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RESUMEN GENERAL

ASOCIACION GENOMICA Y EXPRESION DE GENES DE
TOLERANCIA A SALINIDAD EN Solanum lycopersicum L.

El cultivo de tomate, hortaliza de gran importancia a nivel mundial, es gravemente
afectado por la salinidad, que causa disminuciones en su crecimiento y rendimiento;
de ahi la relevancia de contar con variedades tolerantes. Los objetivos de esta
investigacion fueron: identificar lineas tolerantes a salinidad durante germinacién y
plantula, asociar regiones gendémicas con la tolerancia al estrés salino, medir la
expresion de siete genes de tolerancia a NaCl y evaluar el desempefio de plantas
adultas ante el estrés salino. Se realizaron evaluaciones fenotipicas de 93 lineas de
tomate en condiciones salinas en germinacion (80 mM) y en plantula (150 mM). En
germinacion se identificaron 28 lineas tolerantes y 23 en plantula; de estas, solo
siete fueron tolerantes en ambas pruebas. A partir de las 93 lineas, un estudio GBS
(genotyping by sequencing) identifico 13,779 SNPs; y un analisis GWAS (Genome
Wide Association Study) determind que 20 SNPs se asociaron a 10 anotaciones
funcionales en etapa de germinacion; en tanto, en la evaluacion de plantula se
identificaron 24 SNPs asociados a 11 anotaciones funcionales. La mayoria de las
21 anotaciones identificadas estan involucradas con mecanismos de tolerancia a
estrés abidtico. La expresion de siete genes de tolerancia al estrés salino (125 mM)
fue similar al testigo en cinco genotipos durante el estado de plantula. En planta
adulta, se evaluaron cinco genotipos con 75 mM de NaCl durante 107 dias en
sistema de balsa flotante, donde el peso de fruto disminuy6 45 % respecto al testigo;
en contraste, el volumen de raiz incremento 25 %, lo que identifica a este caracter
como un mecanismo adaptativo a este tipo de estrés, por lo que podria emplearse
como un criterio de seleccion dentro del mejoramiento genético de este cultivo. Los
mecanismos de tolerancia a salinidad son diferentes en las tres etapas fenoldgicas
estudiadas.

Palabras clave: cloruro de sodio, germinacion, plantula, planta adulta, GWAS

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: Alma Aurora Deanda Tovar
Director de tesis: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez
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GENERAL ABSTRACT

GENOMIC ASSOCIATION AND EXPRESSION OF SALINITY
TOLERANCE GENES IN Solanum lycopersicum L.

Tomato, a vegetable of great importance worldwide, is seriously affected by salinity,
which causes decrements in its growth and yield; hence the importance of
developing tolerant varieties. The objectives of this research were: to identify salinity-
tolerant lines during germination and seedling stage, to associate genomic regions
with salt stress tolerance, to measure the expression of seven NaCl tolerance genes,
and to evaluate the performance of adult plants under salt stress. Phenotypic
evaluations of 93 tomato lines were conducted under saline conditions during
germination (80 mM) and seedling stage (150 mM). Twenty-eight tolerant lines were
identified during germination and 23 during seedling stage; of these, only seven were
tolerant in both stages. From the 93 lines, a GBS (genotyping by sequencing) study
identified 13,779 SNPs, and with a GWAS (Genome Wide Association Study)
analysis determined that 20 SNPs were associated with 10 functional annotations in
the germination; meanwhile, in the seedling stage evaluation, 24 SNPs were
associated with 11 functional annotations. Most of the 21 annotations identified are
involved in abiotic stress tolerance mechanisms. The expression of seven salt stress
tolerance genes (125 mM) was similar to the control in five genotypes during the
seedling stage. In adult plants, five genotypes were evaluated with 75 mM NaCl for
107 days in a floating raft system, where fruit weight decreased 45% compared to
the control; in contrast, root volume increased 25%, identifying this trait as an
adaptive mechanism to saline stress and could therefore be used as a selection
criterion in breeding of this crop. The salinity tolerance mechanisms are different in
the three phenological stages studied.

Keywords: sodium chloride, germination, seedling stage, adult plants, GWAS

Doctoral Thesis in Horticultural Science, Universidad Autonoma Chapingo.
Author: Alma Aurora Deanda Tovar
Advisor: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

Las plantas estan expuestas a factores bidticos y abidticos que pueden afectar
drasticamente el rendimiento y calidad de los cultivos, lo que genera

considerables pérdidas econdémicas (Kamran et al., 2025).

La salinidad es uno de los estreses abiéticos mas importantes en todo el mundo;
afecta el 20 % de la tierra cultivada y 33 % de superficie agricola de riego
(Hopmans et al., 2021), es originada por la acumulacion de sales, principalmente
sulfatos y cloruros; sin embargo, el cloruro de sodio es la sal mas soluble y
abundante (Munns & Tester, 2008). Esta condicién reduce el rendimiento de los
cultivos en aproximadamente 20 % (Alkharabsheh et al., 2021). Ademas, el area
afectada por sales esta en constante aumento debido al cambio climatico, la
agricultura intensiva, el drenaje deficiente de las tierras cultivadas y el agua de

riego contaminada o de baja calidad (Rajabi Dehnavi et al., 2020).

El tomate es la segunda hortaliza de mayor importancia a nivel global, esta
ampliamente adaptado a regiones templadas y tropicales (Gatahi, 2020) y tiene
alto valor econdmico y nutricional (Kim et al., 2021). Cada afio, a nivel mundial,
se siembran alrededor de 5 millones de hectareas con produccion aproximada de
189 millones de toneladas (Food and Agriculture Organization of the United
Nations [FAQ], 2022). Debido a la amplia distribucion del cultivo, su

establecimiento ocurre en condiciones salinas (Sadder et al., 2025).

La condicién salina impacta significativamente al tomate en todas sus etapas
fenologicas al generar estrés osmotico, toxicidad idnica y dafio oxidativo que
altera las funciones celulares (Mohapatra et al., 2023). Durante la germinacion,
considerada la etapa mas susceptible, disminuyen tanto el porcentaje como la
velocidad de germinacion (Ahmed et al., 2024). En plantula, reduce la altura,
longitud de raiz y area foliar (de Oliveira & de Oliveira, 2023). Durante la etapa
reproductiva, afecta el desarrollo floral, el nUmero de flores y frutos por racimo y
tamano de frutos (Ghanem et al., 2009); lo que impacta severamente en el

rendimiento (Zhang et al., 2016).
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En la tolerancia al estrés salino, las plantas activan una serie de mecanismos
fisiologicos, morfologicos y genes especificos que favorecen su supervivencia y
productividad (Isayenkov & Maathuis, 2019; Shu et al., 2022). La tolerancia a
salinidad esta gobernada por multiples genes cuantitativos, lo que la convierte en
un rasgo complejo (Yuan et al., 2022). En este contexto, conjuntar multiples
genes en una sola variedad es una tarea complicada (Liu et al., 2023). Por ello,
es fundamental desarrollar estrategias que permitan identificar genes asociados
con los mecanismos de tolerancia y caracterizar el comportamiento de los

genotipos bajo condiciones salinas (Singh et al., 2024).

En el mejoramiento genético, para identificar genotipos con mayor capacidad de
adaptacion al estrés salino se requiere de evaluaciones fenotipicas que
generalmente son destructivas (Liu et al., 2023). Adicionalmente, el uso de la
seleccion asistida por marcadores, aplicada generalmente en las primeras etapas
del mejoramiento, ha demostrado acelerar y mejorar la eficiencia en el desarrollo

de variedades tolerantes (Vinod et al., 2013).

