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RESUMEN GENERAL

TOLERANCIA A CLORURO DE SODIO DE LINEAS DE TOMATE (Solanum
lycopersicum L.) NATIVO DE MEXICO EN GERMINACION, PLANTULA'Y
PLANTA ADULTA

El tomate, segundo producto horticola de mayor importancia a nivel mundial, es
moderadamente sensible a la salinidad; una condicion que resta calidad y
produccion al fruto. Se ha recurrido a especies nativas para ser utilizados como
recurso genético en el mejoramiento de tomate. El objetivo de esta
investigacion fue identificar lineas derivadas de poblaciones de tomate nativo
de México con tolerancia a sales; asi como caracteres y dafio asociados con
dicha condicion durante las etapas de germinacion, plantula y planta adulta.
Durante germinaciéon, 52 lineas de tomate nativo y dos hibridos comerciales
fueron evaluados con NaCl 150 y 0 mM durante 20 dias en camara de
germinacién con oscuridad constante, temperatura de 25+2 °C y humedad
relativa de 80+4 %. En etapa de plantula se evaluaron 22 lineas en sistema de
balsa flotante durante 12 dias bajo concentraciones de 175y 0 mM de NacCl.
En etapa adulta se evaluaron cuatro lineas durante 83 dias en un sistema de
contenedores con conductividad eléctrica de 2.5 y 13 dS-m™. Durante las tres
etapas de desarrollo se tuvieron reducciones significativas (a<0.05) en la
mayoria de los caracteres evaluados. En germinacion el porcentaje de
germinacion y la velocidad de germinacion fueron afectados 65.2 y 88.2 %,
respectivamente; mientras que la materia seca acumulada tuvo reduccion de
67.1 %. En plantula, los caracteres méas afectados fueron la tasa de
crecimiento, el area foliar y el peso seco con reducciones de 71.4, 59.3 y 46.3
%, respectivamente. En planta adulta el peso de fruto (62.3 %) fue el caracter
mas afectado; mientras que el peso seco total se redujo 18.7 %. La etapa de
germinacion y plantula son las mas susceptible a la condicion salina. Los dafios
causados por toxicidad i6nica y estrés hidrico varian de acuerdo con la etapa
de desarrollo y el 6rgano afectado.

Palabras clave: sales, tolerancia, germinacion, plantula, planta adulta.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Autonoma Chapingo.

Autor: Ariadna Goreti L6pez Méndez
Director: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez



GENERAL ABSTRACT

TOLERANCE TO SODIUM CHLORIDE OF TOMATO LINES (Solanum
lycopersicum L.) NATIVE TO MEXICO IN GERMINATION, SEEDLING AND
ADULT PLANT

Tomato, the second most important horticultural product worldwide, is
moderately sensitive to salinity; a condition that reduces quality and production
of the fruit. Native species have been used as genetic resources for tomato
improvement. The objective of this research was to identify lines derived from
native Mexico tomato populations with tolerance to salts; as well as characters
and damages associated with said condition during the germination, seedling
and adult plant stages. During germination, 52 native tomato lines and two
commercial hybrids were evaluated with 150 and 0 mM NacCl for 20 days in a
germination chamber with constant darkness, temperature of 25+2 °C and
relative humidity of 80+4 %. At the seedling stage, 22 lines were evaluated in a
floating raft system for 12 days under concentrations of 175 and 0 mM NacCl. In
the adult stage, four lines were evaluated for 83 days in a container system with
electrical conductivity of 2.5 and 13 dS-m™. During the three stages of
development there were significant reductions (a<0.05) in most of the evaluated
traits. In germination, the germination percentage and germination speed were
affected 65.2 and 88.2 %, respectively; while the accumulated dry matter had a
reduction of 67.1 %. In seedlings, the most affected characters were growth
rate, leaf area and dry weight with reductions of 71.4, 59.3 and 46.3 %,
respectively. In adult plants, fruit weight (62.3 %) was the most affected
character; While the total dry weight decreased 18.7 %. The germination and
seedling stage are the most susceptible to saline condition. The damage
caused by ionic toxicity and water stress varies according to the stage of
development and the affected organ.

Keywords: salts, tolerance, germination, seedling, adult plants.

Thesis of Doctor of Sciences in Horticulture, Chapingo Autonomous University.
Author: Ariadna Goreti L6pez Méndez
Director: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez



INTRODUCCION GENERAL

El cambio climatico, la calidad y cantidad del agua de riego, la erosién del
suelo, los sistemas de produccion intensivos, el uso de aguas salinas y aguas
subterraneas para riego, la aplicacion excesiva de fertilizantes quimicos y la
rotacion irracional de cultivos aumentara el porcentaje de tierras afectadas por
la salinidad (Li et al., 2015). Una de las estrategias que se siguen para
contrarrestar este problema es el desarrollo de variedades tolerantes al estrés
salino, aunque el tomate es catalogado como un cultivo altamente sensible a la
salinidad (Abdelgawad et al., 2019).

El tomate es considerado uno de los cultivos horticolas mas importantes en el
mundo por su produccién (250 millones de toneladas), superficie de siembra
(6’163,463 ha), rendimiento (40.84 t/ha) y valor nutricional (alto contenido de
vitaminas, minerales y antioxidantes) (Base de datos estadisticos corporativos
de la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion, 2022).

Nueve por ciento de la superficie terrestre (1257 millones de hectareas) estan
afectados por sales (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
la Alimentacion, 2021). Del total de la superficie arable del mundo (16'646,000
km2), se estim6 que 85 % ya esta afectado por salinidad. Los paises que
presentan las superficies de cultivo mas afectadas por la sal son China,
Argentina, India, Rusia y México que en conjunto representan 1'779,500 km?,
aproximadamente 15 % de la superficie de tierra cultivable (Negacz et al.,
2022). En México, el area agricola de riego es de 9.23 millones de hectareas,
de las cuales 60 % esta afectada por sodio y salinidad; mientras que 8.91
millones de hectareas de area agricola de temporal, sufre estas condiciones

(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2021).

El estrés ionico y osmotico disminuyen el crecimiento y desarrollo general de la
planta; asi como el rendimiento y la produccién de semillas (Bogoutdinova et
al., 2023; Valenzuela et al., 2022). Debido al estrés diversos 6rganos son
afectados: las hojas disminuyen su tamafo, area foliar y materia seca; las
raices disminuyen su longitud y materia seca (Guo et al., 2022; Munns et al.,

2020); las flores e inflorescencias sufren alteraciones morfolégicas, disminuye



la produccion de ovulos, la receptividad del estigma es afectada y los granos de

polen pierden viabilidad (Ghanem et al., 2009; Martinez et al., 2012).

La toxicidad i6nica se debe a la presencia de iones Na* y CI en el interior de
las células vegetales, los cuales son responsables de la alteracion de la
sintesis de proteinas, la actividad enzimatica, el equilibrio de los iones
citosolicos (Ma et al., 2022; Mansour y Hassan 2022) y el efecto antagonico
con algunos nutrimentos como Ca?*, Mg?*, K*, Fe?*, Zn?** y Mo?* (Egea et al.,
2022; Rosca et al., 2023)

La tolerancia a la salinidad de las plantas esta directamente asociada con la
etapa fenoldgica, el érgano de la planta afectado, la duracion y severidad del
estrés y los factores ambientales que lo causan (Dasgan et al., 2002; Gerona et
al., 2019; Ludwiczak et al., 2021; Peleg et al., 2021; Ruiz-Espinoza et al., 2014;
Sanjuan-Lara et al., 2015; Sun et al., 2010).

El componente genético también es de gran importancia en algunas plantas
porque contienen genes que regulan mdltiples mecanismos para la
acumulacion de Na*, incluida la regulacién de la absorcién y distribucion de
iones, osmorregulacibn mediante la acumulacion de osmoprotectores,
activacion de vias de sefalizacion de sal, exclusion eficiente de iones toxicos,
capacidad de eliminacién y cambios en respuestas hormonales (Cuartero et al.,
1992; Guo et al., 2022; Martinez et al., 2014; Sun et al., 2010), regulacion
epigenética y cambios en la expresion génica de antiportadores de Na*/H*
vacuolares o de membrana plasmatica y canales i6nicos (NHX, SOS, Nha),
pirofosfatasa vacuolar (AVP), transportadores de potasio (HKT), antioxidantes
(APX, CAT, SOD), factores de transcripcion (NAC, ERF, DREB, ZIP, MYB),
eliminadores de ROS vy proteinas que participan en la funcién protectora (LEA,
HSP, COR), osmolitos (PDH, ProT, BADH, TPS) y la transduccion de sefiales
(MKK, MPK, CIPK, Rab) (Himabindu et al., 2016; Mishra & Tanna, 2017;
Urbanaviciaté et al., 2021).

Caracteres fisiologicos, morfolégicos y bioquimicos relacionados con la
tolerancia a estrés abidtico en cultivares domesticados han disminuido debido a

gue el mejoramiento genético se ha centrado principalmente en la obtencion de



variedades resistentes a enfermedades, calidad de fruto y arquitectura de la
planta (Khan et al., 2022; Rawat et al., 2022; Rothan et al., 2019; Van Deynze
et al.,, 2007; Wang et al., 2020), ademas la escasa frecuencia de genes
relacionados con esta tolerancia en germoplasma convencional obliga a recurrir
a poblaciones silvestres y nativas como una alternativa en busca de genes de
tolerancia a factores adversos, ya sea como donares de genes o bien como
portainjertos en la produccion comercial (Estafi et al., 2005), que aun esta lejos
de ser abordada adecuadamente dada la gran diversidad de tomates nativos y

silvestres (Ramirez-Ojeda et al., 2022).

Las poblaciones silvestres y nativas de tomate presentan gran diversidad
morfoldgica, ecoldgica y genética, comprendida en 13 especies emparentadas
(Knapp & Peralta 2016, The 100 Tomato Genome Sequencing Consortium et
al., 2014; Peralta et al., 2008; Ramirez-Ojeda et al., 2022). Su gran area de
distribucion (desde el nivel del mar hasta altitudes de mas de 3 000 metros) y
confrontacién ante ambientes desfavorables ha devenido en la presencia de
numerosos rasgos de resistencia a enfermedades, calidad de fruto, tolerancia
al estrés abidtico e incluso el rendimiento de fruto (Bonarota et al., 2022; Ghani
et al., 2020; Hibbins & Hahn 2021; Kabas & Celik, 2021; Marin-Montes et al.,
2016; Rodriguez-Guzman et al., 2009; Zhang et al., 2018).

Dentro de la especie domestica Solanum lycopersicum varios cultivares se
consideran mas tolerantes a la sal que otros (Alfocea et al., 1993), sin
embargo, no presentan el mismo grado de tolerancia que las especies hal6fitas
silvestres. Algunas especies silvestres de tomate se consideran tolerantes a la
sal como S. chilense, S. pimpinellifolium, S. pennelli, S. cheesmaniae, S.
peruvianum y S. galapagense (Albaladejo et al., 2017; Bonarota et al., 2022;
Chetelat et al., 2009; Pailles et al., 2020; Zaki & Yokoi, 2016).

La variacion fenotipica, la expresion de genes y las rutas metabdlicas
involucradas en la tolerancia a sales en las especies nativas y silvestres de
tomate proporciona mayor compresion de la variacion genética de dichas
especies para el desarrollo de genotipos tolerantes, a pesar de este gran

esfuerzo, solo se ha desarrollado un pequefio numero de cultivares,



parcialmente tolerantes a la salinidad (Algudah et al., 2019; Kukurba &
Montgomery, 2015; Sant’Ana & Lefsrud, 2018).

La disponibilidad de especies nativas de tomate halofilas permite su uso en el
mejoramiento genético de variedades tolerantes a condiciones salinas. Por lo
tanto, el objetivo de la presente investigacion fue identificar lineas derivadas de
poblaciones de tomate nativo de México con tolerancia a sales y caracteres
morfologicos asociados con dicha condicion durante las etapas de germinacion,

plantula y planta adulta.
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Abstract: Tomato is considered moderately sensitive to salinity, which detracts from the quality and
yield of its fruit; therefore, wild populations have been used as a genetic resource. The aim of this
research was to identify lines derived from wild tomato populations with tolerance to salinity during
the germination and seedling stages. During germination, 52 wild lines and 2 commercial hybrids
(Imperial®, Reserva®) were subjected to treatment with 150 mM and 0 mM NaCl and evaluated. The
test was carried out for 20 days in a germination chamber with constant darkness, a temperature of
25 = 2 °C and relative humidity conditions of 80 £ 4%. At the seedling stage, 22 wild tomato lines
with the best performance in the germination test and 2 commercial hybrids (Imperial®, Topanga®)
were evaluated for 12 days in a floating raft system. Concentrations of 175 mM and 0 mM of NaCl
were used. During germination, the saline condition decreased the germination percentage (65.2%),
speed of germination (88.2%), steam length (72.5%), root length (46.56%), number of normal plants
(59.5%), stem dry matter (68.78%), root dry matter (61.99%), and total dry matter (67.1%). At the
seedling stage, this condition decreased (p < 0.05) the aerial part dry matter (46.37%), leaf area
(59.35%), root length (42.43%), final plant height (40.24%), and growth rate (71.42%). Seventeen
tolerant genotypes were identified in one of the two developmental stages, while one genotype
showed tolerance in both stages. These results indicate that there are different response mechanisms
in each developmental stage. Native tomatoes play an important role in the identification of tolerant
genotypes since they can be used as genetic resources for obtaining commercial genotypes with
salt tolerance.

Keywords: salt tolerant genotypes; wild tomato; developmental stages; seed germination

1. Introduction

In total, 9% of the Earth’s land surface (more than 424 million hectares of topsoil and
833 million hectares of subsoil) are salt-affected and 50% of its agricultural land is affected
by salts [1]; this condition is responsible for significant crop yield losses, with an annual
value of up to USD 30 billion [2]. In Mexico, the irrigated agricultural area is 9.23 million
hectares, out of which 60% is affected by sodium and salinity. whereas from the rainfed
agricultural area, 8.91 million hectares, 19.7%, suffers from these conditions [3], indicating
that almost a fifth of the agricultural land area faces these problems. Salt-affected areas
are increasing due to the use of saline water and the intensive use of groundwater for
irrigation, the excessive application of chemical fertilizers, and irrational crop rotation [4];
therefore, one of the current challenges facing agriculture is to increase crop production
under saline conditions. One of the strategies being followed to address this problem is the
development of salt stress-tolerant varieties.

