrés por salinidad (T1) los niveles decaen casi a cero en algunos
individuos.

Medicion de azucaresen TOy T1

TO D-MAN TO D-GAL e==—T0 D-GLU T1 D- MAN T1 D-GAL e=——T1 D-GLU

400.00

O =+ O 1 O +d O «+d O
N © © NN OW 0 O O

Individuos analizados

Figura 11. Contenido de azucares en TOy T1 se puede observar que la
cantidad de D-manosa y D-galactosa (TO D-MAN y TO D-GAL).

En otro estudio (Hernandez, 2017), con jitomates bajo condiciones de estrés
salino encuentran que existié un aumento de la concentracion de azucares en las
variedades comerciales, en la variedad comercial Micro-Tom el estrés por
salinidad aumenté un 29 y 28 % la concentraciéon de glucosa y la fructosa,
respectivamente; mientras que en la variedad Optima provocd un aumento del
148 % y el 146 % de ambos azucares, respectivamente. La tolerancia se asocio
a la acumulaciéon de prolina y azlcares solubles, asi como menos niveles de
malondialdehido, un producto de la peroxidacion lipidica inducida por especies
activas de oxigeno (Trujillo et al., 2008), parece que hay un periodo en el cual la
planta de jitomate aumenta los niveles de azlcares y ese periodo esta asociado

al estrés hidrico, pero una vez que la planta diferencia entre el estrés hidrico y
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salino los niveles de azlicares tienden a reducirse linealmente al aumentar la

concentracion de las sales.

Aunque para nuestro trabajo estadisticamente no es significativo el nimero de
individuos que después del estrés sigue generando glucosa, si parece una
variable o sefial que permita seleccionar estos materiales debido a que bajo
estrés siguen teniendo energia para utilizarla en procesos como generar flores y

por ende frutos.
4.1.1.3 Efecto del estrés salino en el contenido relativo de agua (CRA)

En el Cuadro 5 se muestra que el contenido relativo de agua (CRA) y el area
foliar bajo condiciones de estrés por salinidad (T1) no tuvieron ninguna
correlacion estadisticamente significativa segun la correlacion de Pearson, por
lo tanto no hay una relacion lineal de estos componentes con los otros medidos

para T1.

En el Cuadro 6 se muestran los resultados de la comparacion de medias Tukey
y Duncan de las variedades bajo condiciones de estrés salino (T1). Se observa
gue existen diferencias significativas entre las medidas de los distintos genotipos
muestreados después de darse el estrés. La media significativamente mas alta
fue para el genotipo C-101, mismo que se mostr6 mas tolerante después de
aplicar el estrés, por lo cual obtuvo una respuesta que gener6 un grupo diferente
en la prueba de Duncan. En lo relativo a la prueba de Tukey, se encontrdé que
las variedades C-64 y C-200 también muestran valores que las diferencian de los
otros genotipos para el contenido relativo de agua, existiendo diferencias

genotipicas entre las variedades para ésta caracteristica.
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Cuadro 6. Resultados de la prueba de medias Tukey y Duncan para la variable
contenido relativo de agua una vez dado el estrés (T1 CRA), para los genotipos

evaluados.

T1 CRA
Subconjunto para alfa = 0.05
PRUEBA/GENTIPO | N 1 2
HSD Tukey |[Rio Grande | 21 49.993
Floradade |22 55.67
C-115 20 56.54
C-122 20 60.79
C-64 20 63.64 63.64
C-200 20 63.88 63.88
C-101 20 85.46
Sig. 0.51 0.061
Duncan Rio Grande |21 49.99
Floradade |22 55.67
C-115 20 56.54
C-122 20 60.79
C-64 20 63.64
C-200 20 63.88
C-101 20 85.46
Sig. 0.107 1

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Se utilizé el tamafio
de la muestra de la media armoénica = 20.404 para HSD Tukey y Duncan. Los tamafios de grupo
no son iguales para HSD Tukey y Duncan. Se utiliza la media armoénica de los tamafios de grupo.

En la Figura 12 se observa que el genotipo C-101 tuvo la mejor respuesta para

retener agua en los tejidos y mantener turgencia celular (CRA, por arriba del 80

%) ante el estrés salino.
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Figura 12. Respuesta de los genotipos segun la variable CRA, en presencia del
estrés por sal (T1) y en ausencia del estrés (T0), segun el calculo medio de la
varianza para las 20 plantas por genotipo.

Como ya se menciong, las pruebas estadisticas avalan diferencias estadisticas
significativas para este factor. La pérdida de turgencia celular provocada por el
estrés salino se debe a una disminucion del potencial hidrico del suelo por la
acumulacion de sales, llegando a ser inferior que el potencial de las células de la
raiz para absorber el agua disponible (Gonzélez, 2001). Ademas, en la misma
Figura 12 se observa que después del estrés salino las variedades comerciales
‘Floradade’ y ‘Rio Grande’, fueron las que tuvieron una peor respuesta a los
cuatro tratamientos de sal y los genotipos no comerciales obtuvieron los mejores
porcentajes de contenido relativo de agua. Los 4 genotipos silvestres C-101, C-
122, C-200 y C-64 tuvieron un valor de CRA igual o por encima del 60 % bajo

estrés salino.

Sin estrés las variedades comerciales fueron las que mostraron mejor contenido
relativo de agua, aunque todos por igual o por encima del 67.5 % de CRA, lo cual
indica que las variedades comerciales bajo estrés tuvieron una caida
considerable en el CRA dado que rondaban por encima del 70 %. De los
resultados se puede inferir que los genotipos silvestres pueden tolerar mas

tiempo el estrés salino que las variedades comerciales.
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4.1.1.4 Efecto del estrés salino en la concentracion de clorofila A

El Cuadro 7 muestra la comparaciéon de medias multiple de Duncan y de Tukey
para la concentracion de clorofila A en los genotipos evaluados. La prueba de
Duncan arrojo diferencias significativas entre los genotipos pero la de Tukey que
maneja un umbral fijo de los valores no muestra grupos, aunque si se sigue la
tendencia de los grupos mostrados por Duncan es posible distinguir genotipos

MAas propensos a tolerar el estrés salino que si se considera la prueba de Tukey.

Cuadro 7. Prueba de medias Tukey y Duncan y agrupaciones de los genotipos
para el contenido de clorofila A.

T1 CLOROFILA A (ug/mL)
Subconjunto para alfa = 0.05
PRUEBA/GENTIPO |N 1 2

HSD Tukey |C-200 20 3.63
Floradade (22 3.74
Rio Grande |21 4,78
C-64 20 5.39
C-122 20 5.49
C-101 20 5.49
C-115 20 6.57
Sig. 0.088
Duncan C-200 20 3.63
Floradade (22 3.74

Rio Grande |21 4,78 4,78

C-64 20 5.39 5.39

C-122 20 5.49 5.49

C-101 20 5.49 5.49

C-115 20 6.57

Sig. 0.129 0.137

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Se utilizé el tamafio
de la muestra de la media arménica = 20.404 para HSD Tukey y Duncan. Los tamafios de grupo
no son iguales para HSD Tukey y Duncan. Se utiliza la media armoénica de los tamafios de grupo.

El genotipo que mostrd la mejor respuesta para éste factor fue el C-115 como
se observa en la Figura 13.
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Figura 13. Contenido de Clorofila A en las variedades después de someterlas a
estrés salino (T1) y sin estrés (TO0).

Dicho genotipo fue el que tuvo la mayor concentracion del pigmento en
comparacion con el resto de los genotipos. Sin embargo las colecciones C-64,C-
101 y C-122, mostraron concentraciones por arriba de los 5 pg/mL. Bajo
condiciones de estrés (T1) todos los genotipos disminuyeron la concentracion de
la clorofila A en comparacién con las condiciones no estresantes (T0), aunque
las variedades comerciales “Floradade” y “Rio Grande” redujeron en mayor grado

Sus concentraciones.

En la misma Figura 13, se observa que sin estrés (T0) la variedad comercial
‘Floradade’ fue la que presentd6 mayor cantidad de clorofila A de todos los

genotipos, sin embargo el pigmento disminuyd drasticamente bajo el estrés (T1).

Se sabe que la disminucién de las funciones fotosintéticas se debe entre otros
varios factores al contenido de clorofila que tenga la planta, ya que la clorofila se
puede degradar en condiciones de estrés por las clorofilasas, enzimas que

remueven el fitol de la estructura del pigmento (Santos, 2004).

Por otra parte, se sabe que se puede inhibir su sintesis debido al estrés salino
por bloqueo de la ruta del acido glutdmico y el acido aminolevulinico (ALA),

precursor de la sintesis de los tetrapirroles (Santos, 2004). Esto puede ocurrir en
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la etapa en que la planta diferencia al estrés salino del estrés por déficit hidrico
0 por choque térmico ya que parece que las enzimas de la via de sintesis de la
clorofila son afectadas por esta via (Satpal & Tripathy, 2014). Los resultados
muestran que la sintesis de la clorofila A disminuy6 siendo consistente con lo

anteriormente citado.

También, se ha reportado que el estrés salino induce una reduccién en el nimero
de cloroplastos, los cuales también muestran degradacion de los tilacoides y las
membranas (Santos, 2004). Bajo estrés salino, se ha reportado que la planta de
jitomate variedad “Rio Grande” acorta su ciclo de crecimiento, generando una
rapida maduracion de las hojas (Akca & Samsunlu, 2012) y a la vez disminuye
su capacidad de emision de brotes, esto es consistente con lo encontrado en
nuestro trabajo para dicha variedad. De Lucena et al. (2012) demuestra en
mango que hubo una disminucion tanto en nimero de hojas como en el contenido
de clorofilas a medida que aumentaban la salinidad en el medio. Dicho fendmeno
se observo en este trabajo solo con las variedades comerciales pero no con los

genotipos silvestres.
4.1.4. Efecto del estrés salino en la concentracion de clorofila B

El Cuadro 8 muestra la comparacién de medias multiple de Duncan y de Tukey
para la concentracion de clorofila B en los genotipos evaluados. Se observa que
no hubo formacién de grupos alternos en las dos pruebas, teniendo un

comportamiento igual en ambos casos.
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Cuadro 8. Pruebas de Tukey y Duncan para la Clorofila B, para los genotipos
evaluados.