Herramientas genomicas como los estudios GBS (genotyping by sequencing) y
GWAS (Genome Wide Association Study) son fundamentales en el mejoramiento
genético orientado al desarrollo de variedades tolerantes (Liu et al., 2023);
permiten la identificacion y seleccion de loci asociados a genes de efectos
pequefios vinculados a rasgos deseables (Huang, 2024); por ejemplo, la
tolerancia a salinidad; ademas de permitir la exploracion de la diversidad genética
(Holland & Piepho, 2024).

Existen programas de mejoramiento genético en cultivos como arroz, trigo y
mostaza que han logrado desarrollar variedades tolerantes a salinidad al
combinar métodos de mejoramiento genético convencional y herramientas como
la seleccidn asistida con marcadores (Gilliham et al., 2016). A pesar de que la
tolerancia a la salinidad implica la participacién de multiples procesos fisiol6gicos
y genes, estos programas han logrado identificar y combinar variantes genéticas
gue, en conjunto, confieren mejor capacidad de respuesta ante el estrés abidtico
(Battenfield at al., 2018; Gilliham et al., 2016).
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Los objetivos de la presente investigacion fueron: identificar lineas tolerantes a
salinidad durante las etapas de germinacion y desarrollo de plantula, asociar
regiones gendmicas con la tolerancia al estrés salino, medir la expresion de siete
genes de tolerancia a sales y evaluar el desempefio de plantas adultas en
condiciones salinas, con el fin de desarrollar estrategias eficientes para el
desarrollo de variedades tolerantes al estrés salino. Para lo cual, se realizaron
cuatro experimentos independientes en las tres etapas fenoldgicas del cultivo,

con diferentes concentraciones de NacCl.
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Abstract: High concentrations of sodium chloride (NaCl) in soil and water are increasingly
common conditions in tomato (Solanum lycopersicum L.) production that impair the
development and yield of this crop, generating the need for tolerant varieties. This research
aimed to identify tomato lines tolerant to salinity during germination and early seedling

development. A standard germination test was carried out in which 93 lines were evaluated
under conditions of 0 and 80 mM NaCl for 12 days in a germination chamber with a
temperature of 28 + 1 ° C and relative humidity of 80 + 5%. At the seedling stage, 88 lines were

check for evaluated under conditions of 0 and 150 mM NaCl in a floating raft system. Durin
g y g
updates germination, saline conditions decreased germination percentage (37%), plumule (43%) and
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germination and twenty-three at the seedling stage, seven of which were tolerant at both
stages. This implies that salinity tolerance mechanisms differ in the developmental stages

studied and makes it possible to combine these mechanisms to prolong tolerance during plant
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Salinity is one of the major abiotic factors affecting agriculture worldwide and threatening
Growth Stages. Horticulturae 2025, 11,
532. https://doi.org/10.3390/

horticulturae11050532 area are affected by this condition [2,3]; this causes reductions in agricultural crop yields

food security [1], as it is estimated that 20% of cultivated land and 33% of irrigated agricultural

Copyright: © 2025 by the authors. between 50 and 80% [4,5], with losses of up to USD 27.3 billion annually [6]. In addition, it is
Licensee MDPI, Basel, Switzerland. estimated that by 2050, half of all crops will be affected by salinity [2,7]. Mexico also faces this

This article is an open access article problem due to the fact that of the country’s 9.8 million hectares of irrigated agricultural
distributed under the terms and

land, 34.9% are slightly affected by excess sodium and 25.1% by salinity [8]; this percentage is

conditions of the Creative Commons

Attribution (CC BY) license constantly increasing due to inadequate agricultural practices and use of poor-quality water.
(https://creativecommons.org/ Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most consumed vegetables worldwide, with
licenses/by/4.0/).

a harvested area of 4,917,735 hectares in 2022 [9]. Mexico is the world’s eighth largest producer
and leading exporter of this vegetable [10]. The widespread cultivation of this crop implies
that its establishment can occur under salinity stress conditions. Although
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the crop is considered moderately tolerant to salts, up to 6 dsm1 [11], it shows disorders when
grown in highly saline soils, with greater damage during germination and, to a lesser extent,
during the seedling stage [12]. Saline conditions delay and reduce the germination of tomato
seeds by altering their physiological and biochemical activity and by decreasing the water
potential gradient and its surrounding environment [13,14]; saline conditions also reduce the
germination rate due to the deterioration of enzymatic activity caused by osmotic stress or
ionic toxicity caused by NaCl [15,16].

At the seedling stage, salinity reduces the height, growth and development of the stem,
root and leaf area and, consequently, biomass accumulation [17,18]. High Na* and CI™
concentrations in the soil solution generate osmotic stress, ionic imbalance, water deficit and
oxidative stress in the plant [19]. Thus, as the concentration of salts and the stress period
increase, the accumulation of Na® and Cl™ ions increases, which generates toxicity and
inhibits the primary metabolism by damaging the photosynthetic machinery and
accumulating excess reactive oxygen species (ROS) [20]. The high accumulation of ROS increases
the permeability of the cell membrane due to the degradation of its functional and structural
proteins [21]. In the root zone, osmotic stress reduces the ability to absorb water and nutrients,
which decreases leaf and shoot growth [22].

Plants also have the ability to activate gene families involved in different metabolic,
physiological and biochemical processes to tolerate salinity stress [23]. Among them, there are
those that regulate stomatal closure, which prevents water loss and increase and maintains
ionic homeostasis [24]; those that prevent Na* accumulation in roots [25]; and those that
increase antioxidant activity, biomass accumulation and secondary metabolite accumulation
[26]. These metabolites have the functions of preserving enzymatic activity, stabilizing
structural proteins and scavenging reactive oxygen species to mitigate oxidative damage and
enhance the tolerance response [22,27].

All of them together maintain root development in the face of salinity stress for the supply
of nutrients. Since there is a genetic control of these processes involved in salt tolerance, some
tomato breeding programs focus on the selection of these genes to obtain new tolerant varieties
[28], particularly during the initial growth stages (germination, emer- gence and seedling), since
the greatest vulnerability of tomato plants to saline conditions occurs during these stages in
which the ability to adapt to salt stress is crucial to maintain crop productivity [29].

This research aimed to identify and select experimental tomato lines that are salinity
tolerant at the germination and seedling stages and to design a strategy to evaluate a large
number of genotypes using short-term tests and identify their degree of tolerance to salt stress
in the early stages of development.

2. Materials and Methods

The genotypes evaluated were 93 homozygous lines (Fi7-Fi9) at germination and 88
lines at the seedling stage. The difference in the number of genotypes evaluated in the tests
was due to seed availability. The lines were generated by the greenhouse tomato breeding
program of the Universidad Auténoma Chapingo (UACh) and were obtained from balanced
composites of segregating populations derived from crosses between commercial hybrids.
Some characteristics of these lines are presented in Table S1 (fruit type, color and growth
habit).

Two salt tolerance tests were carried out, one during germination (in 2022) and one at the
seedling stage (in 2020). The NaCl concentrations studied were chosen based on Seth et al. [30]
for germination, 80 mM NaCl, and Ahmed et al. [23] for seedling, 150 mM NaCl. These
concentrations allowed to differentiate between tolerant and susceptible lines, without lethal
doses.
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2.1. NaCl tolerance at germination stage

The experiment was carried out in June and July 2022 in the seed laboratory of the Plant
Science Department of the Universidad Auténoma Chapingo (UACh). Two standard
germination tests were performed using saline treatment (80 mM NacCl) and a control. The
saline solution was prepared with distilled and deionized water and 99.3% pure NaCl (High
Purity®, Mexico city, Mexico).