Horticulturae 2024, 10, 466. https://doi.org/10.3390/horticulturae10050466
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Excess soil salinity generates ionic stress in plants due to the increase in toxic ions such
as Na* and Cl~ that alter the ionic balance of the cell membrane, causing organ destruction,
alterations in protein synthesis, structural changes to enzymes, and respiratory disorders [5].
Osmotic stress is also generated due to the limited availability of water resulting from the
increase in osmotic pressure, which decreases growth by inhibiting water uptake by the
roots, which in turn generates oxidative damage and may cause plant death [6-8]. Some
agronomically important traits adversely affected by salt stress include germination, leaf
development, leaf area, plant height, root length, dry matter accumulation, photoassimilate
production, etc. [9,10].

Plant salinity tolerance is directly associated with the phenological stage, the af-
fected plant organ, the duration and severity of stress, and the environmental factors that
cause it [11-14]. The genetic component is also of great importance since wild tomatoes
with salt tolerance have multiple regulatory mechanisms of Na* accumulation, includ-
ing osmoregulation, regulation of ion uptake and distribution, and efficient antioxidant
defense [11,15,16].

Wild tomato species represent a valuable genetic resource for improving commercial
varieties since genetic variability in cultivated tomato is scarce; however, it is necessary to
initially characterize native materials to identify the type of tolerance they may possess [17],
since the use of uncharacterized accessions may indicate that commercial cultivars have
greater tolerance to salinity [18-20]. This is especially true in the case of wild species
phylogenetically related to tomato, which have greater resistance to salts; such is the case
of Solanum sitiens, Solanum pimpinellifolium, Solanum galapaguense, Solanum cheesmaniae,
Solanum chilense, and Solanum peruvianum [2,21-26].

Some S. pimpinellifolium accessions have high salt tolerance, making them potential
candidates for breeding [2,27], since, being closely related to S. Iycopersicum, they have
been used as a donor of many important traits for commercial tomato [27]. S. galapaguense
and S. cheesmaniae, wild species endemic to the Galapagos Islands, have been harnessed
to transfer salinity tolerance, so that improved plants can be irrigated with one-third of
seawater [25].

Wild tomato populations are still very frequently observed, and it is possible to find
them in a cultivated form, as well as with tolerance and promoted growth. In fact, wild
tomato has shown a strong ability to disperse and overrun perturbated areas; itis used as
food, in the preparation of sauces, and as a medicinal plant [28]. Ramirez-Ojeda et al. [29]
identified areas of high diversity in wild tomato populations. These areas also reflect
high-diversity climate conditions, which coincide with known areas of great diversity and
the regional use of wild tomatoes.

Given the great genetic variation in wild species and especially those native to Mexico,
one of the centers of domestication of this species [30], information on its tolerance to salts
is still scarce since its study initially requires phenotypic characterization and subsequently
the identification of specific genes that confer resistance to this condition. Therefore, the
evaluation of phenotypic traits of a plant, such as its architecture and biochemical properties,
is key to explaining plant growth and yield under salt stress conditions [31]. The limited
study of native materials is due to their low commercial importance, and hence their scarce
cultivation, despite their extraordinary culinary and nutraceutical characteristics. Thus,
they are used mainly for local consumption in regional stews, associated with the cultural
richness of the different cultures in the country.

Because commercial tomato breeding has focused on the development of disease-
resistant cultivars with commercial fruit quality [32], tolerance to abiotic stresses has
not been decisively addressed; moreover, the difficulty of identifying this tolerance
in conventional germplasm forces us to resort to wild populations as alternatives that
are still far from being properly addressed in view of the wide diversity of native and
wild tomatoes.
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This research aimed to identify lines, derived from wild tomato populations, with
tolerance to salinity during germination and seedling stages for their probable use
in breeding.

2. Materials and Methods

The experiments were established in greenhouses operated by the Universidad Autébnoma
Chapingo (UACh) located at NL 19°29'23" and WL 98°52'26", and 2264 masl.

The genotypes evaluated were lines derived from wild tomato populations of the
PMGT and the Wild Tomato Breeding Program of the Colegio de Postgraduados (Table A1),
as well as three commercial hybrids used as controls: Imperial® (Enza Zaden, San Juan
Bautista, CA, USA), Reserva® (Vilmorin, Salinas, CA, USA), and Topanga® (Rogers Seeds,
Yuma, AZ, USA). The evaluated lines were derived from wild population by means of
individual selection and maintained by selfing.

2.1 Germination Salt Tolerance Test

Fifty-five wild tomato lines and the commercial hybrids Imperial® (Enza Zaden, San
Juan Bautista, CA, USA) and Reserva® (Vilmorin, Salinas, CA, USA) were evaluated using
a sodium chloride concentration of 150 mM (13.7 dS'm~1), as well as a control with the
absence of NaCl (0 mM). The used NaCl concentration was selected based on previous
laboratory tests and various investigations [5,15,33-39]. Since the concentration of 150 mM
of NaCl was not a lethal dose, it allowed us to discriminate tolerant genotypes from those
that were susceptible. The Imperial variety has an indeterminate growth habit and is
preferred for greenhouse production systems; it has large fruits (260 g), and is of the round
type and red in color, with high commercial quality, a long shelf life, high firmness, and high
yield. The Reserva variety has the same characteristics, although its fruit is a medium-sized
saladette type (120 g) and develops better in temperate to cold environments.

The experimental unit consisted of a 5.5 cm diameter Petri dish, with 25 seeds and
filter paper as a substrate, saturated with 2 mL of distilled water or with the saline solution
(150 mM). A completely randomized experimental design with four replicates was used.
The germination test was carried out for 20 days in a germination chamber (LAB-TECH INC
Model D-7140, Mexico city, MEX) in constant darkness, with a temperature of 25 £ °C
and relative humidity condition of 80 +4%.

Germinated seeds were counted daily for 20 days. A seed was considered germinated
when radicle protrusion occurred. At the end of the test, the following were evaluated:
germination percentage (GP), stem length (SL, in cm), root length (RL, in cm), number of
normal plants (NP), accumulated stem dry matter (SDM, in mg), accumulated root dry
matter (RDM, in mg), total dry matter (TOTDM, in mg), and speed of germination (SG), in
accordance with the formula proposed by Mag;uire [40]:

SG Xi

_i; di

where n = number of counts performed during the test; Xi = number of seeds germinated
between counti — 1 and count i; di = number of days after sowing at count i.

An analysis of variance and Tukey’s multiple comparison test (x < 0.05) were per-
formed on the evaluated traits. Additionally, Pearson linear correlations were obtained for
each pair of variables. The SAS statistical package, version 9.1, was used.

2.2 Salt Tolerance Test in Seedlings

Twenty-two wild tomato lines (with the best performance in the germination test)
and two commercial hybrids were evaluated: Imperial® (Enza Zaden, Enkhuizen, the
Netherlands) and Topanga® (Rogers Seeds, Yuma, AZ, USA). The Topanga variety has a semi-
indeterminate habit, and is of the irregular semi-round type, with intermediate perfor-
mance in greenhouse production systems. The experiment was conducted in a greenhouse
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covered with 30% shade plastic. The minimum, maximum, and average temperatures
recorded were 6.2 °C, 34.3°C, and 21.3 °C, respectively. The relative humidity ranged from
17.2 to 80.0%, with an average of 61.9%; radiation ranged from 23.6 to 500.8 pmot s~1 with

an average of 114.2 pmol's~ L
The genotypes were planted in 200-cavity polystyrene trays with Oasis® peat foam

substrate. Transplanting was carried out in a floating raft system (expanded polystyrene
plates) in wooden boxes measuring 2.4 mx1.2 m and 20 cm high, covered with polyethy-
lene and with a capacity of 500 L of nutrient solution. The nutrient solution used was
composed of 0.589 kg m~3 of Ca(N0O3)z, 0.101 kg m~3 of KNOs, 0.123 kg m 3 of KHzPOs4,
0.171 kg m~3 of MgS04, 0.033 kg -m 3 of librel mix, 0.012 kg-m~3 of FeS04, 0.007 kg-m~3 of
borax, and 0.022 kg m ™3 of H2S04. Transplanting in the floating raft system was performed
20 days after sowing.

Four days after transplanting (DAT), NaCl was applied to the nutrient solution to
achieve a concentration of 175 mM of NaCl (15.9 dS'm ~1); likewise, a treatment without salt
application (0 mM NaCl) was considered. The 175 mM NaCl concentration was obtained
by considering the molecular weight of NaCl (58.4398), multiplied by 0.175. This corre-
sponds to adding 10.227 g of NaCl to a liter of nutritive solution. The selection of this NaCl
concentration was based on previous tests and the results from Bogoutdinova et al. [5],
Sanjuan-Laraetal. [14], Avila-Amador et al. [37], Wafa’a [41], and Saeed et al. [42]. The float-
ing raft system used with this concentration allowed the survival of seedlings for 12 days
after the application of treatments used to discriminate tolerant and susceptible genotypes.

The experimental unit consisted of 5 seedlings, of which the three central ones were
evaluated. A randomized complete block experimental design with three replicates was
used for each NaCl concentration.

Seedling height (SH, in cm) was recorded from three EU seedlings every three days.
At the end of the trial, 12 days after the application of NaCl (16 DAT), the following were
quantified: root length (RL, in cm), aerial part dry matter (APDM, in g), and root dry matter
(RDM, in g). Leaf area (LA, in cm?) was determined by capturing digital photographs and
processing them with Image] software (v1.4.3.67; National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA).

The evaluated traits were subjected to an analysis of variance as a series of experiments
(NaCl concentrations) in a randomized complete block design; additionally, Tukey’s test
(x 9.05) was performed, and Pearson linear correlations were obtained for each pair of
variables.

Plant height (PH) was measured on four occasions (3, 6, 9, and 12 DAT); a regression
analysis with the exponential model was performed for each experimental unit:

E[PH] = e™BX

where E[PH] = expectancy for plant height; X = days after transplanting; B = the parame-
ter indicating the plant height growth rate; e = the natural logarithm base (e = 2.718281828).
Statistical analyses were obtained with the SAS package, version 9.1.

3. Results
3.1 Germination under Salinity Conditions

The analysis of variance (Table 1) showed significance (0£0.05) in all traits evaluated
for concentration (CON), genotypes (GEN), and their interaction (GENxCON), except
for RL in CON. This indicates differential effects caused by salt stress, and by genotypic
differences; in addition, some genotypes had different behaviors across NaCl concentra-
tions. Coefficients of variation were high due to the high-level salt stress, which increased
variations within treatments.



Horticulturae 2024, 10, 466

50f17

Table 1. Sources of variation (SV), degrees of freedom (DF), and mean squares (MS) of the anal-
ysis of variance of traits evaluated in 54 tomato lines under saline conditions (150 mM NaCl)
during germination.

SV DF GP SG SL RL NP SDM RDM TOTDM
GEN 56 1507.2* 8.7* 6.79 * 1.89* 10314 * 2349* 9.50* 3322%
CON 1 300,642.0 * 2922.0 * 1472.80 * 62.25* 220,422.0 * 13,144.0 * 40593 * 17,869.0 *

GENxCON 56 1525.4 * 39* 2.82% 2.34%* 1286.9 * 82.2* 4.85* 128.0 *
ERROR 228 298.2 0.7 0.97 0.85 636.6 16.8 1.50 26.3
TOTAL 341

Ccv 28.2 22.4 27.00 65.74 421 34.7 50.49 35.8

MEAN 61.3 3.7 3.64 1.41 59.9 11.8 2.43 14.3

GEN: genotype; CON: concentration; GP: germination percentage; SG: speed of germination; SL: stem length;
RL: root length; NP: normal plants; SDM: stem dry matter; RDM: root dry matter; TOTDM: total dry matter;
CV: coefficient of variation. * Significant with a value of & < 0.05.

Mean comparisons of NaCl concentrations (Table 2) indicated that the 150 mM dose
decreased (X 9.05) all evaluated traits. Salt stress reduced the GP by 65.2% and the SG by
88.2%, causing the germination period to extend to 20 days in most genotypes evaluated. In
contrast, in the absence of stress, germination occurred within 10 days. SL and RL reduced
by 72.5% and 46.56%, respectively, and the dry weights, SDM, RDM, and TOTDM, reduced
by 68.78%, 61.99%, and 67.1%, respectively.
Table 2. Mean comparisons of NaCl concentrations and percentage reductions due to the salt stress
effect on traits evaluated in 57 tomato lines during germination.

CON (mM) GP SG SL RL NP SDM RDM TOTDM

0 91.0£0.79a 6.61£0.15a 571+ 0.07 a 183+ 0.06a 853+ 1.24a 18.02+£0.59a 351+0.13a 21.5+£0.70 a
150 31.7+2.74b 0.81%£0.07b 156+ 0.14b 098+0.10b 345+281b 5.63+0.61b 1.34+£0.14b 71£0.77b
HSD 3.7 0.22 0.21 0.20 5.4 0.87 0.26 1.1

Decrease % 65.2 88.2 72.50 46.56 59.5 68.78 61.99 67.1

CON: concentration; GP: germination percentage; SG: speed of germination; SL: stem length; RL: root length;
NP: normal plants; SDM: stem dry matter; RDM: root dry matter; TOTDM: total dry matter; HSD = honest
significant difference. Means with the same letter within columns do not differ statistically (Tukey, ® < 0.05).
Linear correlations (Table 3) indicated that the evaluated traits are strongly associated

with each other in a positive way (a<0.05), because they assess seed vigor during germi-
nation, which is reduced in the presence of NaCl, hence the negative correlations with this
factor, especially with SG and SL (x < 0.05). These results agree with what is indicated by
the comparisons of means of the NaCl concentration factor (Table 2).
Table 3. Linear correlations between pairs of traits evaluated in 57 tomato lines under salinity
stress.

CON GP SG SL R NP SDM RDM

GP —-0.74*

SG —-0.87 * 0.82*

SL -0.81* 0.9 * 0.86*

RL —0.35* 0.66 * 0.46 * 0.63*

NP —0.66 * 0.75 * 0.50 * 0.77 * 0.56*

SDM -0.61* 0.79 * 0.69 * 0.82 * 0.58* 0.68 *
RDM —0.51* 0.78 * 0.65* 0.75* 0.66 * 0.62* 0.87 *
TOTDM —-0.60 * 0.81 * 0.74* 0.82* 0.61* 0.69 * 0.99 * 0.90*

CON: concentration; GP: germination percentage; SG: speed of germination; SL: stem length; RL: root length;
NP: normal plants; SDM: stem dry matter; RDM: root dry matter; TOTDM: total dry matter. * Significant at ® < 0.05.