T1 CLOROFILA B (ug/mL)
Subconjunto para alfa = 0.05
PRUEBA/GENTIPO | N 1
HSD Tukey |C-200 20 1.04
C-101 20 1.79
Rio grande |21 1.8
C-122 20 2.15
Floradade |22 2.44
C-64 20 2.7
C-115 20 2.76
Sig. 0.722
Duncan C-200 20 1.04
C-101 20 1.79
Rio grande |21 1.8
C-122 20 2.15
Floradade |22 2.44
C-64 20 2.7
C-115 20 2.76
Sig. 0.192

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Se utilizé el tamafio
de la muestra de la media armonica = 20.404 para HSD Tukey y Duncan. Los tamafios de grupo
no son iguales para HSD Tukey y Duncan. Se utiliza la media armédnica de los tamafios de grupo.

En la Figura 14, se observa que el estrés salino disminuye la cantidad de clorofila
B producida por las plantas de jitomate, siendo el genotipo silvestre C-200 el que
muestra menos cantidad (de 1 pg/mL).
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Figura 14. Concentracion de la clorofila B en T1 y TO para cada variedad.
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Las variedades comerciales disminuyeron la concentracion de TO a T1 en un 50
% pero en este caso no existe significancia estadistica como el caso de la
Clorofila A.

4.1.4. Efecto del estrés salino en la concentracién de clorofila total

En el Cuadro 9 se observa la formacion de dos grupos de variedades bien
definidos para las clorofilas totales. Estas diferencias sugieren que los genotipos
tendieron a comportarse de dos formas distintas en relacion al estrés salino. Si
se comparan los materiales de manera individual, es posible apreciar que el
genotipo C-115 es el que destaca en su contenido de clorofila total aunque
estadisticamente se comporta como los otros exceptuando al genotipo 200. En
general segun lo mencionado anteriormente se tiene que el contenido de
clorofilas disminuye al pasar de TO a T1 pero existen diferencias estadisticas
significativas para sefialar que hay genotipos tolerantes tomando en cuenta éste

factor (Figura 15).

Cuadro 9. Resultados de los estadisticos de Tukey y Duncan para las
concentraciones de clorofilas totales en T1.

T1 CLOROFILA TOTAL (pg/mL)
Subconjunto para alfa = 0.05
PRUEBA/GENTIPO | N 1 2
HSD Tukey |C-200 20 4.46
Floradade |22 6.09 6.09
Rio Grande | 21 6.2 6.2
C-101 20 7.11 7.11
C-122 20 7.35 7.35
C-64 20 7.93 7.93
C-115 20 9.27
Sig. 0.312 0.421
Duncan C-200 20 4.46
Floradade (22 6.09 6.09
Rio Grande | 21 6.2 6.2
C-101 20 7.11 7.11
C-122 20 7.35 7.35
C-64 20 7.93 7.93
C-115 20 9.27
Sig. 0.057 0.082

75



Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Se utilizé el tamafio

de la muestra de la media arménica = 20.404 para HSD Tukey y Duncan. Los tamafios de grupo

no son iguales para HSD Tukey y Duncan. Se utiliza la media arménica de los tamafios de grupo.
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Figura 15. Contenido de clorofila total por variedad en TOy T1.

4.1.1.5 Efecto del estrés salino en la concentracién de azUcares

En el Cuadro 10 se observa que existe evidencia estadistica para distinguir 3

grupos respecto a la concentracion de D-manosa después del estrés salino

segun la prueba de Duncan y dos grupos segun Tukey.
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Cuadro 10. Resultados de las pruebas de Duncan y Tukey para el azucar D-
Manosa en los distintos genotipos evaluados.

T1 D-Manosa (mg/g)
Subconjunto para alfa = 0.05
PRUEBA/GENTIPO N 1 2 3

HSD Tukey |C-64 20 62.94

Rio Grande | 21 70.9 70.9

Floradade |22 80.78 80.78

C-200 20 128.48 128.48

C-101 20 135.77 135.77

C-115 20 143.17

C-122 20 145.75

Sig. 0.088 0.073
Duncan C-64 20 62.94

Rio Grande | 21 70.9

Floradade |22 80.78 80.78

C-200 20 128.48 128.48

C-101 20 135.77

C-115 20 143.17

C-122 20 145.75

Sig. 0.526 0.071 0.556

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Se utilizé el tamafio
de la muestra de la media armonica = 20.404 para HSD Tukey y Duncan. Los tamafios de grupo
no son iguales para HSD Tukey y Duncan. Se utiliza la media armédnica de los tamafios de grupo.

La prueba de Duncan permite distinguir las variedades susceptibles de las
resistentes. Este criterio es el que mejor refleja el comportamiento que mostraron
los materiales en el experimento y sefiala muy bien que los genotipos que fueron
tolerantes al estrés salino son aguellos englobados en el grupo 3 (C-200, C-101,
C-115y C-122).

En la Figura 16 puede verse que las variedades comerciales ‘Floradade’ y ‘Rio
Grande’ presentan cantidades muy bajas de D-manosa y el genotipo C-64
también, siendo el genotipo C-122 el que mas acumul6é este carbohidrato
después de darse el estrés. Se puede observar el comportamiento mostrado por

la prueba de Duncan.
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Figura 16. Contenido de D-Manosa para el T1 y TO de los diferentes genotipos.

En la misma Figura 16 se observa que el genotipo C-115 no cambid su
comportamiento con respecto a la concentracion de D-manosa obtenida en TO y
T1y de hecho aumentd un poco dicha concentracion y el genotipo C-122 no baj6
tanto su concentracion, como en el caso de genotipo C-64 que bajo
significativamente su concentracién en T1y en TO, los genotipos C-200 y C-101

no bajaron su concentracion més alla de los 130 mg/g.

Unos polisacéaridos hemiceluldsicos presentes en las paredes celulares son los
mananos que constituyen un grupo muy heterogéneo en el que la D-manosa es
el componente mayoritario. Su cadena central puede estar formada Unicamente
por restos de D-manosa unidos por un enlace 3(1-4) o presentar restos de D-
glucosa intercalados (glucomananos), los mananos pueden ser componentes de
reserva en algunas semillas mientras que los (galacto) glucomananos estan
presentes en cantidades significativas en paredes secundarias de tejido
lignificado de coniferas (12-15%) y en menor cantidad de angiospermas (3-5%)
(Azcon & Taldn, 2000).

Las reservas de carbohidratos estan constituidas por los carbohidratos no
estructurales totales. Ellos son los primeros productos de la fotosintesis, y
constituyen la energia usada para los procesos asociados con el crecimiento y
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mantenimiento. Como una consecuencia, el balance entre la fotosintesis (fuente),
el crecimiento y la respiracion (sumidero) determina las concentraciones de
carbohidratos no estructurales en la planta, con valores absolutos que dependen
del rango de crecimiento y el estado de desarrollo, asi como de las condiciones
ambientales (Fulkerson & Donaghy, 2001). Los carbohidratos no estructurales
son reductores como glucosa y pentosanos, los no reductores son sacarosa,
fructosanos y almidén. El hecho de que las plantas acumulen la manosa y
glucosa biodisponible para utilizar en distintas rutas metabdlicas que requiera en
un futuro en condiciones de estrés es un indicativo de que la planta esté tolerando
el estrés y se esta preparando para futuros problemas que tenga en el desarrollo.
En Lolium perenne se relacioné el contenido de fructosanos en la envoltura foliar
y en la base de las hojas con el rendimiento de las ramas durante los primeros
dias después de la defoliacion, observandose que se increment6 en 2 6 3 veces
la actividad de la exohidrolasa del fructosano en la envoltura foliar (Morvan-
Bertrandet al., 2001). Se sabe que la salinidad induce menor abundancia y
actividad de la manitol deshidrogenasa (MTD) que transforma el manitol en
manosa, dando lugar a la acumulacion de manitol pero no de azucares en los
tejidos de las plantas (Benavides-Mendoza, 2002). En nuestros ensayos los
genotipos mostraron la respuesta contraria, acumulando azucares en presencia
del estrés lo cual contradice lo encontrado por este autor. Por otro lado, la ruta
gue sintetiza manitol, un osmolito reconocido por proporcionar tolerancia al estrés
hidrico requiere (glucosa-6-fosfato), la glucosa en algunos genotipos se acumulé
tras el estrés como se vera mas adelante, esto podria ayudar a generar mas

osmolitos protectores.

En el Cuadro 11 se muestran los resultados de la prueba de medias para la D-
glucosa, segun Duncan y Tukey. La prueba de Duncan permitié agrupar a los

genotipos en 3 grupos.
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Cuadro 11. Resultados de la las pruebas de Tukey y Duncan para la D-glucosa
en T1, para los genotipos evaluados.

T1 D-Glucosa (mg/g)
Subconjunto para alfa = 0.05
PRUEBA/GENTIPO | N 1 2 3

HSD Tukey |C-64 20 78.05

Rio Grande | 21 85.19 85.19

Floradade |22 96.57 96.57

C-200 20 153.9 153.9

C-101 20 165.05 165.05

C-115 20 171.64 171.64

C-122 20 175.33

Sig. 0.061 0.081
Duncan C-64 20 78.05

Rio Grande | 21 85.19

Floradade |22 96.57 96.57

C-200 20 153.9 153.9

C-101 20 165.05

C-115 20 171.64

C-122 20 175.33

Sig. 0.591 0.076 0.55

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Se utilizé el tamafio
de la muestra de la media armoénica = 20.404 para HSD Tukey y Duncan. Los tamafios de grupo
no son iguales para HSD Tukey y Duncan. Se utiliza la media armoénica de los tamafios de grupo.

De la Figura 17 se muestra que en TO la concentracion de glucosa supero los
150 mg/g, lo cual es un indicativo de referencia debido a que los genotipos C-
115, C-122, C-200 y C-101 superaron ésta cantidad en T1 y las variedades

comerciales junto con C-64 decayeron por debajo de los 100 mg/g. El
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comportamiento de éste azUcar es muy parecido al de la D-manosa, formandose

3 grupos segun la prueba de Duncan.
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Figura 17. Concentracion de D-glucosa para los 7 genotipos evaluados a partir
de 20 plantas testeadas para cada genotipo en los diferentes tiempos TOy T1.