The experimental unit (EU) was a 56 mm diameter Petri dish with 25 seeds. Filter paper was
used as a substrate saturated with 2 mL of solution, either with distilled and deionized water or
80 mM NacCl, according to the corresponding treatment. The experimental design randomized
complete blocks with two replicates in the case of the control and four replicates in the case of 80
mM NaCl. Under laboratory or greenhouse conditions, environmental variation tends to be
considerably smaller, allowing for a more precise estimation of experimental error with a
smaller number of replicates. In contrast, under stress conditions, this variation increases. Thus,
the smaller number of replicates in the control setting does not compromise the statistical
validity of the results.

The tests were carried out for twelve days in a germination chamber (Lab-Tech Inc.®,
model D-7140, Hopkinton, MA, USA) with three days of darkness and nine days of artificial light.
The temperature was maintained at 28 = 1 °C and relative humidity at 80 + 5%. Three 1 mL
irrigations were made with the corresponding solutions, according to the water needs of the
seedlings.

Germinated seeds were counted daily. A seed was considered germinated when the
radicle protruded. At the end of the test, the following were evaluated:

Germination percentage (GP, in %) with respect to the total number of seeds sown.

Germination rate index (GRI) with the formula proposed by Maguire [31]:

n

Xi
GRI =3 —,
i1 i
where n is the number of counts made during the trial, x; is the number of seeds germinated
in count i minus the number of seeds germinated in count i — 1, and d; is the number of days
after sowing until count i.
Five seedlings were randomly selected from the EU, and the average plumule length (PL,
in cm) and average radicle length (RL, in cm) were determined.

Seedlings from all the EU were dried to constant weight at 45 °C in an oven (Riossa®,
model H-48, series 301007, Mexico city, Mexico). Subsequently, total dry matter (TDM, in mg)

was determined on an analytical balance (Sartorius, practiucum224-1S, 0029604782,
Goettingen, Germany).

2.2. NaCl tolerance at the seedling stage

The evaluation was carried out from July to September 2020 under greenhouse con-
ditions at the Colegio de Postgraduados, Montecillo campus (19°27'53"" N, 98°54'19" W);
temperatures inside the greenhouse ranged between 13.5 and 35 °C.

Eighty-eight experimental lines exposed during the seedling stage to 0 and 150 mM NaCl
concentrations were evaluated. The lines were sown in 200-cavity polystyrene trays with peat
foam (Oasis®, Columbus, OH, USA) as substrate. Transplanting was carried out 23 days after
sowing in a floating raft system (Figure 1) under greenhouse conditions. Wooden containers
measuring 2.4 X 1.2 X 0.2 m and covered with geomembrane and with a capacity of 500 L of
nutrient solution were used. The nutrient solution used was that of Cadahia [32] at 50%. The
experimental unit consisted of 5 seedlings, with a planting density of 166.6 plants-m?2 One
container constituted a replicate. Four days after transplanting (DAT), 150 mM NaCl was
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added to the nutrient solution of three containers. Two other containers corresponded to the
control without NaCl. A randomized complete block experimental design was used with three
replicates at 150 mM concentration and two replicates at the control.

Figure 1. Tomato lines evaluated in a floating raft system.

Seedling height (SH, in cm) was measured on three EU seedlings.

The test ended at 14 DAT. The average root length (RL, in cm) was then evaluated in three
EU seedlings, and from the five EU seedlings, aerial dry matter (ADM, in g) and root dry matter
(RDM, in g) were determined, both dried for 96 h at 46 °C. Leaf area (LA, in cm?), for which
digital photographs were captured, was subsequently determined using Image] software
(v1.4.3.67; National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

2.3. Statistical analysis

The statistical analysis was similar in both tests. Initially, indices were obtained by the
quotient of the response obtained in the saline condition divided by the average of the response
obtained in the control. With the generated indices, a cluster analysis was carried out with
Gower’s [33] distance and Ward’s [34] minimum variance algorithm. The cut-off height was
determined by Hotelling’s [35] T2 statistics and the pseudo-F statistic [36].

To corroborate the sets obtained by the cluster analysis, a discriminant analysis was
performed, and resubstitution and cross-validation tests were applied [36]. Finally, with the
original data, analysis of variance and comparison of means were performed with Tukey’s test,
considering the generated groups as a source of variation and the genotypes nested in this
factor.

The analysis was performed with SAS statistical package (version 9.4., Cary, NC, USA) with
the procedures UNIVARIATE, MEANS, DISTANCE, CLUSTER, DISCRIM and GLM.

3. Results and discussion
3.1. Salinity tolerance at germination stage

The dendrogram generated by the cluster analysis obtained from Gower’s distance and
Ward’s minimum variance algorithm is presented in Figure 2. Hotelling’s T? statistic and the
pseudo-F statistic indicated the formation of three groups with a cut-off height of
0.05 of semipartial r2. The groups were made up of 25, 28 and 40 genotypes.
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Figure 2. Hierarchical dendrogram generated from Gower’s distance and Ward's minimum variance
algorithm of NaCl tolerance indices of 93 experimental tomato lines evaluated under salt stress during
germination.

The appropriateness of the achieved grouping was corroborated with a linear dis-
criminant analysis, which indicated that the first discriminant variable (DV1), with an
eigenvalue of 6.8, explained 97.4% of the variation in the data (p < 0.0001). The DV1
eigenvector indicated a greater relationship with germination percentage, germination rate
index and total dry matter (Table 1); that is, lines with a high DV1 value identify lines with
greater vigor during germination and vice versa. The second discriminant variable (DV2)
described only 2.6% of the variation, which was not significant. Resubstitution and cross-
validation tests showed adequate assignments in 90 of the 93 genotypes evaluated.

Table 1. Eigenvectors of the discriminant variables DV1 and DV2 generated from indices of 93
experimental tomato (Solanum lycopersicum L.) lines during the germination stage.

Variable Eigenvectors Discriminant functions
DV1 DV2 DV1 DV2
Total dry matter (TDM) 0.98 -0.12 1.56 -2.39
Germination percentage (GP) 0.96 0.25 0.37 224
Plumule length (PL) 0.77 0.21 -0.08 0.93
Radicle length (RL) 0.49 -0.22 -0.20 -0.24
Germination rate index (GRI) 0.96 0.05 1.09 -0.42

The graphical representation of the genotypes based on the two discriminant variables is
presented in Figure 3. Group 2 had the highest tolerance to salt stress, showing the greatest
seed vigor with the highest DV1 values, associated with the greatest development of GP, TDM,
PL, RL and GRI. In contrast, Group 1 was the most susceptible to NaCl, with the lowest seed
vigor, while Group 3 showed intermediate tolerance.
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Figure 3. Graphical representation of discriminant variables of 93 tomato lines germinated under salinity
conditions. DV1: discriminant variable 1, positive values are associated with a higher germination
percentage, germination rate index and dry matter content, and vice versa; DV2: discriminant variable 2 (not
significant).

Analyses of variance were performed for original traits where NaCl concentrations, the
generated groups and the genotypes nested within groups were considered, along with the
corresponding interactions. These analyses showed significance for all sources of variation in
the evaluated traits, except for GP and TDM in the concentration X genotype (group)
interaction. Coefficients of variation ranged between 20 and 25%, except for radicle length,
which was 40% (Table S2).