Mean comparisons of the genotype x NaCl concentration interactions (GENxCON)
of 19 selected genotypes are presented in Table 4, which includes 12 genotypes with
outstanding performance, and 7 genotypes with the highest susceptibility (the information
of the 57 genotypes is presented in Table A2.
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Table 4. Mean comparisons of the genotype x NaCl concentration (GENxCON) interaction of tomato
genotypes selected exposed to two NaCl concentrations (0 and 150 mM). Comparisons are between
concentrations within each genotype during germination stage.

GEN CON GP SG SL RL NP SDM RDM TOTDM
TOLERANT
CJ103-1 0 98.7 + 1.33a 104 + 1.51a 782 £ 027 a 2.02 £ 0.09a 9322 + 1.39a 382 +2.04a 583 + 0.81a 4403 4+ 1.35a
CJ103-1 150 98.7 £ 1.33a 2.7 £0.15b 544 £ 1a 338 £1.21a 73 £ 4.72a 3373 £ 2a 59 £1.15a 39.63 £3.12a
% 0 74 30 —67 22 12 -1 10
CJ106 0 90.7 £ 1.33 a 57 £045a 428 £0.23a 1.09 £0.1a 6621 £7.59a 883 £ 1.45a 1.66 £ 0.17 a 105 £ 1.56 a
CJ106 150 80 £4.61a 21 +0.12b 178 £0.21a 214 £0.78a 4045 £4.78a 44 +£0.65a 173 £0.31a 6.13 £0.55a
% 128 63 58 —96 39 50 -4 42
CJ83 0 86.7 £ 1.33a 75 £0.64a 553 £0.21a 157 £03a 89.32 £3.95a 24.03 £ 1.21a 476 £ 043 a 288 £ 1.62a
CJ83 150 773 £ 48a 1.5 +0.19b 2.86 £ 0.62a 1.66 £ 0.49 a 4387 £ 13.7a 194 £249a 383 £ 0.69a 2323 £ 18a
% 11 80 48 -6 51 19 20 19
CM15-1 0 100 £ 0a 111 £ 044 a 584 £0.49a 1.8 £0.25a 88 £ 6.11a 31.76 £ 1.32a 6.73 £ 1.41a 385 +£2.74a
CM15-1 150 933 +£3.52a 29 £056b 505 £0.49a 233 £1.15a 8277 £109a 26.16 £ 1.83a 7+0.86a 33.16 £ 1.73 a
% 7 74 13 —30 6 18 -4 1
CM53 0 893 £3.52a 74 £031a 6.32 £0.03a 1.27 £0.35a 88.16 £3.71a 24.03 £0.76 a 366 £ 1.12a 277 £041a
CM53 150 613 £288a 19 £093b 328 £ 1.64a 183 £ 1.11a 53.76 £ 30.1a 1533 £ 7.69a 326 £ 1.65a 186 £931a
% 31 74 48 —44 39 36 11 33
LOR122 0 80.0 £8.0a 54 +£0.86a 5.08 £ 0.34a 1.67 £ 0.32a 7234 £7.19a 6.6 £ 097a 14 £047a 8+ 131a
LOR122 150 427 £13.1a 1.1 +£0.39b 194 £ 031a 141 £ 0.08a 5424 £ 124 a 293 £ 0.08a 0.76 £ 0.71a 37 £08a
% 47 80 62 16 25 56 45 54
LOR133 0 813 £581a 53 +£0.67a 541 £0.24a 212 £0.12a 66.03 £3.31a 9.2 £085a 1.86 £ 0.54a 11.06 £ 0.67 a
LOR133 150 280 £12.2a 0.6 £0.26b 296 £0.31a 13 £033a 88.03 £30.2a 41%117a 11 £0.63a 52 +18a
% 66 89 45 39 -33 55 41 53
LOR85 0 90.7 £ 3.52a 58 £ 0.66a 594 £ 0.22a 232 £0.57a 69.02 £ 1.23a 147 £0.55a 336 £0.23a 18.06 + 0.53 a
LOR85 150 86.7 £5.33a 22 £031b 47 £0.58a 2.75 £095a 66.28 £ 2.72 a 1513 £ 0.81a 3.76 £ 1.18a 189 £0.73 a
% 4 62 21 —19 4 -3 -12 -5
LOR87 0 920 £0.0a 6.7 £0.5a 6.51 £0.28a 128 £ 0.31a 60.86 + 5.02 a 15.86 £ 1.26 a 3.06 £0.85a 1893 £ 2.11a
LOR87 150 84.0 £ 6.11a 21 £0.18b 421 £0.12a 378 £0.28a 5226 £ 1.21a 10.23 £ 294 a 333 +£0.61a 13.56 £3.49 a
% 9 68 35 —194 14. 36 -9 28
LOR89 0 90.7 £ 1.33a 70 £0.38a 586 £ 0.19a 1.51 £0.31a 7496 + 1.68 a 12.66 £ 1.16a 203 £031a 147 £ 0.86 a
LOR89 150 72.0 £ 10.6a 1.8 £0.36b 331 £0.83a 1.52 £ 0.37a 5739 £ 14.7 a 94 +£335a 293 £1.03a 1233 £3.89a
% 21 74 44 —0.4 23 26 —44 16
LOR90 0 88.0 £ 6.11a 69 £ 0.45a 6.63 £ 0.43a 148 £0.19a 7839 £ 2.82a 15.63 £ 1.59a 3.03 £0.14a 18.66 £ 1.49 a
LOR90 150 69.3 £3.52a 1.8 £0.09b 533 £0.34a 1.18 £ 0.37 a 38.62 £ 2.59a 12 £ 196a 253 £049a 1453 £ 161 a
% 21 74 20 20 51 23 16 22
SS3 0 76.0 £581a 44 £049a 621 £0.29a 1.31 £0.09 a 88.16 £9.39a 19.23 £ 443 a 3.8 +0.28a 23.03 + 4.69 a
SS3 150 733 +£923a 1.8+ 031a 428 £0.83a 3.26 £ 0.68a 3872 £9.12a 155 +0.41a 3.63 £0.62a 19.13 £ 0.71 a
% 4 60 31 -150 57 19 4 17
Susceptible
CJ102 0 100+ 0a 6.5+ 0.57a 584+0.1a 174+ 0.16a 9733+ 1.33a 2333+ 0.63a 413+ 061a 2746 +0.82a
Cj102 150 0+0b 0+0b 0+0b 0x0a 0+0b 0+0b 0+0a 0+0b
% 100 100 100 100 100 100 100 100
CJ103-2 0 98.7+ 1.33a 57+08a 485+ 0.29a 1.79+049a 91.72+ 6.38a 19.83+ 1.5a 433+ 043a 2416 £1.76a
CJ103-2 150 0+0b 0+0b 0+0b 0+0a 0+0b 0+0b 0+x0a 0+0b
% 100 100 100 100 100 100 100 100
CM19 0 98.7+ 1.33a 75+031a 6.62+0.16a 482+ 1.03a 94.66 + 5.33 a 37.6+1.13a 9.23+0.69a 46.83 £1.82a
CM19 150 40+£231b 0.1+0.03b 0.5+0.25b 0.57+£0.31b 66.66* 33.3a 1.7+ 1.01b 0.06 £ 0.03b 1.76 £1.03 b
% 96 99 92 88 30 95 99 96
CM29 0 98.7+133a 7.6 £0.66a 6.26 £ 0.54a 204+£021a 98.66+ 1.33a 305+ 1.02a 536+ 0.61a 35.86 £0.46a
CM29 150 0+0b 0+0b 0+0b 0x0a 0+0b 0+0b 0+0b 0+0b
% 100 100 100 100 100 100 100 100
CM43 0 100+ 0a 71+0.11a 591+0.21a 2.41+0.18a 98.66+ 1.33 a 2156+ 0.36a 51+049a 26.66 £0.84 a
CM43 150 1.3+133b 0.1+0.02b 0+0b 0+x0a 0+£0b 0+0b 0+£0b 0+0b
% 99 99 100 100 100 100 100 100
CM58 0 96.0* 4a 4.7 £0.62 a 4.86 £0.54a 145+ 0.14a 92.78+ 3.95a 225+ 1.76a 466+ 1.07a 27.16 £2.83a
CM58 150 53+3.52b 0.1+0.06b 0.24+0.24b 0.26 £0.26a 1111+ 111a 0.33+0.33b 0.03+0.03b 0.36+0.36b
% 94 98 95 82 88 99 99 99
Habro 0 973+ 133a 6.0+ 0.31a 578+ 0.31a 391+0.52a 80.88+ 3.42a 16.43+ 5.28a 3.86+ 1.21a 20.3+6.5a
Habro 150 0+0b 0+0b 0+0b 0+£0b 0+0a 0+0b 0+0a 0+0b
% 100 100 100 100 100 100 100 100

Means with the same letter vertically and within each genotype did not differ statistically (Tukey, c€ 0.05).
GEN: genotype; %: percentage decrease; GP: germination percentage (%); SG: speed of germination; SL: stem
length (cm); RL: root length (cm); NP: number of normal plants; SDM: stem dry matter (mg); RDM: root dry
matter (mg); TOTDM: total dry matter (mg); HSD: honestly significant difference.

3.2 Development of Tomato Seedlings under Saline Conditions

The analyses of variance of the seedling NaCl tolerance test (Table 5) indicated that
at least one genotype (GEN) and NaCl concentrations (CON) had different behaviors
(¢ = 0.05) in all traits evaluated. The interaction of both factors (GENxCON) showed
significance for the APDM, RDM, LA, and PH (& < 0.05), so the genotypes have different
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behaviors across NaCl concentrations. The coefficients of variation (CV) were low, at less
than 21.5%, so the information generated can be considered reliable.

Table 5. Sources of variation (SV), degrees of freedom (DF), and mean squares (MS) of the analysis
of variance of traits evaluated in 24 tomato lines under saline conditions (175 mM NaCl) during
the seedling stage.

SV DF APDM RDM LA RL PH B
CON 1 101.89 * 0.07 * 8,955,313.33 * 11,085.97 * 1263.22 % 0.3290 *
BLO(CON) 4 0.08 0.01 4127.31 20.11 0.64 0.0002
GEN 23 8.03* 0.29* 280,216.77 * 66.01 * 66.17 * 0.0020 *
GENxCON 23 1.35* 0.02* 63,215.33 % 27.52 10.22* 0.0007
ERROR 92 0.13 0.01 3337.05 22.01 1.69 0.0003
cv 13.72 19.32 10.72 14.90 11.36 21.5100
MEAN 2.67 0.54 538.59 31.47 11.44 0.0810
SV: source of variation; DF: degrees of freedom; CON: concentration; G: genotype; BLO(CON): nested block in
concentration; GENxCON: Genotype x Concentration; CV: coefficient of variation; APDM: aerial part dry matter;
RDM: root dry matter; LF: leaf area; RL: root length; PH: final plant height; B: PH growth rate. * Significant with
o < 0.05.
Mean comparisons of the CON factor (Table 6) indicate that the 175 mM concentration
reduced (¢ <0.05) all evaluated variables except RDM. APDM was reduced by 46%,
which was attributed to a 59% reduction in LA and a 40% decrease in PH, while RDM
had no significant reduction. The B coefficient, which represents the PH daily growth
rate, decreased (x9.05) by 71%, and was the trait most affected by NaCl. The trend of
increasing RDM under salt stress is striking, although such differences were not significant
(¢ < 0.05) with respect to the absence of NaCl
Table 6. Mean comparisons for the NaCl concentration of the response in saline medium divided by
the response of the control for traits evaluated in 24 tomato lines.
CON (mM) APDM RDM LA RL PH B
0 386+ 0.25a 0.50% 0.03 a 891.27+47.831a  43.88%+0.62a 15.63+£ 0.70 a 0.14 £ 0.005 a
175 2.07+0.08b 0.55+0.02a 362.26+ 14.959b 25.26+ 0.654b 9.34+0.21b 0.04+0.001b
HSD 0.14 0.04 31.53 2.20 0.39 0.007
Decrease % 46.37 -10 59.35 42.43 40.24 71.42

CON: concentration; APDM: aerial part dry matter; RDM: root dry matter; LA: leaf area; RL: root length; PH: final
plant height; B: PH growth rate; HSD = honest significant difference. Means with the same letter within columns
do not differ statistically (Tukey, ® < 0.05).

Pearson correlations (Table 7) indicated that the evaluated variables are strongly
associated with NaCl concentration, especially plant height growth rate (), RL, and LA

(¢ $.05). Increases in PH corresponded with increases in APDM and LA (050.05). They
also indicated that APDM had a strong association with LA.

Table 7. Linear correlations between pairs of traits evaluated in 24 tomato wild lines under salinity
conditions.

CON APDM RDM LA RL PH
APDM -0.57*
RDM 0.09 0.64*
LA —0.74* 0.92* 0.44*
RL —0.84* 0.62* 0.22* 0.73*
PH —0.64* 0.88 * 0.49 * 0.86 * 0.66*
B —0.89* 0.52* —0.04 0.68 * 0.80 * 0.69*

CON: concentration; APDM: aerial part dry matter; RDM: root dry matter; LA: leaf area; RL: root length; PH: final
plant height; B: PH growth rate. * Significant with & < 0.05.
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Regarding the GENXCON interaction, Table 8 presents the comparison of means
between the two NaCl concentrations within each of the genotypes (Table A2). CJ106, CM3,

and QUIMH3-1 did not differ (¢ =0.05) under treatment with 0 to 175 mM NaCl in four of
the six variables evaluated; that is, these genotypes can be considered the most tolerant
to NaCl exposure. In contrast, Claudia, CM29, CM46, Imperial, L47B1, L47S8, LOR133,
Pimpinellifolium, and SS3 had statistical differences in five of the six traits evaluated, making
them the genotypes with the lowest tolerance. The commercial hybrids did not tolerate the
saline condition, and, in general, the native lines performed better in this condition.

Table 8. Mean comparisons of GENxCON interaction of 24 selected tomato genotypes exposed
totwo salinity concentrations (0 and 175 mM). Comparisons are between concentrations within each

genotype during seedling stage.