En el Cuadro 12 se muestran los resultados de la prueba de medias para la D-
galactosa, segun Duncan y Tukey. En este caso el grupo 4 generado segun la
prueba de Duncan muestra los genotipos que dieron buenas respuestas para la
variable medida en relacion al estrés y sugiere que los genotipos superiores son
C-200, C-101, C-115, y C-122, todos materiales silvestres.

Cuadro 12. Resultados para la D-Galactosa segun las pruebas de Tukey y
Duncan, para los genotipos evaluados en T1.
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T1 D-Galactosa (mg/g)
Subcenjunto para alfa = 0.05
PRUEBA/GENTIPO 1 2 3 4
HSD Tukey|C-64 20 92.88
Rio Grande 21 104.08 104.08
Floradade 22 116.4 116.4
C-200 20 181.9 181.9
C-101 20 202.72 191.55
C-115 20 20272
C-122 20 210.32
Sig. 0.087 0.085
Duncan |C-64 20 92.88
Ric Grandg 21 104.08 104.08
Floradade 22 116.4 116.4 116.4
C-200 20 181.9 181.9 1819
C-101 20 191.55 191.55
C-115 20 202.72
C-122 20 210.32
Sig. 0.565 0.054 0.063 0.504

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Se utilizé el tamafio
de la muestra de la media armonica = 20.404 para HSD Tukey y Duncan. Los tamafios de grupo
no son iguales para HSD Tukey y Duncan. Se utiliza la media armdnica de los tamafios de grupo.

En la Figura 18 se observa que los genotipos C-115y C-122 no decayeron en T1

en contraste con las variedades comerciales ‘Floradade’ y ‘Rio Grande’ vy el

genotipo silvestre C-64, en que las concentraciones cayeron por debajo de 100

mg/g, en tanto que las variedades C-200 y C101 se mantuvieron por encima de

150 mg/g al igual que lo hicieron los genotipos C-115 y C-122, se observo que

estos ultimos genotipos lograron estabilizar las concentraciones de D-galactosa,

no asi los primeros 3, donde decayeron considerablemente.
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Figura 18. Concentraciones de D-galactosa en T1 y TO para cada genotipo
analizado.

También, se observé que las variedades ‘Floradade’ y ‘Rio Grande’ decaen
considerablemente en sus concentraciones de D-galactosa. De tener valores
arriba de 200 mg/g en TO bajaron a 100 mg/g en T1, mientras que los genotipos
C-115y C-122 no redujeron su concentracion por debajo de los 200 mg/g en T1,
el genotipo que obtuvo la concentracion mas baja fue el C-64 mientras que C-
200 obtuvo 180 mg/g y 190 mg/g para C-101. En el caso del genotipo C-200 que
mostré valores por encima de 300 mg/g en TO, fue el que mayor produccién de
D-galactosa tuvo de los genotipos evaluados.

4.1.1.6 Efecto del estrés salino en el area foliar

En el Cuadro 13 se muestran los resultados de la prueba de medias para el area
foliar, segun Duncan y Tukey.
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Cuadro 13. Prueba de medias segun Duncan y Tukey para la variable area foliar
en T1 para los genotipos evaluados.

T1 Area Foliar (cm2)
Subconjunto para alfa = 0.05
PRUEBA/GENTIPO | N 1 2 3

HSD Tukey |C-115 20 7.95

C-101 20 13.06 13.06

Rio Grande | 21 15.78 15.78 15.78

C-122 20 16.02 16.2 16.02

C-64 20 16.26 16.26 16.26

Floradade |22 18.12 18.12

C-200 20 22.53

Sig. 0.056 0.552 0.208
Duncan C-115 20 7.95

C-101 20 13.06 13.06

Rio Grande | 21 15.78

C-122 20 16.02

C-64 20 16.26

Floradade |22 18.12 18.12

C-200 20 22.53

Sig. 0.112 0.112 0.119

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Se utilizé el tamafio
de la muestra de la media armonica = 20.404 para HSD Tukey y Duncan. Los tamafios de grupo
no son iguales para HSD Tukey y Duncan. Se utiliza la media arménica de los tamafios de grupo.

En el mismo Cuadro 13 se observa que se forman 3 grupos tras haberse
proporcionado el estrés. Los grupos formados tienen que ver un tanto con el
efecto del estrés, aunque también las diferencias se deben a la morfologia

intrinseca (tamafio de foliolos) de los genotipos evaluados.

En la Figura 19 se muestra que bajo condiciones de estrés salino (T1) hubo una
reduccion del area foliar para la mayoria de los genotipos. La coleccién C-200
tuvo una reduccion del 22.58 %, el genotipo “Floradade” un 33.33 %, “Rio
Grande” un 46.66 %, C-64 de 48.38%, C-101 un 44 %, C-115 un 66.66 % y C-
122 un 34.7 %. Por lo cual todos los genotipos sufrieron pérdida de area foliar y
estadisticamente se encontraron 3 grupos distinguibles segun la prueba de
Tukey. El grupo 3 es el que se mostré mejor para tolerar el estrés salino segun

ésta variable.

La disminucion del area foliar es algo que ocurre cuando se somete a las plantas
al estrés salino, como lo menciona Romero et al. (2001) para los cultivares

Daniela con un 16% de area total después del estrés y Moneymarker con un 33%
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después de someterlas a una concentracion de sal de 70 mM. También,
Goykovic & Saavedra (2007) en L. esculentum observaron una reduccion en el
namero de hojas, el area foliar y menos frutos con menos pesos bajo estrés
salino, detectando ademas una gran heterogeneidad en la respuesta al estrés,
puesto que algunos cultivares fueron altamente sensibles y otros tolerantes. En
Psidium guajava L. la salinidad también redujo el area foliar y el peso especifico
de las hojas (Casierra, 2006). En las plantas de fresa (Fragaria sp.) se detecto
una reduccion del &rea foliar y un aumento proporcional del &rea necrosada con
la concentracion de sales en la planta, donde con 80 mM de NaCl se observo un
area necrosada hasta del 80% en algunos casos para el cultivar Chandler
(Casierra y Nehidy, 2005). En nuestros ensayos no observamos medidas de
reducciones tan grandes como el 80% en area foliar, pero variaron entre un
22.58% y un 66.66%.

En TO como se muestra en la Figura 19, las variedades comerciales tuvieron un
area foliar entre 27 cm? y 30 cm?, mientras que el genotipo C-200 fue el que tuvo
mayor area, de 31cm?. Una vez se establece el estrés en T1 se puede observar
que el genotipo C-200 continu6 siendo el que mas area tuvo y las areas de los
genotipos comerciales se redujeron a 18 cm? para ‘Floradade’ y 16 cm? para ‘Rio

Grande’.
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Figura 19. Area foliar de los genotipos de jitomate durante T1y TO.

4.2 Correlaciones de mantel entre matrices obtenidas usando marcadores

y las variables bioquimicas-morfolégicas medidas

La prueba de correlacion de Mantel dio como resultado un valor de 5.87 % (Figura
20), lo que significa la no existencia de correlacion entre los marcadores
moleculares ISSR y los marcadores morfolégicos-bioquimicos. En la misma
Figura 20 se observa que se forman dos conglomerados, uno cargado hacia la
parte genética (marcadores ISSR) y otro hacia la parte bioquimica-morfol6gica,
dando una dispersidon no proporcional de los datos o no directa ya que las
similitudes dependen de la relacion que pueden existir entre un marcador y

alguna de las variables bioguimicas-morfolégicas medidas.
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Figura 20. Correlacion de Mantel entre matrices de datos derivados de
marcadores moleculares ISSR y datos de variables morfoldgicas-bioguimicas. Se
muestra en triangulos morados la relacion del loci 2 para el marcador A7
(triangulo invertido morado) con los otros componentes medidos (circulos
azules).

En las matrices de similitud obtenidas para cada tipo de medicidén se observo que
la relacion entre los datos no es correspondiente debido a que se comparan
datos genéticos vs fenotipicos. Dentro de tipos de variables si puede haber algo
de correlacién por ejemplo los azlUcares d-galactosa y d-glucosa se relacionan
entre si en un 17.5%. También, distintos loci de distintas regiones del genoma
representados por los marcadores utilizados pueden no estar relacionados en
forma directa con las caracteristicas bioquimicas-morfolégicas. Esto concuerda
con lo reportado por Mazzucato et al. (2010) quienes relacionaron SSR’s contra
los rasgos de los descriptores morfologicos para el fruto, encontrando que la
relacion fue de 46 %, lo cual es una correlacion baja y no significativa. Ademas,
el mismo autor pero en el afio 2008, en un analisis mediante QTLs encontré

escasa asociacion de los marcadores contra las mediciones del fruto,
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mencionando que hubo baja significancia estadistica entre ellos. Algo similar
reporté Casals et al. (2011) quien no encontré relaciéon de similitud entre las

matrices de AFLP y datos fenotipicos.

Las comparaciones entre las matrices derivadas de datos morfologicos y
moleculares no siempre son correspondientes mediante éste analisis ya que no
existe una relacion directa simple entre los resultados de los marcadores
moleculares con los de mediciones fenotipicas. Otro estudio mediante
marcadores SSR’s dio como resultado un coeficiente de r= 0.644, lo cual muestra
cierto grado de correlacion entre los datos analizados, pero dicha relacion no es

tan grande como se podria esperar (Yon-Sham et al., 2009).

Mediante marcadores AFLP’s Florido et al. (2007), compar6 matrices obtenidas
con dichos marcadores con matrices donde lo que variaba era la especie de
tomate y encontrd correlaciones del 99.8 %, recomendando utilizar la matriz de

similitud de Dice para comparar dichas matrices.

4.3 Andlisis de relaciones genéticas entre 7 genotipos de jitomate mediante

marcadores ISSR y conglomerados

Se usaron 10 iniciadores ISSR para determinar relaciones de parentesco entre
los 7 genotipos de tomate (Solanum lycopersicum). En el Cuadro 14 se muestra
que el porcentaje de bandas polimérficas fue de 71.84% y el de bandas

monomorficas de 28.16 %.
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Cuadro 14. Descriptiva para marcadores moleculares.