The evaluated traits were diminished by more than 37% by salinity stress (Table 2).
Similar results were reported by Fadhil et al. [37] in commercial cultivars under salinity
conditions between 70 and 170 mM NaCl, where a negative association was detected between
the increase in saline condition with the germination percentage and biomass accumulation.
At 100 mM, the reductions in these two traits corresponded to 95 and 100%, whereas, in the
present study, at 80 mM NaCl, they were 37 and 44%, respectively.

Table 2. Comparisons of NaCl concentration means for the traits evaluated in 93 tomato (Solanum
Iycopersicum L.) lines germinated under salinity and control conditions.

NaCl GP GRI PL RL TDM
(mM) (%) (cm) (cm) (mg)
0 80.62 a 6.84 a 3.40 a 1.08 a 0.028 a
80 50.87 b 2.04 b 1.94 b 0.58 b 0.015 b
% Reduction 37 70 43 47 44
HSD 6.24 0.59 0.46 0.17 0.0029

GP: germination percentage, GRI: germination rate index, PL: plumule length, RL: radicle length, TDM:
total dry matter, % Reduction: percentage reduction from 0 to 80 mM NaCl concentration. HSD: honestly
significant difference. Means with the same letter within columns do not differ statistically (Tukey, P<0.05).

The evaluated lines showed reductions of less than 47% in seedling development (RL, PL
and TDM) (Table 2); this contrasts with the reductions observed by Shanika and Seran [38] in
the same variables and at the same NaCl concentration, which were greater than 50%. GRI
was the most affected trait, being reduced by 70% over a 12-day period at
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80 mM NaCl. This percentage was lower than that obtained in tomatoes native to Mexico (88%)
germinated in 150 mM NaCl, although over a 20-day period [39]. At concentrations of 80 mM
NaCl, the GRI reduction percentages are consistent with those observed in commercial
varieties, in which they have been higher than 80% starting at 75 mM [40].

Comparisons of means of the group X NaCl concentration interaction (Table 3) indicated
that in all groups the traits decreased (p < 0.05) under salt stress. However, Group 2 had
greater tolerance, since it decreased the evaluated traits to a lesser extent, with appreciably
smaller reductions than the other two groups; in the case of GP, PL, RL and TDM, they were
less than 40%. Group 1, with the greatest susceptibility, had reduction percentages in the
evaluated traits of between 57 and 84%. This is consistent with Figure 3, derived from the
discriminant analysis previously performed.

Table 3. Comparisons of means of the group X NaCl concentration interaction of 93 experimental tomato
(Solanum lycopersicum L.) lines germinated under saline conditions. Comparisons are made within each
group between control (0 mM NaCl) versus saline condition (80 mM NacCl).

NaCl GRO GP GRI PL RL TDM

(mM) (%) (cm) (cm)
0 1 80.37 b 6.44 b 3.32 a 1.00 a 0.03 a
80 1 30.26 d 1.06 e 1.33 d 0.44 d 0.01 d
% Reduction 62 84 60 57 69
0 2 86.37 a 7.85 a 3.40 a 1.06 a 0.03 a
80 2 75.07 b 3.38 C 2.52 b 0.73 b 0.02 b
% Reduction 13 57 26 31 14
0 3 76.82 b 6.41 b 3.46 a 1.14 a 0.03 a
80 3 48.38 C 1.78 d 1.96 C 0.57 c 0.01 C
% Reduction 37 72 44 50 48
HSD 3.05 0.17 0.13 0.07 0.0012

GRO: group, % reduction: percentage reduction at 80 mM NaCl with respect to the control, GP: germination percentage,
GRI: germination rate index, PL: plumule length, RL: radicle length, TDM: total dry matter, HSD: honestly significant
difference. Means with the same letter within columns and group do not differ statistically (Tukey, p < 0.05).

The tolerant lines belonging to Group 2 (L4-1, L5, L9, L45 and L92D) showed no
differences in GP, RL, PL and TDM (p < 0.05) between the saline condition (80 mM NaCl) and
the control (Table 4). Previous research indicates that in various crops, including tomato,
genotypes with salinity tolerance show minor reductions in these same traits [29,38,41,42].

Table 4. Comparisons of means of the concentration-by-genotype interaction nested in a group of
experimental tomato (Solanum lycopersicum L.) lines selected from a set of 93 lines, germinated under

salinity conditions. Comparisons are made within each genotype between control (0 mM NaCl) versus
saline condition (80 mM NaCl).

NaCl GP RL PL TDM
(mM) GEN  GRO (9 GRI (cm) (cm) (mg)
0 L4-1 2 96 a 10.2 a 1.34 a 3.71 a 0.0258 a
80 L4-1 2 84 a 5.1 b 1.11 a 3.10 a 0.0252 a
% Reduction 13 50 17 17 2
0 L45 2 94 a 8.0 a 0.90 a 3.37 a 0.0306 a
80 L45 2 80 a 3.5 b 0.66 a 2.63 a 0.0312 a
% Reduction 15 56 27 22 102
0 L5 2 100 a 9.7 a 0.84 a 2.70 a 0.0299 a

80 L5 2 94 a 4.6 b 0.68 a 2.19 a 0.0300 a
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Table 4. Cont.

NaCl GP RL PL TDM
(mM) GEN ~ GRO (%) GRI (cm) (cm) (mg)
% Reduction 6 53 19 19 103
0 L9 2 92 a 7.6 a 1.20 a 3.50 a 0.0328 a
80 L9 2 78 a 33 b 0.77 a 2.57 a 0.0240 a
% Reduction 15 57 36 27 27
0 L92D 2 98 a 9.9 a 0.94 a 3.15 a 0.0214 a
80 L92D 2 91 a 41 b 0.54 a 2.16 a 0.0193 a
% Reduction 7 59 43 32 10
0 L29 1 94 a 8.7 a 141 a 3.35 a 0.0403 a
80 L29 1 36 b 1.3 b 043 b 1.59 b 0.0126 b
% Reduction 62 84 70 53 69
0 L33 1 88 a 6.5 a 1.16 a 3.24 a 0.0402 a
80 L33 1 38 b 1.4 b 0.42 a 1.56 b 0.0131 b
% Reduction 57 79 64 52 67
0 L40 1 80 a 7.0 a 0.94 a 4.13 a 0.0256 a
80 L40 1 27 b 1.0 b 0.33 a 1.64 b 0.0086 b
% Reduction 66 86 65 60 66
0 L41 1 98 a 7.1 a 1.22 a 3.44 a 0.0354 a
80 L41 1 38 b 1.2 b 0.55 a 1.28 b 0.0102 b
% Reduction 61 83 55 63 71
0 L73 1 94 a 8.4 a 1.52 a 3.81 a 0.0416 a
80 L73 1 36 b 1.1 b 0.45 b 1.755 b 0.0124 b
% Reduction 62 87 70 54 70
HSD 34 1.8 0.78 1.47 0.0133

GEN: genotype, GRO: group, % reduction: percentage reduction when going from 0 to 80 mM NaCl concentration, GP:
germination percentage, GRI: germination rate index, PL: plumule length, RL: radicle length, TDM: total dry matter,
HSD: honestly significant difference. Means with the same letter within columns and genotype do not differ
statistically (Tukey, p < 0.05).

At a concentration of 70 mM, two commercial varieties showed germination percentages
of 65% [43], while the tolerant lines in the present study (80 mM NaCl) had germination
percentages above 78%.