GEN CON APDM RDM LA RL PH B
Tolerant
CJ106 0 1.66 £ 0.27 a 0.29 £0.09a 386.7 £ 483 a 446 £32a 9.83 £1.00a 0.17 £ 0.031 a
CJj106 150 1.08 £ 0.03 a 0.30 £ 0.03a 210.6 £ 8.6a 246 29D 6.79 £030a  0.07 £ 0.006 b
% 34.79 —5.26 45.5 449 30.93 58.75
QUIM3-1 0 1.77 £0.23 a 0.24 £0.03a 650.7 £ 455 a 424 +3.1a 1033 £ 0.16a 0.18 £ 0.011a
QUIM3-1 150 1.22 £0.09a 0.36 £ 0.04 a 2384 £ 144D 268 £09a 6.50 £ 0.14 a 0.07 £ 0.006 b
% 31.36 —51.04 63.4 36.8 37.09 64.16
CM3 0 1.25 £0.03 a 0.21 £0.02a 3112 £ 229 a 39.1+08a 7.67 £033a 0.13 £ 0.006 a
CM3 150 1.06 £ 0.16 a 0.26 £0.05a 1888 £ 31.2 a 195+ 24b 571 +£014a  0.05 £ 0.005b
% 15.00 —22.62 39.3 49.9 25.55 65.37
Susceptible
CM46 0 6.61* 0.86a 0.77£0.11a 14129+ 59.2a 454*16a 2317+ 183a 0.17+0.003a
CM46 150 3.02+0.21b 0.75* 0.08 a 518.7+37.0b 252+£52b 1275+ 0.32b  0.07+ 0.004 b
% 54.31 2.27 63.3 44.5 4496 60.08
1402.12 + 18.2
IMPERIAL 0 6.50 £0.45a 0.72 £0.18a a 502+ 04a 19.00 £ 0.20 a 0.11 £ 0.026 a
IMPERIAL 150 3.30£0.07b 0.84£0.02a 5359+ 8.6Db 283+ 18b 1229+ 0.25b 0.03+ 0.005b
% 49.23 -16.78 61.8 43.8 35.31 69.51
L47B1 0 347+ 0.61a 0.35+ 0.04a 988.5+ 78.8a 434+ 12a 1533+ 0.33a 0.15+0.017a
L47B1 150 1.88£ 0.09b 0.35+0.04 a 318.6+ 22.7b 21.8+19b 8.04+ 0.28b 0.03£0.006Db
% 45.74 0.00 67.8 49.8 47.55 78.93
L47S8 0 3.05+ 0.06a 0.43+0.03a 635.1+ 40.1a 412+ 34a 15.83+0.50a 0.10+0.008a
L4758 150 144+ 0.21Db 0.39£ 0.08a 219.8+ 32.6b 23.6x25Db 9.04+0.14Db 0.03£0.002Db
% 52.63 8.72 65.4 42.8 42.89 67.43
LOR133 0 3.24+0.25a 0.35+ 0.04a 805.7+ 4.7 a 471+ 4.7 a 18.67+1.33a 0.22+0.037a
LOR133 150 1.67 £ 0.05b 041+ 0.02a 301.1+£13.1b 252+ 25b 7.42+0.18b  0.05%0.003b
% 48.61 -19.57 62.6 46.5 60.27 76.89
PIMP 0 655+ 0a 0.98+ 0.02a 1161.1+58a 511+ 27a 2692+ 0.08a 0.21+0.012a
PIMP 150 2.64%0.14b 0.81+0.09a 464.2+ 239D 250+ 16Db 13.79+£ 0.51b 0.07+ 0.008 b
% 59.77 16.92 60.0 51.1 48.76 65.59
SS3 0 5.63+ 0.26a 0.64+0.04b 1245.2+91.4a 421+09a 2292+0.08a 0.16+0.003a
SS3 150 3.60£0.17b 1.02+0.03 a 7074+ 455D 329+ 09a 1413+ 048b 0.06+0.002b
% 36.10 -61.02 43.2 21.7 38.36 61.45
CLAUDIA 0 478+ 0.68 a 0.63+0.17a 1085.9+ 873 a 456+ 18a 16.00£ 0.33a 0.15+0.001a
CLAUDIA 150 258+ 0.12b 0.72£ 0.04 a 4699+ 219b 254+ 25D 11.00+ 0.58b 0.05% 0.001b
% 45.97 -13.49 56.7 443 31.25 65.11
CM29 0 449+ 0.06a 0.59+ 0.02a 1055.0 5.0a 388+ 0.2a 16.83+x0a 0.16+0.011 a
CM29 150 229+ 0.09b 0.52+0.03a 4147+ 45D 199+ 2.7b 9.13+ 0.08b 0.04 £ 0.006Db
% 49.05 11.86 60.7 48.7 45.79 73.87
HSD 1.29 0.37 206.6 16.7 4.56 2.03

GEN: genotype; CON: concentration; %: reduction percentage; APDM: aerial part dry matter; RDM: root dry
mater; LA: leaf area; RL: root length; PH: final plant height; B: PH growth rate; HSD: honest significant difference.
Means with the same letter within columns do not differ statistically (Tukey, & < 0.05).
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4. Discussion
4.1 Germination Test

All evaluated characters were highly susceptible to saline concentration, since their
expression decreased by more than 50%, where germination speed and stem length were
the most affected, with reductions greater than 72%.

The significant decrease in germination speed and seed development during germina-
tion is due to the inhibition of water uptake caused by NacCl [9,13]. This leads to a reduction
in the germination percentage and prolongs the germination period by more than 50% with
80 mM NaCl, and by almost twice as long with 190 mM NaCl [18,34,35].

In our research, GP decreased 65.2% with 150 mM NaCl; in contrast, the Rio Grande
variety, when subjected to 85 mM NaCl treatment, decreased by only 6.4% compared with
the control, while under treatment with 171 and 257 mM Nac(l, the germination percentages
on the third day were 2.0 and 0.8%, respectively [43].

There are multiple mechanisms that explain the salt tolerance of wild tomatoes, such
as the regulation of Na* and Cl~ ion absorption and distribution, osmoregulation, and
antioxidant defense [10,15]. Likewise, wild tomatoes have shown advantages over com-
mercial varieties under salt stress conditions (3, 6,9, and 10.2 dS m™1), highlighting their
importance as a genetic reservoir for tolerance to this condition [35,37,44].

Under concentrations of 112 mM NaCl (10.2 dS'm™1), Solanum peruvianum accessions
were identified with greater tolerance than that of S. pimpinellifolium and S. lycopersicum,
showing greater germination and plumule and root growth [35]. At 150 mM (13.7 dS m™1)
NaCl, significant reductions in germination percentage and biomass production occur; how-
ever, at this concentration, Solanum chilense and Solanum peruvianum showed outstanding
performance [36].

One of the processes involved in salt tolerance is associated with the regulation of
water potential via osmotic regulation, through the synthesis of amino acids, sugars, and
other osmoregulators [45]. These results and those of our research indicate the possibility
of selecting salinity-tolerant genotypes during germination, as there is variation in the
responses of the genotypes to this condition, so it is necessary to identify the mechanisms
and their association with visual and physiological characteristics for improvement.

One of these mechanisms is the speed of germination, which is a reliable and easy-to-
verify indicator (Maguire). With concentrations of 0 and 150 mM, the time required to reach
50% germination was 2.45 days in the control, while with a concentration of 150 mM it took
8.51 days; susceptible genotypes further decreased their germination speed. Research on
the subject reports germination delays of 100% due to inefficient regulatory processes [46].
Increasing the concentration (50, 100, and 150 mM) of salt delayed the seed germination of
four tomato cultivars; at 150 mM, after 10 days of incubation, only one of the evaluated
cultivars achieved 50% germination [38]. NaCl concentrations of 50, 100, and 200 mM
NaCl reduced the speed and percentage of tomato seed germination, which may have
been due to the deterioration of enzymatic activity under Na* and Cl~ ion toxicity [47],
while with 0 and 4 dS'm™1, they managed to germinate at 5.3 and 8.34 days after sowing,
respectively [39].

Low NaCl concentrations induce seed dormancy since, with increasing salinity con-
centrations, the germination speed and germination percentage decreased, but the mean
germination time increased, while high concentrations inhibit germination due to the
decrease in the water potential gradient between the seeds and the surrounding medium;
coupled with this, the osmotic and toxic effects of NaCl reduce enzymatic activity and ABA
content [48,49].

Previous studies have indicated the negative root-stem relationship in terms of in-
creasing salt concentrations; that is, stem growth is restricted while root growth is less
hindered [48], whereas in this study, the RL:SL ratio showed a positive relationship (0.63),
and was high, which is attributed to high expression in the roots of transporters, such as
HKT1:2, which participate in the transfer of Na* from the shoot to the root [50]. Thus,
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growth inhibition is due to the toxicity of CI~ and Na* ions and the nutritional imbalance
they generate [51].

Our results (Table 7), like those of Ludwiczak et al. [52], show that the greater sensi-
tivity to salt in aerial and/or root growth is a particular genotypic response, because the
effects of salt on the morphology of the different organs of plants occur at all stages of
development and negatively affect diverse organs such as the stem, root, and leaves (size,
weight, and dry matter), and characteristics like the percentage and speed of germination
and the root/shoot ratio [53].

4.2 Development of Tomato Seedlings under Salinity Conditions

Tukey’s mean comparisons of the evaluated traits (Table 6) indicate that the 175 mM
concentration reduced (x<0.05) all evaluated variables except for RDM. APDM was
reduced by 46%, while RDM had no significant reduction. Considering that salt stress also
implies osmotic stress, similar to that caused by drought, the low water availability could
have contributed to modifying the relationship between the growth of the aerial part and
that of the root, since the latter continued its development in search of water in deeper
areas, while the aerial part stopped its growth [49]. However, these results suggest that
ionic stress could affect plant performance due to high NaCl concentrations [51].

PH was reduced (& $.05) in saline conditions since this type of stress causes reductions
in plant height and changes in the number and size of leaves. This could be due to the toxicity
of Na* and Cl1~ ions and the nutritional imbalance induced by salinity [51]. Likewise, the root
length of tomato lines was severely reduced at a concentration of 150 mM [5].

During the first hours of exposure to salts, stomatal closure and inhibition of cell
expansion occur, mainly in the growth buds. Therefore, in prolonged periods of salt-
induced stress, leaves decrease their growth, become stunted, and frequently turn blue-
green. This is due to the increase in respiration and the activity of the chlorophyllase
enzyme, which decreases chloroplast activity, photosynthesis, and chlorophyll content,
triggering chlorosis symptoms (CIATs). Similarly, metabolic disorders ensue and decrease
the efficiency and speed of these process, leading to premature senescence and ultimately
cell death [53,54].

By reducing the availability of soil water, salinity causes a decrease in the water and
osmotic potential of the plant to maintain water absorption via the root [55]; however, in the
face of high concentrations or prolonged stress conditions, plant growth is compromised,
causing a decrease in fresh weight and dry matter accumulation [56]. We observed a similar
phenomenon in our study, as the provided saline conditions decreased the dry weight of
the aerial plant tissue, affecting overall development by reducing leaf size, plant height,
and leaf number.

Leaf area decreased by 33% in the Raf cultivar under a salinity level of 11 dS m~1 [57].
Likewise, saline water with an electrical conductivity of 4.4 dS'‘m~! used in tomato irriga-
tion reduced leaf area by 47.55% with respect to that of the control [58].

SanJuan-Lara et al. [14] evaluated the response of 48 lines obtained via individual
selection in a native tomato population at five levels of electrical conductivity (4, 6, 8, 8, 10,
and 12 dS'm™1) in the seedling stage, finding that salinity reduced the number of leaves by
12%, stem diameter by 17%, leaf area by 38%, and plant height by 40%, some percentages
being similar to those obtained in the present study.

According to the above, it is possible that tomato genotypes have various strategies
to tolerate salinity depending on their morphology and growth habits [59]. Plant toler-
ance to salt is mediated by several biochemical pathways that favor the retention and/or
acquisition of water, the protection of chloroplast functions, and the maintenance of ion
homeostasis [53]. The lower tolerance of the cultivars may be due to excessive sodium
accumulation in the cells, which rapidly causes ionic stress and cell death [60].

The above occur because there are phenotypic differences in the size of the fruits and
vegetative organs, with leaves exhibiting the greatest differences in size and morphology.
This phenotypic divergence has been shown to be an important factor determining the
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ability of wild species to thrive in extreme environments [61]. During the seedling stage,
tomato is more sensitive to high salt concentrations compared with when it is in the later
growth stages [41].

To design an experiment that will assist in the selection of salt-tolerant genotypes, it is
necessary to consider the phenological stage of the crop, since through the development of
a particular genotype, the susceptibility to this condition is variable due to the expression
of specific genes at each stage [52,53] Another factor to consider is the degree of stress to
be applied, which must be selected to avoid the lethality of the plants, although it must
be high enough so thatin a short time it can allow tolerance levels to be assessed through
characters such as dry matter accumulation, chlorophyll concentration, structure length, leaf
area, etc.,, and other traits such as the plant tissue concentration of antioxidants, chlorine,
sodium, enzymes, nutrients, flavonoids, phytohormones, sugars, and proteins, among
others [10,54,62,63]. Tolerance mechanism activity is highly dependent on the level of salinity.
For example, Na* exclusion is more effective under high salinity conditions, while osmotic
tolerance may be the most important tolerance mechanism under moderate salinity [53].

Additionally, managing stress levels is essential; if it is too high, the variation in the
response of a genotype will increase too much, even in the same condition, resulting in
estimates of experimental error with lower precision, preventing the detection of statistical
differences between treatments. Similarly, it is necessary to consider that in production
on saline soils or with the use of saline water, conditions that are increasingly common in
agriculture, the presence of this stress will be continuous during the development of the
crop. Thus, the maintenance of growth, dry matter accumulation, and yield will be primary
indicators for the selection of genotypes tolerant to continuous salt stress. Despite the
above, it is also necessary to quantify the damage caused by salt stress using physiological
indicators to identify diverse tolerance mechanisms.

At the seedling stage, decreased stem and root length, as well as reduced wet and
dry weights of the aerial part and root, occur with increasing salinity concentrations [42],
resulting in a reduction in percentages of up to 40%.

In a study by Sanchez et al. [57], tomato seedlings of the Raf cultivar were exposed
to a salinity level of 5.5 dS- m~1, under which they showed 2708 cm? of leaf area, while at
11 dS'm™1, their leaf area decreased to 1815 cm?.

Plants adapt to salt stress through multiple biochemical and molecular pathways,
where Na* and K* transporters across the plasma membrane play an important role,
especially the HKT and HAK families of transporters [64].

Salinity induces Ca* accumulation, which is a rapid signal for detecting this condition.
This occurs by means of Ca*-dependent proteins that decode Ca* input routes to the
cytoplasm, such as the hypersensitive salt route (SOS) dependent on Ca* that activates
antiporters Na*/H* and K*/H* to expel salt and improve tolerance to this condition [54].
Osmotic adjustment is used to reduce osmotic stress, as a means by which to aid the
plants in absorbing water and maintaining turgor in cells by increasing the solute concentra-
tion, which plays a protective role in stabilizing the structure of biological macromolecules.
Osmotic regulators mainly include inorganic ions and organic substances such as sugar,
complex sugars, proline, glycinbetaine, polyamines, and late embryogenesis abundant
(LEA) proteins [65-67].