Resumen Cantidad de casos
Muestras 7
Muestras 0
duplicadas

Bandas (numero 103
total)

Patron bandas 51
duplicadas

Bandas 29
monomorficas

Bandas 74

polimorficas

En la Figura 21 se muestra un dendrograma de relaciones entre los siete
genotipos evaluados. Se observa que segun la linea de corte situada a una
distancia de 0.51 se forman tres grupos. Un primer grupo lo formaron las
variedades comerciales ‘Rio Grande’ (R.G) y ‘Floradade’ (J.F) y los materiales
silvestres C-122 y C-200, donde ‘Rio grande’ relacioné mas con C-122 y
‘Floradade’ con C-200. El segundo grupo se integrd con los genotipos silvestres
C-101 y C-64; mientras que el tercer grupo lo conform6 C-115. Los marcadores
ISSR utilizados fueron eficaces para diferenciar a los genotipos evaluados. Los
genotipos mas emparentados fueron ‘Rio Grande’ y C-122, C-101 y C-64,

mientras que el mas distante fue C-115.
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Figura 21. Dendrograma de relaciones entre los 7 genotipos de jitomate
empleando marcadores moleculares ISSR’s, con el método de varianza minima
de Ward y el coeficiente de similitud de Dice (V1-S), con el programa estadistico
Infogen®.

Los marcadores ISSR empleados no requieren conocimiento previo del genoma
y generan alto polimorfismo. Se aplican en estudios de diversidad genética,
filogenética, gendmica y evolucion bioldgica (Gonzéalez et al., 2011). Mediante la
secuenciacion se ha verificado que en jitomate comercial existe muy poco
polimorfismo en su ADN (Park et al., 2004). En un estudio hecho por Gonzalez et
al. (2011) para Lycipersicum spp con iniciadores ISSR generé 144 bandas, de las
que so6lo 53 presentaron polimorfismo, con promedio de 14.4 bandas por
iniciador. En nuestro estudio 74 bandas mostraron polimorfismo, con un promedio

de 10.4 bandas por iniciador.
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En la Figura 22 se muestra un ejemplo de los patrones de bandas obtenidos con
los iniciadores ISSR, A3y P2.

ISSR A3 ISSR P2

A A
[ 1 { |

MPM 115 64 101 122 ‘AG 200 1.F I1F RG 122 200 64 101 115

Figura 22. Patrones de bandas amplificados con los iniciadores ISSR A3 y P2
para los 7 genotipos de jitomate, donde MPM es el marcador de peso molecular,
y los genotipos se indican con sus numeros y siglas correspondientes.

En la Figura 21 a un valor de 0.51 del coeficiente de similitud de Dice se puede
observar la formacién de 3 grupos, el primero por el genotipo C-115 que es una
planta con area foliar chica, de crecimiento indeterminado, de frutos pequefios y
con pocos racimos; el segundo grupo incluyé a los genotipos C-64 y C-101 que
presentan las caracteristicas antes mencionadas para el primer grupo, con la
diferencia que los racimos que se observaron en estos genotipos son de mayor
namero en las plantas. En el tercer grupo se observan las variedades comerciales
‘Floradade’ (J.F) y ‘Rio Grande’ (R.G) con frutos grandes y el genotipo C-200
también de fruto grande, las variedades comerciales no tienen crecimiento
indeterminado pero las variedades silvestres si lo presentan, los racimos de las
variedades comerciales son grandes y de los dos genotipos silvestres no tienen
muchos frutos por racimo, de lo cual podemos indicar que los marcadores
pudieron unirse en regiones del genoma asociadas al ciclo de vida como el tipo
de crecimiento de la planta, tamafio del fruto, tamafio del area foliar, nimero de

racimos por planta, y otros que podrian determinar las diferencias genéticas entre
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los grupos analizados. Los genotipos que mostraron tolerancia como C-101y C-
115 se agruparon en grupos diferentes a los genotipos susceptibles, lo que
sugiere que los marcadores pudieron distinguir grupos por su tolerancia y
susceptibilidad al estrés por sal.

Un estudio realizado por Terzopoulos & Bebeli (2008) utilizando ISSR en colectas
de 33 genotipos de jitomate en Grecia, obtuvieron un promedio de variacion
genética de 0.797 con el coeficiente de Jaccard, en nuestro estudio y utilizando
la distancia de Dice a nivel de 0.51 se formaron 3 grupos obteniendo menor

similitud que ellos.

En el Cuadro 15 se indican los valores de diversidad genética obtenidos entre las
poblaciones de los siete genotipos. El valor de heterocigosidad esperada fue de
0.334 y la diversidad genética entre las poblaciones de 0.360.

Cuadro 15. Medidas de diversidad genética entre las poblaciones de los 7
genotipos de jitomate muestreados utilizando ISSR.

No. De Bandas 74
No. B Frec. >= 5% 74
No. P. Bandas 74

No. Bandas. (<=25%) 0
No.LC. Bandas(<=50%) O

He. 0.334
He. C. 0.017
He. Imp. 0.360
He. Imp. C. 0.018

No. B Frec.>=5% ; Numero de bandas con una frecuencia igual o mayor que el 5%. No. P.
Bandas: Numero de bandas Unicas para la poblacién, No.Bandas (<=25%):No. de bandas
comunes encontradas en un 25% de las poblaciones; No. LC. Bandas (<=50%): numero de
bandas comunes encontradas en un 50% de las poblaciones; He.: heterocigosidad esperada; He.
C.: Correccion de He; He. Imp.: Heterocigosidad imparcial encontrada; He. Imp. C.: Correccion
para He. imp. Donde se tiene que la diversidad genética entre poblaciones es He. Imp.

Casals et al. (2011) trabajo con AFLP encontro que las variedades Montserrat y

Pera Girona obtuvieron un polimorfismo de 6.2% vy 7.4%, respectivamente, lo cual
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es un polimorfismo bajo pero con los marcadores ISSR pudimos obtener hasta

74 bandas polimorficas para los genotipos evaluados.

En un trabajo donde se evaluaron 216 genotipos de tomates (Solanum
lycopersicum L.) de cultivares hibridos y lineas élite donde se utiliz6 marcadores
SSR y la mayoria de los genotipos provenian China, obtuvieron un 72.3% de
polimorfismo para toda la coleccion de genotipos, mientras que en nuestro
trabajo obtuvimos un 69.3% de polimorfismo. Ellos obtuvieron distancias
genéticas de Nei entre las poblaciones con valores de 0.04 (SyAU y CAU), 0.07
(SyAU y AU vs BVRC) y 0.11 (SyAU, CAU y BVRC vs Nunhems) (Chen et al.,
2009). En nuestro trabajo obtuvimos una heterocigocidad dentro de cada
poblacion de 0.45 a 0.234 (Cuadro 16) y entre las poblaciones de 0.36 (Cuadro
15), por lo que los genotipos estudiados mostraron gran diversidad genética entre
poblaciones y dentro de las poblaciones, Benor et al. (2008) obtiene un 0.85 de
similitud entre los grupos mas alejados usando UPGMA entre poblaciones de
China, Japon, Corea y EEUU, nosotros de un 0.68 utilizando UPGMA y Dice por

lo que la similitud entre grupos obtenida es menor que la que tienen ellos.

Otro trabajo con AFLP’s realizado en cuba muestra 69 bandas polimérficas de
305 amplificadas lo cual corresponde a un 22.6% de polimorfismo que se asocio
a S. peruvianum, S. pennellii y S. habrochaites, los resultados mostraron una
limitada variacion genética entre las diferentes accesiones del tomate cultivado
(Florido et al., 2007).

Cuadro 16. Resumen general de parametros de diversidad genética dentro de
cada poblacion de los 7 genotipos de jitomate obtenidos mediante marcadores
ISSR.

Genotipos Na Ne IS He uHe LP %LP
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C-64 2 1.734 0.594 0.409 0.431 57 100
C-101 2 1.675 0.559 0.381 0.401 67 100
C-115 2 1.725 0.59 0.406 0.427 65 100
C-122 2 1.798 0.618 0.431 0.454 55 100
C-200 2 1.758 0.602 0.417 0.439 61 100
Floradade 2 1.576 1.412 0.348 0.234 97 61.86
Rio Grande 2 1.526 0.430 0.295 0.310 97 71.13
Promedio 2 1.68 0.68 0.38 0.38 71.28 90.42

Na: nimero de alelos observados, Ne: nimero efectivo de alelos, IS: indice de Shannon, He:
heterocigocidad esperada, uHe: heterocigocidad corregida, LP: loci polimérficos, %LP: porcentaje
de loci polimérficos.

4.4 Analisis de coordenadas principales (ACoP) para 10 individuos de 7

genotipos de jitomate mediante marcadores ISSR

El Analisis de Coordenadas Principales (ACoP) es una técnica que permite
rastrear patrones en un conjunto de datos multivariados, estos datos pueden ser
loci multiples (variables) y muestras multiples (Peakall y Smouse, 2006). En la
Figura 23 se muestran los grupos formados por los individuos de las siete
variedades de jitomate y en la Figura 24 se muestra un ejemplo de los patrones
de bandas obtenidos para 10 individuos de cada poblacién usando el iniciador
7955, P3, A8y P2.
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Figura 23. Andlisis de coordenadas principales para 70 individuos de los 7
genotipos de jitomate trabajados, empleando marcadores moleculares ISSR. En
el circulo rojo se muestra el grupo | y en el verde el grupo Il.

Segun el ACoP se formaron dos grandes grupos, donde el grupo |, encerrado con
el circulo rojo, se integrd por los genotipos silvestres C-200, C-122, C-101 y
algunos individuos de C-115. El grupo Il, encerrado por el circulo verde, lo
formaron las variedades comerciales “Rio Grande” (R.G) y “Floradade” (J.F), el
genotipo silvestre C-64 y parte de individuos del genotipo C-115 (Figura 23). En
lo que se refiere al grupo | formado por el genotipo C-122 y C-200, estos
materiales fueron colectados en sitios geograficos de una altura mayor que el
resto separandolos por distancia geogréafica de los demas genotipos. El genotipo
C-101 es de una region cercana al mar a 12 m de altura pero de una franja
ecologica que quiza se comparta por eso tiende a unirse a los genotipos C-122 'y
C-200 y formar parte del grupo |.
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El genotipo C-115 tiende a agruparse tanto con genotipos del grupo | como del
grupo Il. En este dltimo grupo se relaciona con las variedades comerciales “Rio
Grande” y “Floradade”. C-115 presenta frutos pequefios de 1 a 3 cm de anchoy

racimos con 5 a 9 frutos.