According to previous information, it was possible to identify 28 genotypes with better
performance under salt stress (Table S3) than those reported in other studies [37,38,41,44,45]. In
contrast, susceptible genotypes were found with diminished development under this
condition (Figure 4) and were clearly outperformed by both the tolerant genotypes in this
work and those from other studies [14,15,39,40,43]. This shows the usefulness of the
methodology employed for the selection of NaCl tolerance during germination with a high
number of genotypes.

The tolerance expressed by the genotypes during a 12-day period to the salt stress that
occurred in this research must be associated with both osmotic stress tolerance and ionic
tolerance. The former occurs in the initial periods of exposure to NaCl, which causes a decrease
in the osmotic potential that prevents water uptake during seed germination [5,15,46,47]. In
contrast, ionic stress occurs during prolonged periods of NaCl exposure, caused by the
toxicity of Na* and Cl~ upon entering embryonic tissues, resulting in the alteration of cellular
metabolism, protein synthesis and ATP synthesis [23,48-50], reasons why the germination
process is considered to be the most sensitive in plant development [29,44,51]. Under this
reasoning, the genotypes of Group 2, with greater tolerance during germination, must possess
mechanisms of tolerance to both types of stress due to the prolonged period of the test. Group
3, with partial tolerance to NaCl, could possess one of these two mechanisms, suggesting that
the tolerance gene complexes are different.
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Figure 4. Tomato seeds at the end of germination test. (A) Control without NaCl; (B) 80 mM NaCl; (C)
control treatment; (D) 80 mM NaCl. Saline conditions induce seed death and root necrosis in tomato

seedlings and reduce seedling length.

3.2. Salinity tolerance at seedling stage

An index was calculated for each trait, which consisted of dividing the result of the saline
condition by the average of the result in the absence of salt, with which multivariate analyses were
performed. The dendrogram, generated with Gower’s distance and Ward’s minimum variance
algorithm, is presented in Figure 5. Hotelling’s T? statistic and the pseudo-F statistic indicated the

formation of three groups with a cut-off height of 0.05 of semipartial r?.
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Figure 5. Hierarchical dendrogram generated from Gower’s distance and Ward's minimum variance
algorithm of NaCl tolerance indices of 88 experimental tomato lines evaluated under salt stress during initial

seedling development.
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A linear discriminant analysis was performed to corroborate the appropriateness of the
grouping, which indicated that one discriminant variable (DV1), with an eigenvalue of 5.3,
explained 97% of the variation in the data (p < 0.0001). The DV1 eigenvector showed a greater
positive association with aerial dry matter accumulation, total dry matter and leaf area (Table
5); thatis, lines with a high DV1 value indicate greater stem and leaf development. The cross-
validation test showed adequate assignments in 80 of the 88 genotypes evaluated. Once the
eight genotypes were reassigned, the three groups were made up of 36, 29 and 23 lines.

Table 5. Eigenvector of the variables generated from indices of 88 experimental tomato (Solanum
lycopersicum L.) lines at seedling stage

Variable Eigenvectors Discriminant functions

VD1 VD2 VD1 VD2

Seedling height (SH) 0.28 0.62 0.36 0.74
Root length (RL) 0.07 0.23 -0.29 0.09
Root dry matter (RDM) 0.25 0.62 -0.07 0.93
Aerial dry matter (ADM) 0.97 -0.11 -1.76 1.83
Total dry matter (TDM) 0.98 -0.08 4.18 -2.30
Leaf area (LA) 0.62 0.31 0.02 0.05

The graphical representation of the genotype distribution based on discriminant
variables DV1 and DV2 is presented in Figure 6. The Group 3 genotypes were the most
tolerant to salt stress, showing higher DV1 values; that is, they had greater development of
the aerial part and leaf area. In contrast, the Group 1 genotypes were susceptible, since they
showed less development of the traits mentioned.
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DV1, 97 % explained variation (P < 0.0001)

Figure 6. Graphical representation of discriminant variables of 88 tomato (Solanum lycopersicum L.) seedlings
under saline conditions. DV1: discriminant variable 1, positive values are associated with higher aerial and
total dry matter content, as well as greater leaf area and vice versa; DV2: discriminant variable 2, positive
values are associated with greater root length and seedling height and vice versa.

The analyses of variance considered the sources of variation: NaCl concentration, groups,
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genotypes nested within groups and the corresponding interactions. In the sources of variation
groups and concentration, significance was detected in the evaluated traits, except for RL in
groups and TDM for concentrations. The genotypes within groups had differences (p < 0.01)
in all evaluated traits. Regarding the concentrations X genotype interaction, statistical
differences were only detected in SH and LA. Coefficients of variation were acceptable, between
12 and 21% in SH, RL and LA. For RDM, ADM and TDM, the coefficients of variation ranged
between 34 and 37.5% (Table S4).

According to the comparisons of means for NaCl concentration, the saline condition
drastically decreased SH and LA, without modifying RL, RDM, ADM or TDM (Table 6). In a
previous study, tomato seedlings exposed to 105 mM NaCl had plant height reductions of 70%
[43]. In commercial varieties, decreases of 30% in plant height were observed at a 100 mM
NaCl concentration [41], which was 10% lower than the percentage obtained in the present
study. In addition, the lines showed reductions of 50% in leaf area, results like those obtained in
tomato lines native to Mexico at 205 mM NaCl, where the genotypes decreased their leaf area
by 38% [52]. Similarly, at the same concentration, three commercial varieties decreased their
leaf area by 50% [45].

Table 6. Comparisons of concentration means for the traits evaluated in 88 seedlings of experimental
tomato (Solanum lycopersicum L.) lines under salinity conditions.

NaCl SH RL RDM ADM TDM LA
(mM) (cm) (cm) (g (g (g (cm?)
0 18.3 a 44.0 a 0.2 a 2.1 a 2.3 a 702.2 a
150 10.2 b 38.0 a 0.5 a 1.8 a 2.3 a 348.5 b
% Reduction 44 14 —187 13 0 50
HSD 7.5 6.7 0.4 1.2 1.6 248.9
Ccv 12.3 12.5 34.1 37.5 35.3 21.0

% reduction: percentage reduction when going from 0 to 150 mM NaCl concentration (negative values indicate
evaluated trait’s increases in the saline condition), SH: seedling height, RL: root length, RDM: root dry matter, ADM:
aerial dry matter, TDM: total dry matter, LA: leaf area, HSD: honestly significant difference. Means with the same
letter within columns did not differ statistically (Tukey, p < 0.05).

The comparisons of means for the concentration X group interaction (Table 7) identify the
genotypes of Group 3 as tolerant to NaCl, since they had fewer effects on SH, LA and RL; the
percentages of reduction in the saline condition corresponded to 42, 14 and 43%, respectively,
and RDM, ADM and TDM showed increases greater than 40% with respect to the control. In
contrast, Group 1 genotypes were the most susceptible, showing reductions of more than 15%
in the evaluated traits.

Table 7. Comparisons of group-by-concentration interaction means of 88 seedlings of tomato (Solanum
Ilycopersicum L.) lines under salinity conditions. Comparisons are made within each group between
control (0 mM NaCl) versus saline condition (150 mM NacCl).