Saline stress induces the production of reactive oxygen species (ROS) in apoplasts,
chloroplasts, mitochondria, and peroxisomes of the plant [62]. The MAPK3 gene can in-
crease tolerance to salts via the RBOH1-dependent anti-oxidant system [68]. Melatonin
also decreases the production of ROS by balancing the distribution of electron flow in pho-
tosynthesis and promoting the activity of enzymes involved in the ascorbate-glutathione
cycle [69]. Superoxide dismutase is the most efficient enzyme of ROS eliminating, convert-
ing Oz into H202 and subsequently into H20. Flavonoids and phytohormones (ABAs) also
play an important role as antioxidants [63].

Epigenetic modifications are molecular mechanisms that regulate gene expression
under salt stress, conferring adaptations to unfavorable conditions. In tomato, eleven
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DNA methyltransferase genes have been identified (MET, MET1, CMT2, CMT3, CMT4,
DRM5, DRM6, DRM7, DRM8, DNMT2, and METL). These genes are regulated by salt
stress, suggesting that they are involved in the adaptive response to this stress [9]. In the
PI365967 accession of S. pimpinellifolium, 86 genes involved in sallicylic acid signaling, the
SOS pathway, transcriptional regulation, and ROS removal have been identified, suggesting
the role of multiple strategies for tolerance to salt in wild species [11].

5. Conclusions

Salinity produces negative effects on germination and the early developmental stages
of tomato seedlings. Furthermore, the results of this study suggest that the effects of salinity
differ depending on the cultivar, where genetics and the developmental stage, mainly, play
an important role in tolerance and/or susceptibility to salinity.

During germination, the saline condition decreased the germination percentage
(65.2%), speed of germination (88.2%), steam length (72.5%), root length (46.56%), normal
plants number (59.5%), stem dry matter (68.78%), root dry matter (61.99%), and total dry
matter (67.1%).

At the seedling stage, 175 mM NaCl decreased the aerial part dry matter (46.37%), leaf
area (59.35%), root length (42.43%), final plant height (40.24%), and growth rate (71.42%).

In total, 15 tolerant genotypes were identified at both developmental stages, while one

genotype (C]106) showed tolerance at both stages studied. These genotypes showed the
best response in terms of the variables evaluated.

The plant morphology and physiological responses expressed by the native tolerant
genotypes are associated with tolerant mechanisms, such as osmotic adjustments, genetic
resistance, the production of antioxidants, and the expression of specific genes that avoid
the modification of metabolic processes due to diverse saline stress conditions.

Author Contributions: Conceptualization, A.G.L.-M., ].E.R.-P. and ].0.M.-G.; methodology, A.G.L.-M.,
J.E.R.-P, J.0.M.-G. and R.L.-O.; validation, A.G.L.-M. and ].0.M.-G.; formal analysis, A.G.L.-M,, ].E.R.-P. and
].S.-C.; investigation, A.G.L.-M., ].E.R.-P.,].0.M.-G., ].S.-C. and R.L.-O.; resources, ].E.R.-P.and ].S.-C.;
writing—original draft preparation, A.G.L.-M,, J.E.R.-P. and ].0.M.-G.; writing—review and editing,
R.L.-0. and ].S.-C.; supervision, J.E.R.-P,, ].S.-C., ].0.M.-G. and R.L.-O.; funding acquisition, J.E.R.-P.
and J.S.-C. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: This research received funding from Universidad Auténoma Chapingo through project
D.G.I.P. 23005-ECI2-C66.

Data Availability Statement: The data presented in this study are available on request from the
corresponding author.

Acknowledgments: For their assistance in the conduction of the experiments, thanks go to Jorge Luis
Sanchez Galicia and Ricardo Gaspar Hernandez.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflicts of interest.
Appendix A

Table A 1. Origins of evaluated lines, derived from wild tomato populations of Mexico.

Genotype Location Municipality State Program
Catemaco Mercado Catemaco Veracruz UACh
Chapopote Unknown UACh
Cj102 Martinez de la Torre Martinez de la Torre Veracruz UACh
CJ103-1 Unknown UACh
CJ103-2 Unknown UACh
CJ106 Huitzuco Huitzuco Guerrero UACh
CJ81 Ecatlan Jonotla Puebla UACh
CJ83 Totonaca Totonaca Veracruz UACh
CM10 Ecatlan Zozocolco de Hidalgo Veracruz UACh
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Genotype Location Municipality State Program
CM11 La Esperanza San Martin Chalchicuautla San Luis Potosi UACh
CM15-1 Unknown UACh
CM15-2 Unknown UACh
CM19 San Blas Atempa San Blas Atempa Oaxaca UACh
CM2 El Solar San Juan Chichiquila Puebla UACh
CM22 San José Monte Verde Santa Maria Nativitas Oaxaca UACh
CM29 Santiago Cuixtla Santos Reyes Nopala Oaxaca UACh
CM3 El Solar San Juan Chichiquila Puebla UACh
CM31 Ecatlan Zozocolco de Hidalgo Veracruz UACh
CM32 Santiago Cuixtla Santos Reyes Nopala Oaxaca UACh
CM36 Oventic Larraizar Chiapas UACh
CM37 Shuchila Ocosingo Chiapas UACh
CM39 Cerano Cerano Guanajuato UACh
CM40 Cerano Cerano Guanajuato UACh
CM42 Coetzalan Coetzalan Veracruz UACh
CM43 Cueramaro Cueramaro Guanajuato UACh
CM44 Cerano Cerano Guanajuato UACh
CM45 Juquila Juquila Oaxaca UACh
CM46 Santo Domingo Alboradas Tlacolula Oaxaca UACh
CM5 San Francisco Chamizal Misantla Veracruz UACh
CM53 Palenque Palenque Chiapas UACh
CM55 Huichapan Huichapan Hidalgo UACh
CM58 Unknown Chiapas UACh
CM59 Unknown Chiapas UACh
CM63 Unknown UACh
S. habrocaites Unknown UACh
Huasave Gusave Guasave Sinaloa UACh
LOR107 Altepexi Altepexi Puebla CP
LOR111 Zinacantepec Zinacantepec Puebla CP
LOR115 Unknown CP
LOR122 Huauchinango Huauchinango Puebla CP
LOR133 Sta. Maria Temaxcalapa Santa Maria Temaxcalapa Oaxaca CP
LOR134 Unknown CP
LORS85 Altepexi Altepexi Puebla CP
LOR87 Altepexi Altepexi Puebla CP
LOR89 Chimalhuacén Chimalhuacan México CP
LOR90 Altepexi Altepexi Puebla CP
S. pimpinellifollium Unknown UACh
QUIMH1-1 Quimixtla Tlanchinol Hidalgo UACh
QUIMH3-1 Quimixtla Tlanchinol Hidalgo UACh
QUIMH3-2 Quimixtla Tlanchinol Hidalgo UACh
SILVNVO9 Unknown UACh
SS3 Necaxa Necaxa Puebla UACh
SS4 Palenque Palenque Chiapas UACh
SS5 Unknown UACh
Tonatico Tonatico Tonatico México UACh
Table A 2. Mean comparisons of the GENxC interaction of 24 selected tomato genotypes
exposed to two salinity concentrations (0 and 175 mM). Comparisons are between
concentrations within each genotype.

GEN CON APDM RDM LA PH B
CHAPOPOTE 0 217 £0.15a 0.28 £0.02a 49096 £ 12.63 a 49.65 £ 3.84 a 1091 £ 225a 0.17 £ 0.015 a
CHAPOPOTE 17 125+ 0.03 a 0.43 % 0.04a 255.6 £ 467 b 3271 £ 449 b 6.12 £ 0.14b 0.04 % 0.005 b

% 42.05 —56.25 47.93 34.10 43.89 72.35
CJ106 0 1.66 £ 0.27 a 0.28%0.09 a 386.71 + 48.27 a 4461 £3.17 a 983 +1a 0.17 £ 0.032 a
Cj106 175 1.08 £ 0.03 a 03%0.03a 210.59 £ 8.61a 2456 £ 297 b 6.79 £ 03 a 0.07 = 0.006 b

% 34.78 —-5.26 45.54 44.93 30.92 58.75
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GEN CON APDM RDM LA RL PH B
CJ83-1 0 497+ 032a 0.63+0.03a 1048.18+ 53.62a 45.02+ 5.75a 16.75+ 0.75a 0.13+0.003a
CJ83-1 175 311+ 0.13b 1.03+ 0.06 a 542.95+ 30.93b 3336+ 2.81a 11.794+ 0.35b 0.05+ 0.006 b

% 37.27 -62.20 48.20 25.88 29.60 62.16
CLAUDIA 0 477+ 0.68a 0.63+0.17a 1085.98+ 87.28a 45.57+ 1.78 a 16.00% 0.33 a 0.14 % 0.0001 a
CLAUDIA 175 258+ 0.12b 0.71£0.04a 469.99+ 21.91b 2537+ 247D 11.00+ 0.58b 0.05%£0.001b

% 45.96 -13.49 56.72 44.32 31.25 65.11

CM15-1 0 6.56+0.11a 1.08+ 0.08 a 1303.66+ 45.26 a 4091+ 2.21a 19.16+ 1.33a 0.13+0.004a
CM15-1 175 3.08+0.11b 091+0.06a 527.8+17.84b 30.08+2.92a 13.12+0.77b 0.05+0.012b

% 52.93 15.66 59.51 26.46 31.52 59.31

CM29 0 448+ 0.06a 0.59+0.02a 1055.07+ 5.02 a 38.76+ 0.15a 16.83+0a 0.15+0.011a
CM29 175 2.28+£0.09b 0.52+0.03a 414.65+ 4.51b 19.93+ 2.66 b 9.12+ 0.08b 0.04 £ 0.006 b

% 49.05 11.86 60.69 48.56 45.79 73.87

CM3 0 1.25+0.03a 0.21+0.02a 311.24+ 22.86a 39.04+ 0.79a 7.66+ 0.33a 0.13+ 0.006 a

CM3 175 1.06 £ 0.16 a 0.25+ 0.05a 188.81+ 31.2a 19.53+ 2.37b 571+ 0.14a 0.04 £ 0.005b

% 15.00 -22.61 39.33 49.97 25.55 65.36

CM46 0 6.61+0.86a 0.77+ 0.11a 1412.89+ 59.2a 4541+ 154a 23.16+ 183 a 0.17 £ 0.003 a

CM46 175 3.02+0.21b 0.75+0.08a 518.67+37.0b 25.18+5.2b 12.75+ 0.32b 0.06 £ 0.004 b
% 54.31 2.27 63.29 44.54 44.94 60.07
IMPERIAL 0 6.49+ 0.45a 0.71+ 0.18a 1402.12+ 18.2 a 50.23+ 0.36a 19+ 2a 0.11+0.026 a
IMPERIAL 175 3.29+£0.07b 0.83£0.02a 535.86+ 8.62b 2824+ 1.79b 12.29+£ 0.25b 0.03£0.005b
% 49.23 -16.78 61.78 43.76 35.31 69.51

L3 0 232£0.14a 0.26+ 0.07 a 88197+ 37.12a 38.76+ 1.02 a 17.25+ 1.41a 0.16 £ 0.009 a

L3 175 1.21+0.09a 0.22+0.02a 202.64+ 15.08b 20.03+ 1.36b 829+ 0.36b 0.04 £ 0.005b

% 47.62 15.09 77.02 48.32 51.93 73.61

L47B1 0 346+ 0.61a 0.35+0.04a 988.49+ 78.84 a 4341+ 1.19a 1533+ 0.33a 0.15+0.017 a
L47B1 175 1.88+0.09b 0.35+0.04a 318.59+ 22.76b 21.81+1.94b 8.04+ 0.28b 0.03£0.006 b

% 45.74 0.00 67.77 49.75 47.55 78.93

L47S8 0 3.04+0.06a 0.43+0.03a 635.1+40.1a 41.16 £ 3.43a 15.83+ 0.5a 0.1 +£0.008a
L47S8 175 144+ 0.21b 0.39£0.08a 219.81+ 32.56b 2355+ 252D 9.04£0.14b 0.03£0.002b

% 52.62 8.72 65.38 42.77 42.89 67.43

L52 0 411+ 031a 0.5+ 0.06a 877.4+ 26.86a 43.66+ 1.69 a 11+ 0.66a 0.13+ 0.023 a

L52 175 1.9475+ 0.11b 041+ 0.03a 306.54+ 14.54b 18.66+ 091b 695+ 031a 0.04 £ 0.004 b
% 52.67 18.50 65.06 57.25 36.74 67.52

L69 0 1.72 £ 057 a 0.18 £0.11a 541.11 £ 1252 a 39.73 + 4.64 a 1183+ 1a 0.15 £ 0.051 a

L69 175 1.14 £ 0.08 a 0.19 £0.03 a 181.79 £ 1126 b 1621 £1.19b 6.08 £ 0.09b 0.03 £ 0.009 b
33.91 —5.55 66.40 59.21 48.59 75.92

LOR133 0 324+ 0.25a 034 £0.04a 805.7 £ 472 a 47.08 + 4.65 a 18.66 £ 1.33 a 0.21+0.037a

LOR133 175 1.66+ 0.05b 0.41 £0.02a 301.07 £ 13.08 b 25194 £252b 741 £0.18b 0.05+ 0.003 b
48.61 —19.56 62.63 46.48 60.26 76.88

LOR134 0 255+ 0.06 a 03 *£0.01a 62091 £ 20.24 a 45.209 £ 0.38 a 1391 £ 141 a 0.16 £ 0.001 a

LOR134 175 1.6 £ 0.04 a 0.53 £0.03a 31179 £ 1146 b 31.788 £ 3.15a 691 +0.17b 0.03+ 0.005b
37.25 —35.89 49.78 29.68 50.29 75.81

LOR85 0 524+ 124a 07 £0.15a 1433.8 + 146.77 a 423 +£0.16a 16.58 + 491 a 0.12 £ 0.047 a

LOR85 175 289+ 0.16b 0702 £ 0.06 a 496.49 + 27.96 b 2731 +331a 1183 £0.15b 0.04£ 0.001b
44.89 —-0.35 65.37 35.42 28.64 60.36

LOR89 0 306 £031a 03 *01a 808.77 £+ 83.08 a 4347 £0.77 a 12.08 £ 091 a 0.12 £ 0.023 a

LOR89 175 2.22£0.05a 0.59 £0.03a 4117 £ 12.24 b 2547 £ 177 b 891 +0.29a 0.05 £ 0.007 b
27.56 —64.58 49.09 41.41 26.20 59.19