La variable altitud geogréafica puede jugar un papel importante para determinar
diferencias genéticas entre los grupos de jitomate silvestre, por otra parte el
aislamiento geogréfico y los cuellos de botella que se pueden generar en estas
poblaciones pueden ser muy répidos debido a que es una especie autdgama (se
puede autopolinizar al ser hermafrodita), por ello al aislarse una poblacion puede
presentarse el efecto fundador y con ello fijar los genes en éstas poblaciones
como ya se comprob6 para Solanum seccion Lycopersicon en 4 especies
silvestres del género como S. lycopersicum var. Cerasiforme, S. habrochaites, S.
neorickii y S. pimpinellifolium; dichas especies generaron mayor variabilidad
genética por el solo hecho de que las poblaciones se distribuyeran en rios,
terrenos baldios, jardines, y otros. Para determinar la diversidad genética se
utilizaron marcadores SSR y se analizaron 17 loci en desequilibrio de ligamiento
encontrando gran riqueza de heterocigosidad esperada. Para S. lycopersicum
var. Cerasiforme obtienen un valor de 0.506, S. pimpinellifolium 0.614, S
habrochaites 0.53 y S. neorickii de 0.459. En comparacion, en nuestro trabajo
obtuvimos valores de heterocigosidad esperada de 0.454 a 0.234 (Cuadro 16)
(Morales et al.,, 2016). Los cuales son menores que los obtenidos por estos
investigadores, sin embargo los marcadores empleados por nosotros también
nos permitieron distinguir que los genotipos muestreados presentan diversidad
genética para las variedades silvestres colectadas en Guerrero.

En otro estudio de diversidad genética realizado en Italia utilizando marcadores
tipo SSR para 61 genotipos obtuvieron valores de heterocigosidad esperada de
0.22 a 0.44. Estos resultados indican que si se utilizan SSR es posible medir y
clasificar mejor los genotipos de Solanum lycopersicum ya que en variedades
comerciales de Italia tuvieron valores de heterocigosidad esperada de 0.36 y con

genotipos silvestres de América Latina un 0.44. Como es de esperar, las
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variedades comerciales tienen menor diversidad. En el presente trabajo también
se encontraron bajos valores de diversidad en los genotipos comerciales: 0.310
para ‘Rio Grande’ y 0.234 para ‘Floradade’ (Cuadro 16), estos valores entran
dentro del rango de valores aceptables para genotipos comerciales con

marcadores moleculares (Mazzucato et al., 2008).

Como ya se mencion0, en el presente trabajo usando marcadores ISSR los
materiales forman grupos distinguibles por regidon geogréfica y altura. Los
genotipos C-115 y C-64 comparten el tamafio del fruto pequefio de 2 a5 cm de
diametro, al igual que el area del foliolo mas pequefia que el resto de genotipos.
En contraste el genotipo C-200 tiene un tamafio de fruto comparable con el de la
variedad comercial ‘Rio Grande’ y el area del foliolo es de un tamafio similar al
de dicha variedad comercial, el genotipo C-122 es morfol6gicamente parecido a
los genotipos C-115 y C-64 segun las caracteristicas mencionadas anteriormente
para ellos, s6lo que el numero de foliolos en la planta era mayor que el de los
genotipos C-115y C-64.

En un estudio hecho por Morales et al. (2014) encontré que las variables como
ancho de la hoja (foliolo), longitud del nervio principal, longitud del peciolo son
altamente significativas para correlacionar los genotipos a nivel morfolégico, asi
como las que caracterizan al fruto como el numero de locus, longitud del fruto,
diametro del fruto, peso de frutos en campo y niumero de flores por planta. Pero
las variables como longitud de la nervadura principal, longitud del peciolo,
longitud de sépalos, altura a la primera inflorescencia muestran muy baja
correlacion en el analisis de coordenadas principales que realizaron. En su
estudio trabajaron con 166 accesiones pertenecientes a cinco especies silvestres
del género Solanum seccidon Lycopersicon, por desgracia no emplearon
marcadores moleculares para el estudio pero pudieron separar a S. habrochaites
del resto. En comparaciéon nosotros pudimos distinguir al menos dos grupos de
genotipos aislados por altura y posicion geografica, y también obtuvimos mayor
diversidad genética empleando marcadores ISSR que solo haciendo

caracterizacion morfolégica.
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Otro estudio con marcadores tipo SNP de 410 accesiones que se creia habian
asociado a 5 subgrupos por los datos de pedigri las cuales eran: 144 procesados,
122 mercado fresco, 88 cosecha clasica, 43 silvestre tipo ‘cherry’ y 16 S.
pimpinellifolium. Mediante un andlisis de componentes principales y de
desequilibrio se soport6 la separacion del tipo de mercado fresco en un grupo de
110 de fruto largo y otros 12 en las accesiones tipo ‘cherry’ (cultivado ‘Cherry’).
Simultdneamente se dividio a los tipo de cultivo clasico en 61 accesiones de fruto
largo, 15 en las accesiones tipo ‘cherry’ con la integracién a la subpoblacién tipo
‘cherry cultivar’. Encontraron 7 subgrupos: 141 procesados, 110 fruto alargado
de mercado fresco (antes referidos como mercado fresco), 61 fruto alargado de
cultivo clasico (anteriormente referido como cultivo clasico), 27 cultivar tipo
‘cherry’, 12 ‘criollos’, 43 silvestres ‘cherry’ y 16 S. pimpinellifolium. La
heterocigosis encontrada para cada subgrupo a partir de 7,684 SNP fue de 0.02
para procesados, 0.01 para el mercado fresco con fruto largo, 0.01 para largo del
fruto cosecha clasica y 0.04 para S. pimpinellifolium. Los andlisis de la
heterocigosis para las variedades comerciales revelan una diversidad genética
reducida en contraste con los encontrados en este trabajo para las variedades
silvestres y cultivares aunque éstas ultimas no son las mismas que ellos utilizaron
(Cuadro 16). Los resultados que obtuvimos con los marcadores ISSR son menos
precisos que los SNP ya que los SNP son codominantes al igual que los SSR y
los ISSR no lo son, por ello se pierde parte de la informacién de los heterocigotos
y los homocigotos dominantes al no saber diferenciarlos por el tipo de marcador
que usamos al hacer el analisis. El mejoramiento genético tiende a reducir la
diversidad genética en las variedades mejoradas, mientras que en el caso de los
materiales silvestres pueden colonizar nuevas zonas ecoldgicas y aumentar su
diversidad, al estar en campo abierto pueden ocurrir cruzas entre las poblaciones
silvestres cercanas aumentando un poco la diversidad de las mismas (Sim et al.,
2012).

En un estudio hecho por Zuriaga et al. (2009) con mas de 200 accesiones de S.
pimpinellifolium de Perd y Ecuador, encontraron que los datos climaticos de los

sitios de colecta estuvieron altamente correlacionados con la diversidad genética.
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La falta de uniformidad de los climas de los dos paises demostré ser un factor
importante para determinar la alta diversidad. La mayor diversidad se ubicé en
el Norte de Pertu y la menor en las Islas Galapagos, observando que las
interacciones entre S. pimpinellifolium y S. lycopersicum fueron muy cercanas
entre ambas especies, esto puede confirmar nuestra sospecha de que las zonas

ecologicas son las que han determinado los grupos del analisis de la Figura 23.

Los botanicos han postulado que los jitomates tipo ‘Cherry’ son plantas ferales
de una posible mezcla entre las silvestres y las cultivadas (Rick & Halle, 1990;
Peralta et al., 2007). Estudios recientes revelan que S. pimpinellifolium tipo
‘Cherry’ silvestre y cultivado han evolucionado como especies complejas
producto de una alta hibridizacion dando como resultado un grupo llamado S.
lycopersicum cerasiforme, las hibridizaciones se han dado entre los grupos de S.

lycopersicum y S. pimpinellifolium (Ranc et al., 2008).

los 7 genotipos de jitomate analizados, empleando el iniciador 7955, P3, A8y P2,
en la parte inferior de cada imagen se indica el genotipo al cual pertenecen en
orden de diez posos de izquierda a derecha, los ultimos 5 pozos en la parte
inferior derecha de cada imagen corresponden solo con al genotipo al final y el
marcador de peso molecular esta indicado como MPM en el primer y el dltimo
pozo de cada gel.

En el Cuadro 17 se indican las coordenadas de los sitios de colecta de los

materiales silvestres evaluados.
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Cuadro 17. Coordenadas de los sitios de colecta de los genotipos de jitomate
silvestres.

Genotipos Latitud Longitud Altura
C-200 17°33.665'N  100°16.416°0O 2680 M
C-122 16°47.600'N  99°50.290°0 1717 M
C-101 16°57.379°'N  100°7.638°0 12 M
C-115 17°5.966'N 100°27.985°0 16 M
C-64 18°4.521'N 102°44.420000 62 M

4.5 Analisis de coordenadas principales para los 7 genotipos de jitomate

individuales empleando marcadores moleculares ISSR

En la Figura 25 se muestran los resultados del ACoP considerando a cada
variedad de manera individual. Se observa que los genotipos estudiados se
encuentran separados genéticamente unos de otros, los genotipos C-101 y C-64
son los mas relacionados genéticamente. Desde el punto de vista geogréfico
(Cuadro 17) son poblaciones muy cercanas una de la otra y sus nichos ecoldgicos
pueden ser también muy parecidos debido al clima de la regién. El genotipo
‘Floradade’ (J.F) es el que se muestra mas separado del resto y parece el mas
diferenciado, posiblemente por la seleccién aplicada durante el mejoramiento

genético.
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Figura 25. Andlisis de coordenadas principales para los 7 genotipos de jitomate
individuales trabajados, empleando marcadores moleculares ISSR.

Los genotipos C-200 y ‘Rio grande’ R.G se encuentran en la parte central de la
gréfica, tienen la particularidad de presentar un tamafio de fruto y hojas grandes
por lo que éstas caracteristicas genéticas podrian hacer que se agrupen en ésta
region. En comparacion con el estudio de individuos podemos determinar que
existen diferencias entre los genotipos estudiados y que en algunos casos como

en las variedades comerciales se puede discriminar con mayor facilidad los
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grupos, pero en las silvestres podria existir cruzamiento entre ellas y con las
comerciales que generaran nuevos genotipos como es el caso del genotipo C-64

y quiza el C-101 por estar muy cerca genéticamente del genotipo C-64.