NacCl GRO SH RL RDM ADM TDM LA

(mM) (cm) (cm) (8) (8) (8)
0 1 19.5 a 449 a 0.19 c 2.65 a 285 a 7715 a
150 1 10.3 d 38.1 b 0.51 a 1.84 bc 235 b 351.7 de
% reduction 47 15 —-163 31 17 54
0 2 184 b 43.7 a 0.16 c 2.07 b 224 b 7188 b
150 2 10.5 d 38.3 b 0.50 a 1.89 bc 239 b 3663 d

% reduction 43 13 —-201 9 -7 49
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Table 7. Cont.

NaCl SH RL RDM ADM TDM LA
(mM) (cm) (cm) (g (g (g (cm?)
0 18.3 a 44.0 a 0.2 a 2.1 a 2.3 a 702.2 a
150 10.2 b 38.0 a 0.5 a 1.8 a 2.3 a 348.5 b
% Reduction 44 14 -187 13 0 50
HSD 7.5 6.7 0.4 1.2 1.6 248.9
cv 12.3 12.5 34.1 37.5 35.3 21.0

% Reduction: percentage reduction when going from 0 to 150 mM NaCl concentration (negative values indicate
evaluated trait’s increases in the saline condition), SH: seedling height, RL: root length, RDM: root dry matter, ADM:
aerial dry matter, TDM: total dry matter, LA: leaf area, HSD: honestly significant difference. Means with the same letter
within columns did not differ statistically (Tukey, P<0.05).

Under salinity conditions, the RDM of the tolerant genotypes of Group 3 increased by
more than 100% (p < 0.05) with respect to the control (Table 7). Similar results were observed
in tomato seedlings exposed to 150 mM NaCl, which increased root dry matter by 72% [53].

Table 8 shows the 10 best-performing genotypes from Group 3, which expressed the
highest tolerance (Table 7); these, except in the case of SH, did not show statistical differences
in the evaluated traits (p < 0.05) when going from the stress-free condition to the saline
condition (150 mM NacCl). A tendency is observed in most of them to increase, although not
significantly, RL, RDM and TDM; in addition, all, except one, did not re- duce LA. Similar
results were observed by Lépez-Méndez et al. [39], where tolerant lines of wild tomatoes
showed no statistical difference in biomass accumulation under 0 and 175 mM NacCl
conditions. Previous research has indicated that as the NaCl concentration in the medium
increases, stem and root length decreases, as well as dry matter accumulation [41,44,45,52];
however, in our research, aerial and root dry matter was not affected (p< 0.05) by the saline
condition, and even tendencies to be increased in tolerant genotypes are observed (Figure 7). In
contrast, the susceptible genotypes of Group 1 tended to increase only the RDM.

Table 8. Comparisons of means of tomato genotypes of Group 3 under two NaCl concentrations at seedling
stage. Comparisons are made within each genotype between control (0 mM NaCl) versus saline condition

(150 mM NaCl).
NaCl GEN SH RL RDM ADM TDM LA
(cm) (cm) (® (g (g

0 L13 18.3 a 50.5 a 0.109 a 0.99 a 1.10 a 518.7 a
150 L13 9.4 b 41.0 a 0.449 a 1.42 a 1.87 a 316.2 a

% reduction 49 19 —-313 —44 -70 39
0 L20 14.7 a 36.8 a 0.129 a 1.01 a 1.14 a 683.0 a
150 L20 8.8 a 36.2 a 0.357 a 1.41 a 1.77 a 340.3 a

% reduction 40 2 -176 -39 -55 50
0 L43 14.5 a 40.8 a 0.090 a 0.68 a 0.77 a 455.7 a
150 L43 8.9 a 34.3 a 0.269 a 1.18 a 1.45 a 244.2 a

% reduction 39 16 —198 -72 —87 46
0 L5 10.2 a 46.3 a 0.111 a 0.76 a 0.87 a 344.4 a
150 L5 8.4 a 33.7 a 0.204 a 1.06 a 1.27 a 205.0 a

% reduction 18 27 -84 —40 —45 40
0 L75 15.1 a 37.8 a 0.085 a 0.84 a 0.93 a 409.1 a
150 L75 10.1 b 34.8 a 0.369 a 1.46 a 1.83 a 277.8 a

% reduction 33 8 —334 —-74 —97 32
0 L41 15.2 a 37.8 a 0.091 a 0.95 a 1.04 a 420.6 a

150 L41 8.8

o

395 a 0.369 a 1.43 a 1.80 a 279.0 a
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Table 8. Cont.
SH RL RDM ADM TDM LA
NaCl
(cm) (cm) (g (® (g

% reduction 42 -5 —305 —51 —-73 34
0 14.1 a 46.5 a 0.1 a 0.8 0.9 387.6 a
150 7.6 b 44.0 a 0.4 a 1.2 1.5 280.1 a

% Reduction 46 5 —186 —49 —68 28
0 8.0 a 26.3 a 0.0 a 0.2 0.3 130.5 a
150 4.4 b 27.8 a 0.1 a 0.4 0.5 114.6 a

% Reduction 44 -6 —-150 =79 -89 12
0 18.6 a 33.0 a 0.1 a 1.0 1.1 487.4 a
150 8.6 b 32.3 a 0.3 a 1.4 1.8 252.9 b

% reduction 53 2 —-196 —40 —55 48
0 13.7 a 44.3 a 0.2 a 0.9 1.0 343.1 a
150 8.3 b 31.2 a 0.3 a 1.8 2.2 230.3 a

% reduction 39 30 —-103 —-107 —-107 33

GEN: genotype, GRO: group, % reduction: percentage reduction when going from 0 to 150 mM NaCl concentration
(negative values indicate evaluated trait’s increases in the saline condition), SH: seedling height, RL: root length, RDM:
root dry matter, ADM: aerial dry matter, TDM: total dry matter, LA: leaf area. Means with the same letter within
columns and genotype do not differ statistically (Tukey, p < 0.05).

5{ 4

A)

Control

B)

Susceptible

C)

Tolerant

Figure 7. Rootlength and leaf area of seedlings tomato. (A) Control without NaCl; (B) susceptible line to 150
mM NacCl; (C) tolerant line to 150 mM NaCl. Saline conditions significantly reduce leaf area and root length
in susceptible lines, whereas in tolerant lines, leaf area is affected, but root volume tends to increase.

Of the 88 lines evaluated in the seedling test, 23 were identified as tolerant (Table S5),
showing better performance under saline conditions than other genotypes from previous
research [39,44,45,52]. This resulted from increased development of SH, RL and LA, as well as

the greater accumulation of dry matter by structures. This increase in dry matter as a

mechanism of salt stress tolerance has also been reported in corn [54], sweet potato [55], barley

[42] and tomato [41]; these responses are associated with increases in the synthesis of organic

solutes such as reducing sugars, total sugars, proline and amino acids, which help counteract
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osmotic effects and maintain plant water status [56-58]. In contrast, 36 susceptible genotypes
were identified with impaired development in saline conditions, outperformed by the tolerant
genotypes in this research, as well as those in other studies [16,40,51].

Under this reasoning, tolerant lines (Group 3) must have mechanisms that allow
maintaining an adequate root system for the supply and distribution of water and nutrients to
ensure the development and growth of seedlings, which must include tolerance to both
osmotic stress and ionic toxicity by having the ability to accumulate Na* in the vacuole and
restrict the entry and translocation of Na® [21,51,59]. Additionally, they participate in
hormonal regulation that affects source-demand relationships and regulates the production and
use of photoassimilates [60] that prevent ionic toxicity in photosynthetic tissues, which
translates into greater biomass accumulation [61,62].