PIMP 0 655+ 0a 09 +002a 1161.11 £ 585 a 51.08 £ 2.74 a 2691 £0.08a 0.21 £0.01a

PIMP 175 263 +014b 0.81 £0.09 a 464.18 + 23.86 b 2499 £ 158b 13.79 £ 051 b 0.07 = 0.008 b
59.77 16.92 60.02 51.07 48.76 65.58

QUIMH3-1 0 1.77 £ 0.23 a 0.24 £0.03a 650.72 £ 145.58 a 42.38 £3.05a 1033 £ 0.16 a 0.18 £ 0.013 a

QUIMH3-1 175 1.21 £0.09a 0.36 £0.04a 23839 £1439b 26.78 £ 0.85a 6.5+ 0.14a 0.06 £ 0.006 b
31.35 —51.04 63.36 36.81 37.09 64.16

SILNVO9 0 313+ 031a 04 *0.05a 583.52 £ 6.92a 4386 = 1.98 a 11.75 £ 0.08 a 0.1 £0.004a

SILNVO9 175 141 £0.06b 031 £0.02a 206,12 £7.35b 19.76 £ 0.89 b 821 £0.18a 0.02 £ 0.007 b
55.18 26.78 64.67 54.93 30.14 78.33

SS3 0 5.63 £0.26a 0.63 £ 0.04b 1245.29 £ 91.43 a 4211 £ 092 a 2291 £ 0.08 a 0.15 £ 0.003 a

SS3 175 359 £0.17b 1.02 £ 0.03a 707.41 £ 4551 b 3299 £ 093 a 14.12 £ 0.48 b 0.06 £ 0.002 b
36.10 —61.02 43.19 21.66 38.36 61.45

SS4 0 407 £0.11a 0.7 £0.02a 871.17 £3.79a 4758 £ 1.51 a 13.83 £ 0.16 a 0.11 £ 0.013 a

SS4 175 229 £0.06 b 0.75 £ 0.03 a 366.45 £ 1542 b 25.16 £ 1.58 b 937 £02a 0.04 £ 0.004 b
43.61 0.66 57.93 47.11 32.22 60.33

TOPONGA 0 384 £001a 0.46 = 0.005 a 788.65 + 87.42 a 4211 £0.67 a 1758 £ 241 a 0.13 £ 0.006 a

TOPONGA 175 1.98 £ 0.09b 0.56 £ 0.04 a 296.3 £ 1434 b 2772 £ 171 a 10.16 £ 0.27 b 0.02 £ 0.004 b
48.50 —-21.51 62.42 34.17 42.17 77.84

GEN: genotype; CON: concentration; %: reduction percentage; APDM: aerial part dry matter; RDM: root dry
mater; LA: leaf area; RL: root length; PH: final plant height; B: PH growth rate; HSD: honest significant difference.
Means with the same letter within columns do not differ statistically (Tukey, ® < 0.05).
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TOLERANCIA A CLORURO DE SODIO DE LINEAS DE TOMATE (Solanum
lycopersicum L.) NATIVO DE MEXICO EN PLANTA ADULTA

RESUMEN

El tomate es considerado el segundo producto horticola mas importante y su
intensiva domesticacion ha provoca la delecibn de genes importantes en la
tolerancia a diversos factores como la tolerancia a salinidad, es por ello, que el uso
de recursos genéticos de especies silvestres es importante para el mejoramiento
genético de dicha especie. Los objetivos de la presente investigacion fueron
identificar lineas derivadas de poblaciones de tomate nativo de México con
tolerancia a salinidad durante el desarrollo de planta adulta e identificar caracteres
fenotipicos de la tolerancia a sales para su probable uso en el mejoramiento
genético. Los genotipos utilizados fueron 4 lineas (CJ83-1, CM15-1, PIMP y SS3)
derivadas de poblaciones de tomate silvestre, las cuales se evaluaron durante 83
dias en un sistema de contenedores con una conductividad eléctrica (CE) de 2.5
(testigo) y 13 dS-m™L. La condicién salina disminuy6 significativamente (a<0.05) el
namero de frutos (31.2 %), peso de frutos (62.3 %), niumero de racimos (12 %),
area foliar (22.2 %), peso seco de raiz (4.4 %), peso seco de hoja (25 %), peso
seco de tallo (27 %), peso seco total (18.7 %) y consumo acumulado de solucién
nutritiva (33.1 %). Se identificé al genotipo PIMP (Solanum pimpinellifolium) como
tolerante, el cual servira en el mejoramiento genético de variedades comerciales.
Los dafios causados por la toxicidad de iones y la deficiencia de agua presentes
en esta etapa de desarrollo fueron menores gracias a las caracteristicas
fenotipicas como tamafio de hojas y frutos pequefios.

Palabras clave: CE, NaCl, tomate silvestre, tolerancia, susceptibilidad, planta

adulta.



INTRODUCCION

Del total de la superficie arable del mundo (16'646,000 km?), se estima que 85 %
ya esté afectado por salinidad en la capa superior del suelo (0-30 cm) y 62 % lo
esta en el subsuelo (30-100 cm). Los paises que presentan las superficies de
cultivo mas afectadas por la sal son China, Argentina, India, Rusia y México que
en conjunto representan 1'779,500 km?, aproximadamente 15 % de la superficie

de la tierra cultivable (Negacz et al., 2022).

La salinidad de los suelos es el resultado de la salinizacion primaria o natural, la
cual puede ser inducida por la erosion de minerales causada por lluvias,
deposiciones de sales oceanicas transportadas por el viento e infiltraciones de
aguas subterraneas salinas (Hassani et al., 2021). En tanto que la salinizacion
secundaria se debe principalmente a las practicas agricolas deficientes como:
riego insuficiente o con agua salina, uso de aguas residuales, industriales o
mineras, uso inadecuado de fertilizantes y préacticas deficientes de labranza
(Buvaneshwari et al., 2020; EI-Agha et al., 2020; Eswar et al., 2021).

La salinidad tiene impacto negativo sobre el crecimiento y productividad en las
plantas cultivadas cuando la conductividad eléctrica de la solucion es superior a 4
dS-m (Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion,
2015). Las plantas se dividen en dos grupos segun el nivel de resistencia de la
especie a la sal: glicéfitas y haldfitas; las glicéfitas son sensibles a la sal como
Solanum lycopersicum (Gharbi et al., 2017; Venkataraman et al., 2021). Sin
embargo, existen especies cercanas al tomate como S. galapaguense que han
mostrado mayor tolerancia y variacion natural ante condiciones de estrés salino en
mas de 20 caracteres bioquimicos, fisioldgicos y morfolégicos, identificar los genes
involucrados en dicha tolerancia podria ser atil en el mejoramiento genético de S.

lycopersicum (Hoyt, 1992; Pailles et al., 2020).

Los efectos del estrés salino en las plantas glicéfitas son numerosos; por ejemplo,
inhibicion del crecimiento y del vigor, deterioro de las funciones metabdlicas,

disminucién del rendimiento y la produccién de semillas, aumento de la relacién



Na*/K*, retraso de la floracion, alteraciones en la morfologia de flores y frutos y
alteraciones en la composicion de los frutos entre otros muchos mecanismos
fisiolégicos (Ghanem et al., 2009; Munns et al., 2020; Villalta et al., 2008;
Valenzuela et al., 2022). Generalmente se considera que las partes reproductivas
de la planta son mas sensibles que las vegetativas a la salinidad, incluso si se
trata de una respuesta dependiente de la especie (Gerona et al., 2019). Los
principales dafios del estrés salino durante la etapa de produccion de la planta son
disminucién de inflorescencias y flores, viabilidad, germinacion y crecimiento del
tubo polinico en los granos de polen, produccion de 6vulos, receptividad del
estigma, aumento del aborto de o6vulos y modificacién de la morfologia de los
ovulos (Ghanem et al., 2009; Martinez et al., 2012).

La toxicidad de la sal se manifiesta en dos modalidades: la osmdética y la i6nica. La
fase osmdtica inicia rapidamente después de que la planta es expuesta a la sal y
causa estrés hidrico debido a que los iones en solucion disminuyen el potencial
hidrico del suelo, lo que disminuye la absorcién de agua por las raices mientras
gue la toxicidad como fase ionica se debe a la presencia de iones Na* y CI en el
interior de las células vegetales, los cuales son responsables de la perturbacion
del equilibrio de los iones citosodlicos y de la actividad enzimatica (Ma et al., 2022;
Mansour & Hassan, 2022; Munns & Tester, 2008), asi como por la accion
antagonica con los nutrientes Ca?*, Mg?*, K*, Fe?*, Zn** y Mo?* (Almeida et al.,
2015; Assaha et al., 2017; Egea et al., 2022; Rosca et al., 2023).

La tolerancia a la sal se expresa por la capacidad de la planta para asegurar el
ajuste osmdtico, tolerar altas concentraciones de iones tdxicos y mantener, a
pesar de esas limitaciones, la capacidad de preservar funciones metabdlicas
importantes (Munns et al., 2016; Munns & Tester, 2008). Especies diferentes
manifiestan variacion en la sensibilidad y tolerancia ante la salinidad; ademas,
estas reacciones también dependen de la etapa fenolégica en la que ocurre el
estrés (Ludwiczak et al., 2021). La tolerancia a sales es una respuesta que, dentro

de la misma especie, interacciona de acuerdo con los genotipos, la etapa de



ocurrencia del estrés y el grado de salinidad (Dasgan et al., 2002; Gerona et al.,
2019).

El tomate es considerado el segundo producto horticola del mundo, con
produccion de mas de 250 millones de toneladas en 6'163,463 hectareas en todo
el mundo, con rendimiento promedio de 40.84 t/ha con aumento constante de la
produccién desde los afios sesenta (Base de datos estadisticos corporativos de la
Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion, 2022). Lo anterior debido a los

sistemas de produccion intensivos, cada vez mas frecuentes en este cultivo.

El cuello de botella causado por la domesticacion y mejoramiento de este cultivo
ha devenido la perdida de caracteres de resistencia al estrés abiético como salino,
hidrico y térmico (Rawat et al., 2022; Rothan et al., 2019; Van Deynze et al., 2007;
Wang et al., 2020). Por ello, es necesario recurrir a los recursos genéticos nativos
en busca de genes de tolerancia a sales, ya sea como donares de genes o bien

como portainjertos en la produccion comercial.

Las poblaciones silvestres y nativas de tomate presentan gran diversidad
morfolégica, ecoldgica y genética, comprendida en 13 especies emparentadas: S.
lycopersicum, S. arcanum, S. cheesmaniae, S. chilense, S. chmielewskii, S.
corneliomulleri, S. galapagense, S. habrochaites, S. huaylasense, S. neorickii, S.
pennellii, S. peruvianum y S. pimpinellifolium (Knapp & Peralta, 2016, Peralta et
al., 2008; The 100 Tomato Genome Sequencing Consortium et al., 2014; Ramirez-
Ojeda et al., 2022). Se considera a Perd como lugar de origen y diversificacion del
tomate. El proceso de diversificacion del tomate ocurri6 de dos maneras: la
primera de ellas desde la especie silvestre S. pimpinellifolium L. hasta una especie
parcialmente domesticada S. lycopersicum L. var. cerasiforme en Sudamérica y la
otra desde la especie S. lycopersicum L. var. cerasiforme a la especie
completamente domesticada S. lycopersicum L. var. lycopersicum que ocurrié en

Mesoamérica (Ramirez-Ojeda et al., 2021; Ramirez-Ojeda et al., 2022).

Su gran area de distribucién y confrontacién ante ambientes adversos ha devenido

en la presencia de numerosos rasgos de resistencia a enfermedades, calidad de



fruto, tolerancia al estrés abidtico e incluso el rendimiento de fruto (Bonarota et al.,
2022; Ghani et al., 2020; Hibbins & Hahn, 2021; Kabas & Celik, 2021; Ramirez-
Ojeda et al., 2022; Zhang et al., 2018). Por esta razén comprender y estudiar los
mecanismos de tolerancia al estrés salino en parientes nativos de tomate es
importante para la mejora del cultivo comercial de dicha especie y representan un

recurso genético valioso (Han et al., 2020; Rosca et al., 2023).

Se han detectado QTLs asociados a la tolerancia a sal durante la etapa
reproductiva en poblaciones de lineas de tomate F7 resultantes de la cruza entre
S. lycopersicum L. var. cerasiforme (genotipo sensible a la sal) y lineas tolerantes
a sal de S. pimpinellifolium y S. cheesmaniae, en condiciones salinas la poblacién
F7 aumento el porcentaje de cuajado de frutos por racimo, el nimero de frutos por
planta y el peso total de frutos por planta, dichos resultados sugieren el uso de
lineas tolerantes silvestres y nativas para aumentar el rendimiento de frutos de

tomate bajo condiciones salinas (Villalta et al., 2007).

El objetivo de la presente investigacion fue identificar lineas derivadas de
poblaciones de tomate nativo de México con tolerancia a salinidad durante el
desarrollo de planta adulta; asi mismo, identificar caracteres fenotipicos de la

tolerancia a sales para su probable uso en el mejoramiento genético.

MATERIALES Y METODO

El experimento se establecié en el invernadero del Programa de Mejoramiento
Genético de Tomate (PMGT) de la Universidad Auténoma Chapingo (UACh)
ubicado en LN 19°29'23" y LW 98°52'26" y 2264 msnm.

Los genotipos evaluados fueron cuatro lineas (CJ83-1, CM15-1, PIMP y SS3)
derivadas de poblaciones de tomate nativo del PMGT mediante seleccién
individual y mantenidas por autofecundacion. Dichos genotipos fueron
seleccionados de acuerdo con evaluaciones previas durante germinacion y
plantula, las lineas CJ83-1 y CM15-1 mostraron la mayor tolerancia a NaCl y las
lineas PIMP y SS3 fueron susceptibles a dicha condicion (L6pez-Méndez et al.,
2024).



El experimento se realizé en un invernadero tipo “full vent” de nivel tecnolégico
medio, con cubierta de polietileno calibre 600 con transmision de luz de 80 %, y
ventilacion frontal, lateral y superior protegida por malla antiafidos. Las
temperaturas minima, maxima y media registradas fueron 6.2 °C, 34.3 °C y 21.3
°C, respectivamente. La humedad relativa oscil6 entre 17.2 y 80.0 %, con
promedio de 61.9 %. La radiacién oscilé entre 23.6 y 500.8 umol-s, con promedio
de 114.2 pymol-s™.