También, el que las variedades C-200, C-122 y ‘Rio grande’ (R.G) se agrupen en
el centro puede ser debido a que los marcadores se asocian a regiones del
genoma que pueden tener que ver con el ciclo de vida y el desarrollo de la planta
en altitudes por encima de los mil metros. Por otro lado al genotipo comercial
‘Floradade’ lo que mas lo caracteriza es la forma del fruto redonda, esto podria
ser un indicativo de que los ISSR utilizados se asociaron a regiones del genoma
relacionadas con el desarrollo del fruto ya que separa a éste genotipo del resto.
El genotipo ‘Rio Grande’ (R.G) y el C-200 tienden a estar mas cercanos debido
posiblemente a que ambos comparten un fruto grande, no de tipo “Cherry” como

el resto de los silvestres.

Mediante SNPs se han relacionado polimorfismos especificos a la forma del fruto,
por ejemplo una delecién en el cromosoma old-gold-crimson (0g°) resulta en la
perdida de la funcién de la licopeno beta-ciclasa enzima que degrada el licopeno,
resultando en la acumulacion de licopeno y dandole una apariencia de rojo
obscuro/morado al fruto del tomate otro es el color amarillo dado por una delecién
que da un coddn TGA de stop que resulta en una proteina truncada de psyl en
la parte terminal de 23 amino acidos generando el color amarillo (Fray & Grierson,
1993).

4.6 Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para 7 genotipos de jitomate

usando marcadores tipo ISSR

En el Cuadro 18 se presentan los resultados del analisis de varianza molecular
(AMOVA), asi como el porcentaje de variacion entre poblaciones y dentro de

individuos encontrados para los 7 genotipos de jitomate.
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Cuadro 18. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para los 7 genotipos de
jitomate.

Fuente de GL SC CM VC lter# PV Estadisticos
Variaciéon deF
Entre 6 294.5 49.095 3.740 1000 24% Fsr-0.242

Poblaciones

Dentro de 63 737.100 11.07 11.700 1000 76%
individuos

Total 69 1031.671 15.440 100.00

SC: suma de cuadrados, GL: grados de libertad, CM: cuadrado medio, Iter.#: nimero de

repeticiones, CV: Varianza de los componentes y PV: porcentaje de variacién,*=p<0.001.

El mismo Cuadro 18 vy la Figura 26 muestran que la diversidad genética entre
poblaciones es del 24% y de un 76% dentro de los individuos. El coeficiente de
diferenciacion genética en funcion de las frecuencias alélicas de los genotipos de
jitomate tuvo un valor de Fst= 0.242 (p<0.0001). En funcién de los pardmetros de
este estadistico, se asume que los genotipos de jitomate estan claramente
diferenciados genéticamente. Esto se debe en buena medida a que se reconocen
grupos de genotipos distintos de jitomate como ya se ha comentado por las
distintas regiones geograficas en que crecen lo que favorece la diferenciacion
genética entre ellos. También, hay que considerar que dentro de un mismo
genotipo existe variabilidad genética. Este estadistico no asume modelos de

mutacion y unicamente diferencia entre poblaciones y dentro de poblaciones.
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Porcentaje de la Varianza Molecular

Figura 26. Gréfico de la variacion obtenida dentro y entre poblaciones para los 7
genotipos de jitomate empleando marcadores ISSR, para los estadisticos F.

En un estudio realizado por Ranc et al. (2008) se compararon 380 genotipos de
Solanum lycopersicum con marcadores SSR. El valor estimado de Fst obtuvo un
alto valor de diferenciacion de 0.21. Si se compara este valor con el obtenido en
el presente estudio, es posible afirmar que los materiales que evaluamos

presentan altos grados de diversidad entre poblaciones.

4.7 Comparacion entre dendrogramas generados usando marcadores ISSR

vs morfoldgicos-bioquimicos e ISSR + morfolégicos bioquimicos

En la Figura 27 se muestra un dendrograma de relaciones entre los siete
genotipos de jitomate evaluados usando marcadores ISSR. Se observa que
segun la linea de corte situada a una distancia de 0.51 se forman tres grupos. Un
primer grupo lo formaron las variedades comerciales ‘Rio Grande’ (R.G) y
‘Floradade’ (J.F) y los materiales silvestres C-122 y C-200, donde ‘Rio grande’
relacion6 mas con C-122 y ‘Floradade’ con C-200. El segundo grupo se integré
con los genotipos silvestres C-101 y C-64; mientras que el tercer grupo lo
conformé C-115. Los marcadores ISSR utilizados fueron eficaces para diferenciar
a los genotipos evaluados. Los genotipos mas emparentados fueron ‘Rio
Grande’y C-122, C-101 y C-64, mientras que el mas distante fue C-115.
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Figura 27. Dendrograma de relaciones entre los 7 genotipos de jitomate
empleando marcadores moleculares ISSR con el método de varianza minima de
Ward y el coeficiente de similitud de Dice (V1-S) con el programa estadistico
Infogen®.

Utilizando coeficientes de distancia DIST se realizaron también dendrogramas
correspondientes usando variables bioquimicas-morfolégicas y un arbol
consenso ISSR + los datos bioguimico-morfologicos, esto con el fin de comparar
las agrupaciones entre los diferentes tipos de marcadores.

En la Figura 28 se muestra el dendrograma obtenido usando marcadores
morfolégicos-bioquimicos. A un coeficiente de distancia DIST de 28.43 se
observa la formacion de dos grandes grupos. El grupo | lo formaron las
colecciones C-115, C-64 y C-122, ademas de la variedad comercial ‘Floradade’
(J.F). El grupo Il quedé integrado por la variedad comercial ‘Rio Grande’ (R.G) y
las colectas C-101 y C-200.
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Figura 28. Dendrograma de relaciones entre los genotipos de jitomate usando
marcadores bioquimico-morfolégicos en TO, con UPGMA con el método de Dice.

En el mismo dendrograma (Figura 28) se puede observar discordancia con el
dendrograma generado usando solo marcadores ISSR (Figura 27), en el cual se
agrupan el genotipo C-64 y el C-101, mientras que en este el C-64 se une con el
genotipo comercial ‘Floradade’ (J.F) y el C-101 con el genotipo comercial ‘Rio
Grande’ (R.G). Por otro lado, el genotipo C-200 se encuentra mas relacionado al
genotipo C-101 a diferencia del arbol construido con los ISSR que lo relaciona

mas con la variedad comercial ‘Floradade’ tipo saladette.

Por otro lado, los resultados muestran grupos relacionados por el tamafio del
area foliar como es el caso del grupo Il formado por ‘Rio Grande’ (R.G), C-101y
C-200, que fueron los genotipos con mayor area foliar. El grupo | se integré en
Su mayoria con genotipos con area foliar reducida, el genotipo que no presenta
esta caracteristica es la variedad comercial ‘Floradade’ (J.F). Como es de esperar
se reduce la distancia en similitud entre las poblaciones evaluadas en
comparacion con el generado mediante ISSR, comenzando a diferenciarse los
grupos a un coeficiente de 28.48 y el punto de similitud mas pronunciado es el
de 37.03.
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En la Figura 29 se muestra el dendrograma consenso obtenido usando
marcadores ISSR + morfoldgicos-bioquimicos. A un coeficiente de distancia DIST
de 0.11 se observa la formacion de dos grandes grupos. El grupo | lo formo la
coleccion C-101 y el grupo Il se integro con el resto de los genotipos.

Grupo I: genotipos C-115, C-64, C-122 y ‘Floradade’ (J.F.)

Grupo II: Rio grande (R.G), C-101 y C-200.

C-115
C-64
IF
c-122

R.G

C-101

1 1 L] L] 1
0.01 0.07 0.11 0.15 0.19

Figura 29. Dendrograma consenso de relaciones entre los genotipos de jitomate
usando los marcadores ISSR y bioquimicos-morfolégicos en TO, con UPGMA y
Dice.

En la misma Figura 29 se puede observar que los genotipos C-115 y C-64 se
agrupan con ‘Floradade’ (J.F) como ocurre en la Figura 28 con los marcadores
bioguimico-morfologicos. Una diferencia es que en la Figura 29 se muestran 2
grupos uno formado solo por el genotipo C-101 y otro que conjunta como
subgrupos derivados al resto de los genotipos, a diferencia del dendrograma
hecho a partir de solo ISSR (Figura 27) que muestra que cada genotipo forma un
grupo definido.
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4.8 Resumen de resultados para la identificacion de los genotipos

tolerantes y susceptibles

Para la identificacion de los genotipos tolerantes y susceptibles se procedio a
realizar una evaluacién en la etapa reproductiva segun una escala de valores
para cada variable, calificando a los genotipos como: +++, con tolerancia; ++,
tolerancia media; +, tolerancia minima y finalmente con el signo —, al que no
presentaba tolerancia segun la variable evaluada. Al final se contabilizé el
ndamero de signos + y en base al total se clasificaron los genotipos como
tolerantes, medio tolerantes y susceptibles. Se consider6 como genotipos
tolerantes a los que sumaban las mejores caracteristicas y como susceptibles a

los que sumaban las peores caracteristicas (Cuadro 19).

Para la etapa reproductiva bajo tratamiento de salinidad se identificé con mayor
tolerancia y con 17 puntos al genotipo C-101, mientras que el genotipo ‘Rio
Grande’ (R.G) fue el mas susceptible con una calificacion de 6 puntos (Cuadro
19). Los genotipos silvestres fueron los que obtuvieron los puntajes mas altos,
siendo estos las variedades C-200, C-101, C-122 y C-115. Dichas colecciones
mostraron resistencia alin a concentraciones de sal de 250 mM, mientras que los
genotipos comerciales ‘Floradade’ (J.F) y ‘Rio Grande’ (R.G) mostraron
tolerancia sélo hasta los 100 mM de concentracién salina. El genotipo C-64
mostré ser medianamente tolerante a dicho estrés, resistiendo concentraciones
de 150 mM (Cuadro 19).

108



Cuadro 19. Resumen de evaluacion de caracteristicas de los genotipos de
jitomate durante la etapa reproductiva bajo tratamiento de estrés severo, para
determinar su tolerancia o susceptibilidad al estrés salino.