Upon consideration of the results of both tests, seven lines (L5, L13, L28, L43, L53, L54
and L68) were identified as salinity tolerant at the germination and seedling stages (Table 9).
This set was characterized by having the lowest decreases in GP, PL and TDM during
germination and RL, RDM, ADM and TDM in the seedling test when going from a normal
condition to saline stress.

Table 9. Clustering groups for tomato (Solanum lycopersicum L. lines in salinity tolerance tests at
germination and seedling stages.

ermination Tolerant Intermediate tolerance Susceptible
Seedling Group 2 Group 3 Group 1

Tolerant L5,L13, L28, L43, L53, L4-3,L8,L19,L35,L37, L4781,
Group 3 L54, L68 L57, L75, RF1 L7,L41,L67,L72, L88, SS5
. L10,11-4,L14,L23,L29
Intermediate tolerance L2,L18,L22,L30,L31,L34 ’ ’ ’ ! !
L9, L45,148,L63,L78 ’ ’ ’ ’ ’ ’
Group 2 L4752, L58, L59, L60, L69 L40,L47S8,L49,L61,L62,

L73,L90, RF46
L4-1,L12,1L42,1L44,L50, L3,L15,L24,L27,L36,L39,
L55,L56, L64, L65,L66, L46,L51,L51H,L52,L76H, L1,L6,L33,L74,L85, RF81
186,191, 192D, RF12,S52 180, MERM, RF38, RF41

Susceptible
Group 1

Growth assessment using rapid tests during germination and seedling development
exposed to NaCl is an effective strategy for the preliminary identification of tolerant
genotypes [37,44]. Several studies have shown that root growth and seedling length are
correlated with salinity tolerance; therefore, these variables have been used as selection
criteria for tolerant genotypes [38,39,41]. These conditions are observed in our results.

Leaf area, dry matter, seedling length and root length are required variables for the
identification of genotypes tolerant to salt stress [43,45,52,53]. In this context, the floating raft
system allows the evaluation of root development and growth through direct and non-
destructive monitoring, which represents a great advantage over the use of solid substrates,
in which the quantification of these characteristics is less precise [63].

The presence of tolerant lines in a single test implies that the tolerance mechanisms
activated at each stage are different. For example, line L92D was tolerant in the germination test,
while in the seedling test, it showed high susceptibility. Two lines derived from native
populations were included in the study; SS2 exhibited the same behavior as L92D, while SS5
was tolerant in seedlings and susceptible during germination. Thus, salinity tolerance is a
complex trait regulated by the expression of various metabolic and structural genes
influenced by the presence of salt [64-67], such as those involved in the exclusion and
compartmentalization of toxic ions and transcription factors that participate in signaling
pathways in the presence of stress [68,69] and by the adaptive responsiveness of the genotype
to salt stress [51,70]. Although genotypes with different levels of tolerance were found, no
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associations between this behavior and their phenotypic characteristics (fruit color and shape,
growth habit) were identified (Table S1).

Similar to the present results, previous research has detected as tolerant genotypes those
with smaller reductions in seedling and root length, as well as in biomass accumulation. In
addition, these studies have been able to associate this response with the accumulation of
secondary metabolites such as carotenoids, flavonoids, amino acids and anthocyanins, which
are indicators to salinity stress adaptation [15,45,53]. Therefore, it is highly likely that the
tolerant lines identified in this research possess these mechanisms that allow them to
counteract the negative effects of salt stress.

Having rapid initial tests that are easy to replicate in a large number of genotypes in order
to identify those that are tolerant to salt stress in periods of less than 20 days, enough time to
show tolerance to both osmotic stress and ionic stress during the germination and seedling
stages, facilitates the breeding of this crop. However, a detailed study of selected materials in
longer periods of exposure to stress is necessary in order to quantify the concentration of
secondary metabolites and nutrients, which would allow confirming tolerance to salt stress,
even at advanced phenological stages. Quantification of these metabolites can provide further
evidence of NaCl tolerance, complementing information from growth assessments. Under
prolonged salt stress, secondary metabolites play a crucial role in maintaining enzyme function,
stabilizing membrane proteins and scavenging reactive oxygen species [58,71].

4. Conclusions

Salinity caused by NaCl produces negative effects on the early developmental stages,
germination and seedling of tomato lines. Furthermore, the results of this research suggest that
the response to salinity stress depends on the adaptability of the genotype and the
developmental stage. This is attributed to the fact that the twenty-eight tolerant genotypes in
germination were different from the twenty-three tolerant ones in the seedling stage, with only
seven tolerant genotypes coinciding in both phenological stages, which implies that salt stress
tolerance is regulated by the expression of different genetic complexes.

The differential behavior of the lines allowed us to identify genotypes that are tolerant and
susceptible to salt stress by evaluating growth and development at the germination and
seedling stages using the methodologies employed in this research.

The variation in salt stress tolerance observed in a large number of tomato lines during the
germination and seedling stages allowed the initial selection of genotypes for use in breeding.
Thus, the tolerant lines at both stages evaluated (L5, L13, L28, L43, L53, L54 and L68) can be
considered as parents for obtaining future tolerant varieties, because these genotypes showed
the best response in terms of salt tolerance at germination and seedling stages.

In the germination test, salt stress-tolerant genotypes did not decrease dry matter
accumulation, germination percentage or plumule and radicle length with respect to the
control; in contrast, during the seedling stage, the tolerant genotypes increased root length and
dry matter as an adaptive response to salt stress. This suggests the usefulness of these traits for
the early selection of salt-tolerant genotypes.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at
https://www.mdpi.com/article/10.3390/horticulturae11050532/s1: Table S1. Phenotypic characteristics
of the greenhouse tomato breeding program lines of the Universidad Auténoma Chapingo; Table S2.
Analysis of variance for the traits evaluated in 93 tomato lines (Solanum lycopersicum L.) germinated
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13.

under salinity conditions; Table S3. Comparisons of means of the concentration-by-genotype interac-
tion in 93 experimental tomato (Solanum lycopersicum L.) lines, germinated under salinity conditions.
Comparisons are made within each genotype between control (0 mM NaCl) versus saline condition
(80 mM NaCl) (Tukey, p < 0.05); Table S4. Analysis of variance for the traits evaluated in 88 seedlings
tomato lines (Solanum lycopersicum L.) under salinity conditions; Table S5. Comparisons of means of
the concentration-by-genotype interaction in 88 seedlings of experimental tomato (Solanum
Iycopersicurn L) lines under salinity conditions. Comparisons are made within each genotype
between control (0 mM NacCl) versus saline condition (150 mM NaCl) (Tukey, p < 0.05).
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CAPITULO 3. ASOCIACION DE REGIONES GENOMICAS CON LA
TOLERANCIA A CLORURO DE SODIO EN GERMINACION Y PLANTULA DE
TOMATE