Los genotipos se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades con
sustrato de espuma agricola (peat foam foami, marca Oasis®). El transplante se
realiz6 14 dias después de la siembra en contenedores con capacidad de 19 L de
solucién nutritiva pintadas de color negro, selladas para evitar evaporacion y la
oxigenacion se mantuvo con bombas de acuarios. La solucion nutritiva utilizada
fue 0.589 kg-m= de Ca(NOsz)2, 0.101 kg-m= de KNOs, 0.123 kg-m= de KH2POg,
0.171 kg-m de MgSOa, 0.033 kg-m3 de librel mix (Haifa®) (boro 0.5 %; cobre 0.3
%; hierro 7.5 %; manganeso 4 %; molibdeno 0.2 % y zinc 0.5 %), 0.012 kg-m de
FeS0a4, 0.007 kg-m=3 de borax y 0.022 kg-m3 de H2SOa.

Figura 1. Sistema de produccion en contenedores con capacidad de 19 L de solucién nutritiva
pintadas de color negro, selladas para evitar evaporaciéon y oxigenacion mediante bombas de
acuarios.

La conductividad eléctrica inicial de la solucién nutritiva fue de 2.5 dS-m; la cual
se mantuvo asi en el tratamiento testigo durante todo el experimento. Los

tratamientos con estrés salino iniciaron a los 10 dias después del trasplante (DDT)



que consistié en incrementar la CE a razén de 1 dS-m semanalmente mediante
la aplicacién de NaCl hasta lograr la conductividad de 13 dS-m-t. Esta condicién

se mantuvo hasta el final del experimento (83 dias DDT).

La unidad experimental consistié en dos plantas establecidas en contenedores con
capacidad de 19 L de solucion nutritiva (Figura 1). Se uso6 un disefio experimental
de bloques completos al azar con cuatro repeticiones para la condicion salina y

tres repeticiones en la condicion sin sal.

Durante el experimento se registré el consumo diario de solucion nutritiva (CDS,
en L) y el consumo acumulado de solucion nutritiva (CAS, en L); peso seco de
hoja de la planta (PSH, en g), para lo cual se colectaron todas las hojas
producidas de la planta durante el ciclo para ser secadas. Asi mismo, se registro
unidades SPAD (US) asociado con el contenido de clorofila a los 14, 28, 42, 56 y
70 DDT, numero total de frutos (NF), peso fresco total de frutos (PF, g) hasta el
racimo numero 6 y numero total de racimos (NR). Al finalizar la prueba, 83 DDT,
se cuantifico peso seco de tallo (PST, en g), peso seco de raiz (PSR, en g) y peso
seco total (PSTOT, en g) a partir de la suma PST+PSR+PSH.

A partir de las hojas presentes entre el cuarto y quinto racimo se evalué el peso
seco de hoja de la muestra (secadas en estufa a 50 °C durante 7 dias) y el area
foliar de la muestra mediante la captura de fotografias digitales y procesamiento

con el software ImageJ (v1.4.3.67; National Institutes of Health).

El area foliar total (AF, en cm?) de la planta se calculé a partir de la relacién entre
el area foliar de la muestra, el peso seco de hojas de la planta (PSH) y el peso
seco de hojas de la muestra con la férmula:

AF = area foliar de la muestra x peso seco de hoja de la planta

peso seco de hoja de la muestra



La eficiencia agronémica en el uso de solucién nutritiva (EUS) se determiné con la

formula:

Peso seco total de dos plantas

EUS = — —
Consumo acumulado de soluciéon nutritiva de dos plantas

A las variables registradas se aplico analisis de varianza con un modelo de serie

de experimentos (CE) bajo el disefio experimental de bloques completos al azar;

adicionalmente, se realizaron comparaciones de medias de Tukey (p<0.05) y se

obtuvieron las correlaciones lineales de Pearson para cada par de variables en los

dos niveles de CE se emple6 el paquete SAS® Forecast® Studio®.

RESULTADOS

Los andlisis de varianza de la prueba de tolerancia a NaCl en planta adulta
(Cuadro 1) indicaron significancia (a<0.05) en las fuentes de variacién genotipo
(GEN) y conductividad eléctrica (CE) en todos los caracteres evaluados a
excepcion de US. La interaccion de ambos factores (GENXCE), mostro
significancia en NF, PF, NR, AF, PSH, PST y PSTOT (a<0.05), por lo que los
genotipos tienen comportamiento diferente a través de las conductividades
eléctricas. Los coeficientes de variacion (CV) a excepcion de NF fueron bajos,
menores de 23 %, por lo que la informacidbn generada puede considerarse

confiable.

Las comparaciones de medias de CE (Cuadro 2), indicaron que el NaCl redujo
(a=<0.05) todos los caracteres evaluados con respecto a la condicién sin sal, a
excepcion de US y EUS; donde el PF disminuyd (a<0.05) 62 %, seguido de NR,
PSR y PSTOT, los cuales disminuyeron en menos de 20 %. Llama la atencion el

incremento de EUS (a<0.05) de 22 % con respecto al testigo.

Con respecto a la interaccion GENXCE, en el Cuadro 3 se presenta la
comparacion de medias dentro de cada genotipo de las dos conductividades
eléctricas de la solucién nutritiva. Los genotipos PIMP y CM15-1 no difieren

(a=<0.05) al pasar del testigo al tratamiento con NaCl en siete y seis caracteres,



respectivamente, de los once evaluados. PIMP en NF tuvo diferencia significativa
al pasar de la condicién salina a la testigo, pero no difirié al pasar de una condicion
a otra en el PF, mientras que los pesos secos a excepcion del PST, no difirieron
de una CE a otra, si no que tuvieron un incremento. En contraste, CJ83-1 y SS3

tuvieron disminuciones estadisticas en seis de los 11 caracteres evaluados.



Cuadro 1. Analisis de varianza de once caracteres evaluados en cuatro lineas de tomate nativo en CE de 2.5y 13

dS-m durante planta adulta.

FV GL US NF PF - NR AF PSR PSH PST PSTOT CAS EUS

(x10%) (x10%)

CE 1 3.1 24557* 6877* 9.1* 37358* 104 2985*  3152* 32.7* 54590* 0.275*
BLO(CE) 5 85 4165 26 15 5527 217 235* 78* 2.7 96 0.021*
GEN 3 36* 187749* 1385* 29* 36691* 707* 2659* 1173* 17.1* 2215* 0.040*
GENXCE 3 0.5 18553* 399* 3.1* 28938* 271 1322* 218* 8.7* 1105 0.016
ERROR 15 5.7 4169 56 0.9 3395 160 72 16 447 563 0.007
TOTAL 27

cVv 3.8 41 23.0 11 20.1 15.0 11.9 6.2 9.6 10.8 8.474
MEAN 62 157 1032 8.8 9.1 844 71.1 64.2 219 218.6 1.022

FV: fuente de variacion, GL: grados de libertad, CE: conductividad eléctrica, GEN: genotipo, BLO(CE): bloque anidado en conductividad
eléctrica, GENxCE: genotipo x conductividad eléctrica, CV: coeficiente de variaciéon, US: unidades SPAD, NF: numero total de frutos, PF:
peso fresco total de frutos, NR: nimero total de racimos, AF: &rea foliar total, PSR: peso seco de raiz, PSH: peso seco de hoja, PST: peso
seco de tallo, PSTOT: peso seco total, CAS: consumo acumulado de solucion nutritiva, EUS: eficiencia agronémica en el uso de solucién

nutritiva. * Significativo con «<0.05.

Cuadro 2. Comparaciones de media y porcentaje de reduccion de relaciones en conductividad eléctrica con respecto
al testigo de caracteres evaluados en cuatro lineas de tomate.

PF AF PSR PSH PST PSTOT a5 Eus

CE
(ds-m™) us NF (@ NR (cm?) (@ @ (@ @
2.5 62.2a 191.0a 1604.0a 9.5a 10473a 86a 83a 76a 246a 269a 0.9b
13 62.8a 131.0a 603.0b 8.3a 8139.1b 82a 62b 55b 200b 180b 1.1a
DMSH 2.8 63.3 161.2 1.2 2307.9 14 15 8 34 9 0.1
% -0.9 31.2 62.4 12 22.2 4 25 27 18 33 -22.0

CE: conductividad eléctrica, %: porcentaje de reduccién, US: unidades SPAD, NF: nimero total de frutos, PF: peso fresco total de frutos,
NR: nimero total de racimos, AF: area foliar total, PSR: peso seco de raiz, PSH: peso seco de hoja, PST: peso seco de tallo, PSTOT: peso
seco total, CAS: consumo acumulado de solucion nutritiva, EUS: eficiencia agronémica en el uso de solucién nutritiva. DMSH: Diferencia
Minima Significativa Honesta. Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a<0.05).



Las correlaciones de Pearson (Cuadro 4) entre pares de caracteres para la
condicién sin sal (2.5 dS-m™) con valores absolutos de 0.7 indicaron que
estuvieron fuertemente asociados entre si en forma positiva PF con el area foliar,
los pesos secos de la planta y el consumo de agua, mientras que incrementos en
AF correspondieron con incrementos en los pesos secos, el consumo acumulado
de solucion nutritiva (CAS) y la eficiencia de uso de solucion nutritiva (EUS). Los
pesos secos (PSH, PSR y PSTOT) estuvieron fuertemente asociados con CAS y
EUS en forma positiva. Decrementos en NF correspondieron con decrementos en

la mayoria de los caracteres evaluados a excepcion de NR, PSR y CAS (a<0.05).

Las correlaciones lineales (Cuadro 4) entre pares de caracteres fueron menores
en la condicion salina (13 dS-m™). NR tuvo alta asociacién con NF, asi como CAS
con PSTOT; y EUS con el peso seco de hojas. Incrementos en AF

correspondieron con incrementos en los pesos secos de raiz, hoja y total (a<0.05).



Cuadro 3. Comparaciones de medias de la interaccion GENXCE de cuatro genotipos de tomate expuestos a dos

conductividades eléctricas. Las comparaciones se realizan entre conductividades dentro de cada genotipo.

CE PF AF PSR PSH PST PSTOT
GEN (ds:m) us NF () NR (cm?) @ @ @ @ CAS EUS
CJ83-1 25 63.9a 93.5a 2226A 8.la 14267a 79.8a 117a 94.7a 291a 290a 1.0a
CJ83-1 13 64.2a 67.5a 741B 6.6a 6029b 64.0a 57.3b 59.7b 181b 170b 1l.1a

% -0.5 27.8 66 18.8 57 19.7 51.1 36.9 37 415 -6.1

CM15-1 25 624a 84.8a 1602A 8.5a 10152a 90.2a 87.1a 78.4a 255a 272a 0.9b
CM15-1 13 63.1a 85.5a 621b 8.7a 8356a 91.1a 68.9b 68.3b 228a 192b 1l.1la

% -1.1  -0.8 61 -2.9 17 -0.8 20.8 12.9 10 29 -24
PIMP 25 63.3a 517a 644a 13.3a 5623a 75.9a 41.2a 55.0a 172a 228a 0.7b
PIMP 13 64.8a 302b 296a 10.5b 6715a 87.5a 46.1a 40.5b 174a 168a 1.0a

% -24 415 53 21.2 -19 -15.3 -11.7 26.3 -1 26 -37
SS3 2.5 59.1a 70.6a 1947a 8.0a 11849a 100a 86.7a 77.8a 265a 285a 0.9b
SS3 13 59.3a 71.3a 754b 7.5a 11454a 88.6b 76.5b 51.7b 216a 190b 1.1a

% -0.3 -1.0 61 6.2 3 12.1 11.7 33.5 18 33 -23

GEN: genotipo, CE: conductividad eléctrica, %: porcentaje de reduccion, US: unidades SPAD, NF: nimero total de frutos, PF: peso fresco
total de frutos, NR: nimero total de racimos, AF: area foliar total, PSR: peso seco de raiz, PSH: peso seco de hoja, PST: peso seco de tallo,
PSTOT: peso seco total, CAS: consumo acumulado de solucién nutritiva, EUS: eficiencia agronémica en el uso de solucién nutritiva.
DMSH: Diferencia Minima Significativa Honesta. Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey,
0a<0.05).



condiciones de salinidad (arriba de la diagonal) y testigo (debajo de la diagonal).

Cuadro 4. Correlaciones lineales entre pares de caracteres evaluados en cuatro lineas silvestres de tomate en

us NF PF NR AF PSR PSH PST PSTOT  CAS EUS
us 0.43 -0.05 0.28 -0.63*  -0.22 -0.65** -0.02 -0.43  -0.10 -0.61*
NF 0.21 -0.49 0.73* -0.29 0.11 -0.59* -0.63* -045 -0.21 -0.49
PF -0.18 -0.80** -0.57* 0.46 0.03 0.49 0.56 0.44 0.62* -0.02
NR 0.26 0.85**  -0.86** -0.13 0.42 -0.28 -0.48 -0.09 0.03 -0.19
AF -0.16 -0.80** 0.89** -0.82 0.71** 0.78* 0.14 0.78** 0.69** 0.48
PSR -0.61* -0.40 0.20 -0.40 0.37 0.51* -0.03 0.74* 0.66** 0.42
PSH -0.16 -0.81** 0.88* -0.84 0.96**  0.27 0.44 0.90** 0.61* 0.73*
PST -0.21 -0.75** 0.82** -0.82 0.93*  0.33 0.98** 0.54* 0.44 0.33
PSTOT -0.33 -0.81** 0.81* -0.85 0.94*  0.55 0.95*  0.97** 0.78*  0.68*
CAS -0.30 -0.68* 0.90** -0.72 0.81** 0.42 0.77**  0.72** 0.78** 0.08
EUS -0.26 -0.71* 0.53 -0.73 0.77* 0.50 0.82*  0.87** 0.88* 0.40

US: unidades SPAD, NF: numero total de frutos, PF: peso fresco total de frutos, NR: niumero total de racimos, AF: area foliar total, PSR:
peso seco de raiz, PSH: peso seco de hoja, PST: peso seco de tallo, PSTOT: peso seco total, CAS: consumo acumulado de solucién
nutritiva, EUS: eficiencia agrondmica en el uso de solucién nutritiva. * Significativo con a<0.05, ** Significativo con a<0.01.



DISCUSION

Las plantas al ser sometidas a CE altas disminuyeron significativamente el
crecimiento y desarrollo general de la planta, la acumulacion de materia seca
(18 %), la absorcion de agua (33 %) y el peso de fruto (62.4 %) (Cuadro 2),
misma situacion que ha ocurrido en especies de tomate silvestre (Martinez et
al., 2020), tomate cultivado (Ghanem et al., 2009; Amjad et al., 2019) y arroz
(Razzaq et al., 2020). Lo anterior se atribuy6 al alto contenido de iones toxicos
de Na* y CI' (Munns et al., 2020; Rosca et al., 2023; Valenzuela et al., 2022).