VARIABLES/ RiO

GENOTIPOS  GRANDE FLORADADE C-115 C-122 C-64 C-200 C-101
CRA(%) - - + + A+ A+
CLOROFILA A + - +++  ++ ++ - ++
CLOROFILA B - ++ ++ + ++ - -
CLOROFILA

+ + + + + - +

TOTAL
D-MANOSA - + +++ +++ - +++ -+t
D-GLUCOSA - + +++ 4+ - +++ 4+
D-GALACTOSA + + +++  +++ - +++ +++
AREA FOLIAR +++ ++ + ++ A+
TOTAL 6 8 17 16 10 15 17

4.9 Construccién del dendrograma y determinacion de relaciones
bioquimicas morfolégicas entre los genotipos bajo condiciones de estrés
salino

Con el fin de verificar la agrupacién de genotipos bajo condiciones severas de
estrés salino se obtuvo un dendrograma de relaciones mediante un andlisis de
agrupamiento UPGMA vy el coeficiente de DIST, formandose 3 grupos a una

distancia de 0.075 (Figura 30) quedando integrado de la manera siguiente:
Grupo I: Variedades comerciales ‘Floradade’ (J:F) y ‘Rio Grande’ (R.G.).
Grupo II: Genotipos C-101, C-200, C-115y C-122.

Grupo llI: Genotipo C-64.
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Figura 30. Dendograma de relaciones bioquimico-morfologicas de jitomate
(Solanum lycopersicum L.) bajo condiciones de estrés salino severo.

En el dendrograma de la Figura 30 se observa que los genotipos comerciales
forman el grupo I, siendo los mas susceptibles al estrés salino como se muestra
en el Cuadro 19. El grupo Il quedé integrado por C-101, C-200, C-115y C-122,
que fueron los mas tolerantes al estrés por salinidad; mientras que C-64 formo el
grupo lll. C-64 resulté ser una variedad medianamente tolerante al estrés salino.
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4.10 Ordenamiento de genotipos de jitomate (Solanum lycopersicum L.) por
sus caracteristicas morfoldgicas-bioquimicas medidas en la etapa
reproductiva bajo condiciones de estrés salino severo, mediante un andlisis

de componentes principales

Al realizar un ordenamiento de los genotipos de jitomate por los caracteres
morfologicos-bioquimicos medidos en la etapa reproductiva bajo condiciones de
estrés salino severo (Figura 31), se observo una agrupacion muy semejante a la
obtenida en el dendrograma de la Figura 30. Se distingue la relacion de cercania
gue existe entre los genotipos comerciales ‘Rio grande’ (R.G) y ‘Floradade’ (J.F),
mientras que los genotipos silvestres tienden a separarse significativamente de
los comerciales confirmando las relaciones mostradas en la Figura 30 y los
resultados del Cuadro 19, referente a las variedades que se mostraron como
resistentes, medianamente resistentes y susceptibles, separandose los grupos
acorde también a lo observado en los andlisis de varianza y los otros analisis

mostrados.

3.16 #—
| JF64
1

Figura 31. Grafico en 2D donde se muestra el agrupamiento utilizando los datos
bioquimico-morfolégicos de los genotipos de jitomate (S. lycopersicum L.)
durante la etapa reproductiva y bajo condiciones de estrés salino severo.

En el Cuadro 20 se indica que las variables que contribuyeron a explicar en mayor
proporcion la variacion debida al componente 1 fueron los tres azucares (D-MAN,
D-GAL y D-GLU), el area foliar (AF) y la clorofila b (CB); mientras que las que

explican el componente 2 fueron la clorofila A (CA) y la clorofila total (CT). Entre
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los dos componentes explican un 86.9 % del comportamiento bajo condiciones

de estrés salino de las plantas, como se muestra en el Cuadro 21

Cuadro 200. Matriz de componentes principales, para los caracteres Bioquimico-

Morfologicos bajo la condicion T1.

Matriz de componente?

T1 AF
T1 CRA(%)

T1CB
T1CA
T1CT
T1 D- MAN

T1 D-GAL
T1 D-GLU

Componente

1 2
-.784 .535
.343 .542
.840 -.462
321 -.860
729 -.672
.789 .587
791 .580
.796 .584

Método de extraccién: analisis de
componentes principales.

a. 2 componentes extraidos.

Cuadro 211. Varianza total explicada de las variables bioquimico-morfologicas
evaluadas durante la etapa reproductiva del jitomate bajo condiciones de estrés

salino (T1).

Varianza total explicada

Componente Autovalores iniciales

Sumas de extraccion de cargas al

cuadrado
Total % de % Total % de %
varianza acumulado varianza acumulado

1 3.952 49.406 49.406 3.952 49.406 49.406
2 3.006 37.579 86.985 3.006 37.579 86.985
3 .686 8.570 95.555
4 .268 3.344 98.899
5 .087 1.088 99.987
6 .001 .013 100.000
7 1.852E- 2.315E- 100.000

16 15
8 - -9.308E- 100.000

7.447E- 15

16

Método de extraccion: analisis de componentes principales.
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4.11 Amplificacion de los genes de resistencia a estrés salino por PCR

Con la finalidad de determinar si los 7 genotipos de jitomate presentaban los
genes LOX y JERF1 de resistencia al estrés salino se llevaron a cabo reacciones
de amplificacion mediante PCR. EI gen LOX codifica para la enzima lipo-
oxigenasa y los productos de amplificacion se muestran en la Figura 32. En ésta
se observa la presencia de dicho gen en los 7 genotipos de jitomate evaluados
en este estudio, el resto de bandas que se ve en la imagen pueden ser distintas

secuencias de genes que pertenecen a la misma familia de genes LOX.

S TR

LOX

LiE
i

o e

Figura 32. Amplificacién del gen LOX de 2580 pares de bases de longitud, en los
7 genotipos de jitomate trabajados. La banda marcada con la flecha roja

corresponde al gen LOX.

Para el gen JERF1 también se realizaron amplificaciones mediante PCR para
comprobar si el gen estaba presente en los 7 genotipos de jitomate evaluados.

Se obtuvieron bandas correspondientes a dicho gen como se muestra en la

Figura 33.
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Figura 33. Amplificacién del gen JERF1 de 1119 pares de bases de longitud
mediante PCR para los 7 genotipos de jitomate evaluados. La banda marcada
con la flecha roja corresponde al gen JERF1.

4.12 Amplificaciéon de los genes de resistencia a estrés salino mediante RT-

PCR convencional

En ésta parte del trabajo se evalu6 la expresion de los genes LOX y JERF1
cuando los genotipos C-115, C-200, C-101 (silvestres) y la variedad comercial
‘Floradade’(J.F) se sometieron a estrés salino (200 mM de NaCl) durante 0, 3,
12 y 24 horas.

Se observo la presencia del gen JERF1 de un tamafio de 222 pb en las plantas

sometidas a estrés como se muestra en la Figura 34.
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Figura 34. Productos de RT-PCR convencional del gen JERF1 para cuatro
genotipos de jitomate evaluados. A: C-115, B:C-200, C:C-101 y D:’Floradade’ con
sus distintos tiempos 0 h; 0, 3 h;3, 12 h; 12 y 24 h; todos se sometieron a 200 mM
de NacCl.

La banda correspondiente al gen esta a nivel de la flecha roja marcada. Se
observa que todos los individuos mostraron expresion del gen en a las 0 horas lo
cual corresponde a 15 min en los que se coloco las hojas en la solucion salina.
El genotipo C-115 no volvid a presentar activacion del gen hasta las 24 horas, el
genotipo comercial ‘Floradade’ (J.F) tipo saladette (D) tampoco volvié a presentar
la banda en algun tiempo de duracion del estrés (solo a las 0 h), el genotipo C-
101 reactivé el gen a las 12 horas y a las 24 horas, y por ultimo el genotipo C-
200 sélo activé el gen tras los 15 min de que se someti6 al estrésy alas 12 h
(en B.12).

Se conoce que la familia de genes de Factores de Transcripcion de Etileno (ERF)
tiene una respuesta a ataque por patdgenos. Para nuestro trabajo ello queda
descartado debido a que las hojas sometidas al estrés eran hojas nuevas, no se
observé presencia de ningn microorganismo en ellas y las plantas no mostraron
indicios de estar enfermas (Sharma et al. 2010). JERF1 también puede responder
al etileno; al respecto en las hojas que sometimos al estrés se pudo observar
epinastia, la cual esta dada por sintesis de etileno y auxinas. Este fenémeno es
normal en plantas sometidas a estrés abiotico, en jitomate se tiene que el gen
JERF1 se puede inducir mediante &cido abscisico, etileno, MeJa y tratamientos
por sal, lo cual sugiere que en nuestros experimentos pudo existir activacion de
la expresion génica de JERF1 por dos vias, una mediante el etileno en las hojas
gue mostraron epinastia y la sal, solo hay que tomar en cuenta que la epinastia
se generd como consecuencia de someter las plantas al estrés salino y la planta
comenzo a general etileno para reforzar los mecanismos de estrés a los que se
veia sometida. También se ha observado que los transcritos de dicho gen se
acumulan en jitomate tras 10 minutos de someterse a estrés por sal a 300 mM y
ello se sostuvo durante 4 horas, disminuyendo tras 8 horas de estar sometida la

planta a estrés (Sharma et al. 2010). En nuestro caso no obtuvimos dicha
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respuesta en todos los genotipos sometidos, lo que si se observé fue que tras
15 minutos de someterse al estrés todas las plantas activaron el factor de
transcripcion JERF1. EIl genotipo C-101 que en el presente trabajo mostrd ser
tolerante al estrés por sal mostré la activacion del gen alas 0, 12y 24 h (en C.0,
C.12 y C.24), dicha actividad no la mostré ningun otro genotipo probado, esto
puede sugerir un mecanismo molecular mas preciso para activar esta ruta

metabolica en éste genotipo.

En tabaco (Nicotiana tabacum L.) se ha encontrado que los ERFs son factores
de transcripcidén importantes, algunos de ellos interactian con la caja GCC de los
elementos de respuesta a la deshidratacién (DRE), por accion del etileno, metil
jasmonato, acido abscisico y sal, es el caso del factor de transcripcion JERF1
que conecta las distintas rutas de transduccién de sefales. También en el tabaco
se encontro que la sobre expresion de JERF1 activa a la caja GCC contenida
por genes de osmotolerancia GLA, Prb-1b y CHN50 en condiciones normales y
subsecuentemente se encontré que se promueve tolerancia a la salinidad como
resultado de la regulacion de la tolerancia osmética, obteniéndose tolerancia a
300 mM de NaCl (Zhang et al. 2004). En nuestro trabajo pudimos comprobar que
dicho gen es activado como parte de la respuesta al estrés salino, en diferentes
tiempos por la planta de jitomate y en concentraciones de 200 mM, por lo que
puede ser un gen relevante para dicha resistencia en las plantas silvestres y
pueden existir variedades de dicho factor de transcripciébn en los genotipos
silvestres que quiza le den mayor precision a la respuesta osmotica. En otro
estudio se aislé una variante del gen JERF1 llamado JCERF1en las plantas de
Jatropha curcas. El gen se usé para obtener plantas transgénicas de tabaco y se
observo tolerancia al estrés por sal. Se evaluo la expresion del gen mediante RT-
PCR en tiempo real y las unidades relativas de dicho gen fueron al tiempo 0 una
unidad relativa de expresion, a la hora 2.5 unidades, a las 3 horas 0.5 unidades,
a las 6 horas 1.5 unidades, a las 12 horas 2.5, a las 24 horas 3.25 y a las 48
horas 2.25 unidades en las plantas transgenicas (Yang et al. 2014). Si bien
nosotros no pudimos medir por unidades relativas presentamos un

comportamiento de la actividad del gen en nuestro trabajo observando que
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JERF1 en los tiempos 0, 12 y 24 h del genotipo C-101 fue el que se mostro activo.
Se ha demostrado que el silenciamiento del gen JERF1 en plantas infectadas por
el Virus del Mosaico de Tabaco promueve que las plantas mueran rdpidamente,
por lo que se presupone como un factor de transcripcion importante en la
interaccion planta-virus, en nuestro trabajo lo mostramos como un factor de
transcripcion para estrés abidtico sin embargo es un gen muy versatil siendo
activado por varios factores al parecer dafiinos en la mayoria de los casos para
la planta (Dartan y Burcu, 2004).

También se ha propuesto que JERF1 es un factor de transcripcion que modula
rio arriba la actividad de los genes lipoxigenasa (LOX) y la fenilalanina amonio-
liasa (PAL) induciendo la expresion de los genes correspondientes, con el
resultado de incrementar la sintesis del &cido jasmoénico (AJ)/acido salicilico (AS)
y la activacién de la respuesta de defensa dependiente de AJ/AS. Como se ha
mencionado, JERF1 también se une a los elementos cis GCC y DRE/CRT
controlando la expresion de genes de respuesta a estrés abidtico y bidtico, esto
debido a que las proteinas ERF contienen sitios de fosforilacion y la fosforilacion
de éstas proteinas promueve la union a la caja GCC; por otra parte interactla
con una proteina basica de unién a leucina ABF2 y activa la transcripcion de
genes regulados por acido abscisico (ABA). Por lo anterior se ha propuesto que
JERF1 requiere una regulacién de su funcion mediada por fosforilacion u otras
proteinas cooperativas (Pan et al., 2014). Debido a los niveles de expresion
mostrados por el genotipo C-101 podemos deducir que podria tener una mejor
regulacion del JERF1 que los otros genotipos analizados, que podria estar

regulada por una mejor cascada de fosforilacién y méas proteinas cooperativas.

Por otro lado, los productos de amplificacion del gen LOX por RT-PCR mostraron
la amplificacion de la banda de un tamafio de aproximadamente 197 pb en las
plantas sometidas a estrés salino como se muestra en la Figura 35. El genotipo
C-200 se expreso en los 4 tiempos, el genotipo ‘Floradade’ (J.F) mostro actividad
alas 0,3y24 h (B.0, B.3yB.24), el genotipo C-101 se activo en los tiempos 0,
3y24h(C.0,C.3yC.24)y el genotipo C-115 mostré actividad en los 4 tiempos.
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Figura 35. Productos de RT-PCR convencional del gen LOX para los 4 genotipos
de jitomate evaluados. A: C-200, B: ‘Floradade’, C: C-101 y D: C-115, con sus
distintos tiempos 0 h: 0, 3 h;3, 12 h; 12 y 24 h, todos se sometieron a 200 mM de
NacCl.

El gen LOX puede estar relacionado con la biosintesis de acido jasménico y ha
sido reportado también como gen de induccién de la expresion de ABA, peroxido
de hidrégeno (H202) y acidos grasos conjugados. Se tiene la hipotesis de que
bajo distintos estimulos los rayos UV y los &cidos grasos pueden activar distintas
rutas donde participan MAP kinasas, como en mecanismos de resistencia al frio
(Karabudak et al., 2014). Como se observa en la Figura 35 en el incremento en
la expresion del gen LOX bajo el estrés por sal podrian estar participando las
rutas de MAP kinasas, que pueden detonar la alarma para que la planta pueda

comprobar la clase de estrés que se le esta aplicando en ese momento.

La actividad del gen LOX puede estar relacionada no sélo con la generacion de
hidroperoxidos lipidicos si no también radicales superoxidos via oxidacion de
nucleotidos de piridina y por ello contribuir al estrés oxidativo en las células de
las plantas. Similarmente se ha establecido que los mecanismos de defensa de
la planta requieren el deterioro de los lipidos de membrana o reacciones tardias
gue coinciden con la formacion de lipidos derivados en sustancias fito-toxicas
quizd mediadas por LOX (Molina et al., 2002). Podemos mencionar que los
genotipos estudiados tuvieron actividad del gen LOX en los distintos tiempos y

dos de ellos mostraron tolerancia a 250 mM por lo que si bien la actividad de éste
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gen puede traer consecuencias negativas, parece que provoca el encendido de

otras rutas metabolicas que compensan positivamente el estrés por sal.

Rodriguez et al. (1999) encontraron que la alta actividad de la lipoxigenasa y la
actividad de enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa, catalasa,
ascorbato peroxidasa, glutation reductasa y glutation-S-transferasa en tejido
calloso de jitomate a 50 mM de NaCl mostraron una diferencia significativa contra
el control por lo que sugieren que la tolerancia a salinidad en tejido calloso de
jitomate es debido a la alta capacidad de formacion de hidroperédxido de acidos
grasos poliinsaturados que son precursores moleculares del acido jasmonico,
gue desencadena un sistema de defensa en las células ayudando a la tolerancia
al estrés salino y a la captura de especies reactivas de oxigeno. En nuestro
estudio se pudo observar una actividad constante del gen de LOX, lo que sugiere
gue el aumento en la actividad de dicho gen puede involucrar la activaciéon de la

respuesta al estrés dada por el &cido jasmonico.

Ghanem et al. (2012) mencionan que en las raices de jitomate encontraron una
reduccion en la concentracion de oxilipinas después de 5 dias de estrés con sal
(son el resultado de la actividad de las enzimas lipooxigenasas), y tras 21 dias
de estrés se reforzé el decremento de la concentracion. También, determinaron
mediante caracterizacion enantiomérica que las oxilipinas se presentan en forma
enzimatica. Esto indica que la auto oxidacion masiva de lipidos no se presenta
en los érganos que estan en contacto directo con la sal y por ello las membranas
no tienen un proceso de peroxidacién fuerte. En las hojas so observé un
incremento de las oxilipinas bajo el estrés salino y se localizaron de forma
enzimatica. Para la abscision de las hojas se ha reportado un incremento de
oxilipinas, pero lo que se ha demostrado es que no se lleva a cabo un proceso
no enzimatico de auto oxidacién bajo el estrés por sal. Por otro lado, un aumento
del &cido jasmodnico se observo bajo el estrés por sal teniendo su maximo pico a
los 21 dias. Como hemos mencionado las rutas metabdlicas que pueden
desencadenar las oxilipinas pueden también provocar un aumento en la

resistencia a diferentes tipos de estrés.
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La expresion del gen LOX puede variar segun el genotipo muestreado. En
Lycopersicon esculentum (Lem) y L. pennellii (Lpa) se ha encontrado que la
actividad en condiciones normales y bajo estrés salino son distintas; en Lpa se
observo que bajo condiciones normales en el cloroplasto LOX estaba un 400 %
mas activo que en Lem. Sin embargo bajo condiciones de estrés salino 100 mM,
la actividad en Lpa disminuyd un 50 % y en Lem aumenté un 150 % en los
cloroplastos (Mittova et al., 2001). Si bien nosotros no realizamos la cuantificacion
directa de LOX, si podemos aventurar que los genotipos mas tolerantes al estrés
salino como C-101 y C-115 pudieran tener mecanismos diferentes que activan la

expresion del gen.
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VI. CONCLUSIONES

De acuerdo a los analisis morfologicos y bioquimicos realizados en el presente
trabajo fue posible identificar genotipos de jitomate tolerantes y susceptibles al
estrés salino en la etapa reproductiva. Se identificé a los genotipos C-115y C-
101 como los mas tolerantes y los genotipos mas susceptibles fueron los
comerciales ‘Rio Grande’ y ‘Floradade’. Los dos componentes principales
pudieron explicar el 86.9% de la varianza total de los datos de las plantas en
condiciones de estrés salino. Los genotipos que lograron generaron azucares
pese al estrés salino tienen la posibilidad de utilizar dichos azucares en distintas

rutas metabdlicas, entre ellas la generacion de mas osmolitos protectores.

Los marcadores moleculares empleados mostraron la existencia de una baja
similitud entre los genotipos evaluados y una diversidad genética grande, con
respecto a lo presentado por otros autores. Los genotipos silvestres presentaron
mayor diversidad genética que los cultivares que se evaluaron. La diversidad
genética que presentan nuestros materiales es mayor que la presentada por
trabajos que refieren colectas en Asia y Europa, pero menor a la presentada por

trabajos que refieren colectas en América del sur (Ecuador y Peru).

El andlisis de coordenadas principales mostré que la distribucién de los genotipos
evaluados podria estar asociada en mayor medida por la altura y la distribucion
de los nichos ecoldgicos de las zonas de colecta a las cuales pertenecen los

genotipos.

En los materiales que mostraron ser tolerantes al estrés salino se presenté mayor
activacion de los genes JERF1 y LOX con respecto a los tiempos en los que se
llevé a cabo el estrés, por lo que podrian presentar un mejor mecanismo de
identificacion del estrés el cual les ayuda en activar todas las rutas de tolerancia
de los genes evaluados a diferencia de los materiales en los que no se presenta

dicha actividad.
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