La aplicacién de NaCl a la solucién nutritiva en la presente investigacion con
CE de 13 dS:m? disminuy6 severamente el peso de fruto (62.4 %) y el nimero
de frutos (31.2 %) (0<0.05). Se ha observado que CE superiores a 7.6 dS:m™
reducen el rendimiento de fruto del tomate hasta 50 % (Division of Agriculture
and Natural Resources, 2022), resultados similares han obtenido reducciones
en el peso de fruto entre 26.03 y 55.56 % en tres genotipos de tomate cherry
sometidas a 150 mM (Liu et al., 2014). En el caso de estudios en suelos salinos
con CE de 2.5 a 7.5 dS-m, provocan en el cultivo de tomate reducciones del
orden de 19.68 % en peso de fruto, 20.74 % en numero de frutos y 23.07 % en
rendimiento total (De Pascale et al., 2012; Islam et al., 2018). Con respecto al
peso fresco de fruto nuestros resultados indicaron reducciones superiores a 50
%, porcentaje de reduccién mayor a las de otras investigaciones debido a que
en ellas los niveles de CE ensayos fueron de menor magnitud (De Pascale et
al., 2012; Islam et al., 2018; Liu et al., 2014).

Dichas disminuciones (a<0.05) observadas fueron debidas a decrementos en la
produccion de frutos (31.2 %); situacion atribuida a la disminucién de
inflorescencias y flores, aborto de flores y disminucion en la fertilidad de los
organos reproductivos de la flor causado por la acumulacion de Na* y la
disminucién en la produccion de azucares como lo mencionaron Ghanem et al.
(2009), Gharbi et al. (2018), Martinez et al. (2012) y Romero-Aranda et al.
(2021).

En nuestro estudio el contenido de clorofila no se modificoé al pasar de testigo a
la condicion salina, a pesar de ello, se observéd una tendencia (no significativa)

de aumentar ligeramente la concentracion de clorofila (SPAD) en la condicién



salina de 0.9 % con respecto al testigo, existen estudios que demuestran
incrementos en el contenido de magnesio en hojas de tomate a 50 mM de NaCl
(Costan et al., 2020), esto es debido a la mayor afinidad de absorcion por el ion
Mg* que por Na* o CI en las plantas tolerantes lo que resulta en incrementos
en el contenido de clorofila (Al-Ghumaiz et al., 2017). Situacién diferente
reporta Derkaoui et al. (2022) donde la sintesis y el contenido de clorofila en las
hojas de plantas de tomate fueron afectadas negativamente con reducciones
entre 14y 23 % a 70 mM de NaCl y entre 52 y 68 % a 200 mM de NaCl en
cuatro variedades de tomate, esto sucede debido a trastornos metabolicos que
resultan en la disminucion de la actividad de los cloroplastos y la fotosintesis, el
aumento de la actividad de la enzima clorofilasa, la respiracion y deficiencia de

iones de magnesio (Taheri et al., 2020).

Nuestros resultados indicaron que someter las lineas nativas de tomate a CE
de 13 dS:m redujeron el area foliar 22 % con respecto al testigo; otras
investigaciones han indicado reducciones del orden de 67 % con 11 dS-m™ en
el cultivar Raf (Sanchez et al., 2012), de 47.55 % con 4.4 dS:m™? en una
variedad de Solanum lycopersicum (De Pascale et al., 2012), de 43.91 % en el
cultivar PKM1 con 200 mM NaCl. Dichas reducciones son estrategias
morfolégicas para limitar la pérdida de agua por transpiracién, sin embargo,
también podria ser el resultado de la toxicidad de los iones Na* y CI
acumulados en las células que retardan el crecimiento celular de las hojas

jovenes (Negréo et al., 2017).

Las reducciones (0<0.05) de los pesos secos de la planta en nuestra
investigacion fueron entre 4 y 27 %, situacion atribuida al efecto dafino de la
sal sobre el tamafio de las hojas, tamafio y volumen de raices, altura de la
planta y numero de hojas (Derkaoui et al., 2022), dichas reducciones son
debidas a la disminucion en la disponibilidad de agua del exterior y en
respuesta la planta disminuye el potencial hidrico y el potencial osmatico para
favorecer la absorcion de agua por la raiz, sin embargo, esto no es suficiente
para hacer frente al estrés, lo que compromete el crecimiento de las plantas
causando disminucion en el peso freso de las plantas y, por tanto, el peso seco
(Sheldon et al., 2017).



Resultados diferentes presenta Assimakopoulou et al. (2015) al evaluar la
respuesta de tres cultivares y cuatro hibridos de tomate cherry a 0 y 150 mM de
NaCl obtuvieron disminuciones de hasta 65.37 % en el cultivar mas susceptible
en el peso seco total de la planta, mientras que para los hibridos de cherry se
redujo entre 52.52 y 56.52 % en comparacion con el testigo. Estos resultados
muestran reducciones de mas del 50 %, lo que demuestra mayor
susceptibilidad en las variedades cultivadas, la respuesta de las especies
nativas de tomate en comparacion con cultivares domesticados se debe a que
existen diferencias fenotipicas (tamafio y morfologia) de las hojas y demas
organos de la planta (Albaladejo et al., 2017; Chitwood et al., 2013; Muir et al.,
2014), lo que les permite tener menor reduccién en el area foliar y pesos secos,

y por tanto mejor respuesta adaptativa ante las condiciones salinas.

La eficiencia agrondmica en el uso de solucién nutritiva (EUS) no fue afectada
al pasar de la condicion testigo a la condicion salina, es decir incrementaron su
eficiencia de agua, lo cual puede ser atribuido a la retencién y/o adquisicion de
agua, la proteccion de las funciones de los cloroplastos y el mantenimiento del
equilibrio de iones que involucran mecanismos bioquimicos, ademas bajo
estrés osmotico, la expansion celular en las puntas de las raices y las hojas
jovenes se reduce inmediatamente y se induce el cierre de los estomas, lo que

permite menor perdida de agua (Ludwiczak et al., 2021).

El comportamiento del genotipo PIMP (Solanum pimpinellifolium) en esta etapa
de desarrollo presento ventajas ante la presencia de sales, lo cual fue
manifestado en la mayoria de los caracteres evaluados, como el peso de fruto,
el area foliar y el peso seco de hojas, esto se atribuyd al tamafio pequefio de
sus frutos (1 cm de diametro) y hojas (4-12 x 1.5-8 cm de largo y ancho), lo que
lo hace requerir de menor transporte de agua y nutrientes, resultados similares
obtuvieron Han et al. (2020) quienes compararon la respuesta bajo estrés
salino (NaCl 150 mM) de Solanum pimpinellifolium 'LO3708" y el tomate
cultivado Solanum lycopersicum 'M82' y encontraron que el peso seco de
raices y brotes, el area foliar y la superficie de raices de 'M82' disminuyeron,

mientras que los de 'L03708' no cambiaron significativamente.



Diversos autores han explicado los mecanismos involucrados en la respuesta
sobresaliente de la especie silvestre Solanum pimpinellifolium ante las
condiciones salinas, destacando los multiples mecanismos bioquimicos
involucrados como la regulacion de la absorcion y distribucion de iones de sal,
la osmorregulacion y la defensa antioxidante eficiente (Han et al.,, 2020), la
mayor acumulacion de Na*, que podria servir como proteccion osmoética
(Cuartero et al., 1992; Sun et al., 2010), las diferencias fenotipicas en cuanto al
tamafo de los frutos y los 6rganos vegetativos como las hojas que exhiben

diferencia en tamafio y morfologia (Muir et al., 2014).

Las exigencias de variedades acorde a estos sistemas obligan al desarrollo de
cultivares con caracteristicas especificas por ejemplo de resistencia a
enfermedades, vida de anaquel, uso eficiente de fertilizantes, calidad
postcosecha, etc. Y ante el incremento del uso de suelos y agua salinas, en un
futuro cercano sera indispensable contar con genotipos tolerantes a esta
condicioén. Por ello nuestro estudio de genotipos nativos de tomate en planta
adulta en contraste con la mayoria de los estudios previos en la especie
domesticada Solanum lycopersicum permite comparar cdmo se comportan las

especies nativas en etapas de desarrollo avanzado.

CONCLUSION

Se identific6 al genotipo PIMP (Solanum pimpinellifolium) como tolerante, el
cual servird en el mejoramiento genético de variedades comerciales. Los dafios
causados por la toxicidad de iones y la deficiencia de agua presentes en esta
etapa de desarrollo fueron menores gracias a las caracteristicas fenotipicas de

las plantas como tamafio de hojas, frutos pequefios y tallos delgados.
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DISCUSION GENERAL

En la etapa de germinacién el andlisis de varianza (Cuadro 1) mostrd
diferencias entre los tratamientos, y las comparaciones de medias (cuadro 2)
indicaron altos porcentajes de reduccion (0<0.05) sobre todos los caracteres
evaluados siendo la velocidad de germinacién y la longitud del tallo los mas
afectados, lo cual es atribuido a un desequilibrio i6nico y toxicidad por parte del
NaCl y la inhibicion en la absorcion de agua causada por el estrés osmoético y
sequia (Amjad et al., 2019; Assimakopoulou et al., 2015; Derkaoui et al., 2022;
Florido-Bacallao & Bao-Fundora, 2014; Gharbi et al., 2018; Guo et al., 2022;
Maeda et al., 2020; Martinez et al., 2020; Munns et al., 2020; Razzaq et al.,
2020; Taheri et al., 2020; Romero-Aranda et al., 2021; Rosca et al., 2023;
Valenzuela et al.,, 2022). Li et al. (2020) consideran el porcentaje de
germinacion, el indice de germinacion y la velocidad de germinacion de las
semillas como la base para determinar la tolerancia de las plantas a la sal

durante esta etapa.

Las plantulas al ser sometidas a concentraciones altas de NaCl (175 mM)
disminuyeron significativamente el crecimiento, la longitud del tallo y la raiz, el
peso seco de la parte aérea y la raiz, area foliar y contenido de clorofila misma
situacion que han reportado Bogoutdinova et al. (2023), Saeed et al. (2010),
Sanchez et al. (2012) y Sanjuan-Lara et al. (2015).

Los cuadros de comparaciones de media en etapa adulta mostraron
reducciones (a<0.05) menores a 31 %, debido al efecto dafiino de la sal sobre
el desarrollo general de la planta como reduccion en el tamafio de las hojas,
disminucién de la altura de la planta y disminucion en el nimero de hojas,
resultados similares que Derkaoui et al. (2022) han indicado en su
investigacion. PF fue el caracter mas afectado por la salinidad esto es debido a
la disminucién en el nimero y peso de fruto derivado de decrementos en la
produccion de inflorescencias y flores, aborto de flores y disminucién en la
fertilidad de los 6rganos reproductivos de la flor causado por la acumulacion de
Na* (Ghanem et al., 2009; Martinez et al., 2012; Romero-Aranda et al., 2021).

Diferencias genotipicas y fenotipicas indican que S. pimpinellifolium en

contraste con las lineas nativas de S. lycopersicum presento menores efectos



causados por el estrés salino en la etapa de planta adulta como el tamafio de
los frutos y 6rganos vegetativos, siendo las hojas las que presentan las
mayores diferencias en tamafio y morfologia, se ha demostrado que esta
divergencia fenotipica es un factor importante que determina la capacidad para
prosperar en ambientes extremos (Zhao et al., 2021); ademas de diversas
estrategias para tolerar la salinidad como reducir el &rea foliar de las hojas para
limitar la pérdida de agua por transpiracion (Negrao et al., 2017), los hébitos de
crecimiento y las familias de genes que estén involucrados en la tolerancia, asi
como los multiples mecanismos bioquimicos como mayor acumulacion de Na*,
que podria servir como proteccién osmoética (Ali et al., 2021; Casierra-Posada
et al., 2013; Cuartero et al., 1992; Han et al., 2020; Muir et al., 2014), también
el mayor grosor y la pubescencia de las hojas podria explicar su capacidad
para evitar la pérdida de agua en condiciones de estrés salino, ya que el
aumento del grosor de la hoja se asocia con la suculencia, lo que puede
prevenir la deshidratacién celular al amortiguar la corriente transpiracional
(Ogburn & Edwards, 2010).

En germinacion y plantula las comparaciones de media de Tukey mostraron
altos porcentajes de reduccién en los caracteres evaluados en comparacion
con la etapa de planta adulta, esto indica la mayor sensibilidad de ambas
etapas ante condiciones de estrés salino (Wafa’a et al., 2010), lo cual se debe
a la acumulacién excesiva de sodio en las células lo que provoca desordenes
fisiologicos y genéticos involucrados en la respuesta ante la sal (Rosca et al.,
2023), mientras que en la etapa de planta adulta existe mayor respuesta
favorable ante el estrés salino lo cual se atribuyé a las caracteristicas
morfolégicas de las hojas, tallo y raiz en esta etapa, como lo mencionaron
Ogburn y Edwards (2010) y Zhao et al. (2021).

Se ha demostrado que la mayor sensibilidad a la sal en los diferentes 6rganos
de la planta es una respuesta genotipica particular, debido a que los efectos de
la sal sobre la morfologia de los 6rganos ocurren en todas las etapas de
desarrollo y afecta negativamente el tamafo, crecimiento, peso fresco, peso
seco y el desarrollo reproductivo (Ludwiczak et al., 2021; Rosca et al., 2023).

Mientras que, la respuesta a la salinidad depende principalmente del genotipo



del tomate (Zaki & Yokoi, 2016) y de las familias de genes que estén

involucrados en la tolerancia a sales (Ali et al., 2021).

CONCLUSION GENERAL

Los resultados de este estudio sugieren que los efectos de la salinidad como el
dafio causado por la toxicidad y la deficiencia de agua difieren dependiendo del
cultivar, morfologia de las plantas, respuestas fisiologicas, genotipo, érgano
afectado y etapa de desarrollo; siendo la etapa de germinacion y plantula las
mas susceptibles al estrés salino, mientras que la tolerancia esta asociada a
diversos mecanismos como ajuste osmotico, produccion de antioxidantes,
equilibrio i6nico y expresién de genes especificos, involucrados en procesos

metabolicos.

Los genotipos tolerantes evaluados y caracterizados permitird: identificar
genotipos tolerantes a la sal con uso potencial en la agricultura y asegurar su
proteccibn como recurso geneético, restaurar ecosistemas degradados por la
salinidad mediante la reintroduccion de dichas especies tolerantes y mejorar

variedades comerciales y especies susceptibles.
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