Resumen

La salinidad es uno de los principales factores abiéticos que afecta al cultivo de
tomate al disminuir su crecimiento y produccion, por lo que la identificacion de
genes asociados a la tolerancia favorecera la generacién de variedades
adaptadas al estrés salino. El objetivo de esta investigacion fue identificar
regiones gendmicas asociadas con la tolerancia a salinidad en 93 lineas de
tomate evaluadas en germinacion y plantula. La evaluacion fenotipica en
germinacion se realiz6 en 93 lineas expuestas a 80 mM de NaCl y testigo en
camara germinadora con temperatura 28+1 °C y humedad relativa de 8045 %; y
en plantula en 88 lineas en 150 mM de NaCl y testigo en sistema de balsa
flotante. De los datos fenotipicos se obtuvieron indices mediante el cociente de
la respuesta obtenida en la condicion salina, dividida entre el promedio de la
respuesta obtenida en el testigo, se calculd la varianza genética y la heredabilidad
en sentido amplio, asi como los mejores estimadores insesgados (BLUES) de los
indices generados. La heredabilidad fue mayor que 0.54 y las varianzas mayores
gque 0.002 en todos los caracteres. Las lineas fueron caracterizadas
genotipicamente mediante un analisis GBS (Genotyping by Sequencing) con el
genoma ITAG5.0. La asociacion genomica se realizé mediante un analisis GWAS
(Genome Wide Association Study) con un Modelo Lineal Mixto en GAPIT. El GBS
genero 420,048 SNPs, después de un estricto analisis de filtrado se identificaron
13,799 SNPs funcionales para el analisis GWAS. El analisis GWAS identificé 20
SNPs en germinacion, diez con anotacion funcional, y 24 SNPs en plantula, once
descritos en el genoma de referencia. Los SNPs asociados con la tolerancia a la
salinidad en ambas etapas de crecimiento participan en la respuesta
antioxidante, homedstasis ionica, regulacion de las vias de sefializacion del acido
abscisico y biosintesis de metabolitos secundarios.

Palabras clave: Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), Solanum
lycopersicum L., secuenciacidn, asociacion, crecimiento.

3.1 Introduccién

El tomate es una de las hortalizas mas importantes debido a su amplia
distribucion, valor nutricional y econémico (Kim et al., 2021). A nivel mundial, se
producen alrededor de 189 millones de toneladas, cultivadas en una superficie

cercana a los 5 millones de hectareas (FAO, 2022).

A pesar del aumento de la produccién de tomate, su cultivo se enfrenta tanto a

factores bi6ticos como abidticos. Dentro de los factores bidticos se encuentran
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las plagas y enfermedades; mientras que en los factores abidticos se encuentran
las condiciones ambientales desfavorables como la sequia, temperaturas
extremas y salinidad de suelos y agua (Amoroso et al., 2023; Sadder et al., 2025;
Safdar et al., 2019).

Las plantas expuestas a salinidad inducida por cloruro de sodio enfrentan dos
tipos de estrés: el osmoético que ocurre en fase inicial de la exposicion a la
condicién salina y es provocado por la elevada concentracion de sales en el
medio de crecimiento (suelo, agua o sustrato) y el iénico, que comienza cuando
la acumulacién de iones CI- y Na* en el interior de las células alcanza niveles
toxicos (Munns & Tester, 2008).

La salinidad provoca una serie de alteraciones morfologicas, fisiologicas y
moleculares que dafian las células, afectan la fotosintesis y el metabolismo
general de la planta (Diouf et al., 2018). Las etapas de germinacion y plantula de
tomate son las mas susceptibles a la salinidad (Gonzalez-Grande et al., 2020;
Lopez-Méndez et al., 2024; Zorb et al., 2019). Durante la germinacion, la salinidad
disminuye y retrasa el porcentaje de germinacion, indice de velocidad de
germinacion y longitud de plumula y radicula (Gonzalez-Grande et al., 2020).
Durante el desarrollo de plantula, la condicion salina reduce la altura de planta,
longitud de raiz, area foliar y como resultado, se reduce la biomasa (Z6rb et al.,
2019).

El desarrollo de variedades tolerantes es una de las estrategias mas utilizadas
para mitigar los efectos causados por la salinidad, ya que esta tolerancia esta
determinada por efectos cuantitativos, por lo que requiere de multiples genes
gue, en conjunto, mejoran la capacidad de adaptacién de la planta al estrés salino
(Das et al., 2024; Singh et al., 2024). En el desarrollo de variedades tolerantes,
los métodos de mejoramiento genético convencionales requieren largos
periodos, por lo que el uso de herramientas moleculares permite acelerar este

proceso (Simko et al., 2021).

43



La seleccion asistida por marcadores moleculares ha proporcionado una
herramienta poderosa en el mejoramiento genético del tomate (Lin et al., 2014).
En este sentido, los andlisis GBS (Genotyping by Sequencing) y GWAS (Genome
Wide Association Study) se han convertido en una herramienta biotecnolégica

importante en el desarrollo de variedades (Liu et al., 2023).

El GWAS es ampliamente utilizado para identificar loci asociados con caracteres
cuantitativos (Liu et al., 2023). Su enfoque combina el andlisis de caracteres
fenotipicos con informacion gendmica para identificar genes o regiones
genomicas especificas asociadas con rasgos de interés agronémico (Huang &
Han, 2014). Ademas, los analisis GWAS permiten explorar la diversidad genética
y la estructura de la poblacion (Holland & Piepho, 2024).

Para realizar un analisis GWAS se requieren datos fenotipicos de una poblacién
de estudio genéticamente diversa y una matriz genotipica de alta densidad,
compuesta por miles o millones de marcadores SNP (Single Nucleotide

Polymorphism) distribuidos a lo largo del genoma (Liu et al., 2023).

La caracterizacion de variantes genéticas y descubrimiento de marcadores SNP
se realiza, generalmente, mediante estudios GBS (genotyping by sequencing)
debido a su bajo costo en comparacién con otras tecnologias de secuenciacion
como RAD-seq (restriction-site associated DNA sequencing) y DArT- seq
(Diversity Arrays Technology sequencing) (Podbielska & Piorkowska, 2022). El
GBS es un método de caracterizacion genotipica simple y repetible, que analiza
multiples secuencias de ADN simultaneamente en gran niumero de muestras
(Podbielska & Piorkowska, 2022).

Diversos analisis GWAS en diferentes cultivos incluido el tomate, han permitido
identificar genes asociados con la tolerancia a salinidad (Das et al., 2024; Javid
et al., 2022). Estos genes estan involucrados en la actividad antioxidante,
homeostasis i6nica, metabolismo de carbohidratos, sintesis de hormonas,
fotosintesis y proteinas transportadoras (Das et al., 2024; Javid et al., 2022; Li et

al., 2022; Wang et al., 2024). La informacion generada ha sido fundamental para
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comprender los mecanismos genéticos de tolerancia al estrés salino y ha
permitido la validacién de genes asociados con la tolerancia y su incorporacién a
programadas de mejoramiento genético mediante cruzamientos dirigidos y

seleccion asistida por marcadores (Afzal et al., 2023).

El objetivo de la presente investigacion fue identificar regiones gendémicas
asociadas a la tolerancia a salinidad en 93 lineas de tomate evaluadas en
germinacion y desarrollo de plantula mediante un estudio de asociacion

gendémica GWAS (Genome Wide Association Study).
3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Evaluacion fenotipica

Los genotipos evaluados fueron 93 lineas homocigoticas (Fio-F12) del Programa
de Mejoramiento Genético de Tomate de la Universidad Autdbnoma Chapingo
(UACh) obtenidas a partir de poblaciones segregantes derivadas de cruzas entre

hibridos comerciales.

La evaluacion fenotipica de las pruebas de tolerancia a sales en germinacion y
en estado de plantula se describen a detalle en la publicacion de Deanda-Tovar
et al. (2025).

La prueba de germinacion se realizé en 93 lineas con 80 mM de NaCl y testigo,
durante doce dias, en camara germinadora con 28+1 °C y humedad relativa de
8015 %. La unidad experimental (UE) fue una caja Petri de 56 mm de diametro
con 25 semillas y papel filtro como sustrato. El disefio experimental fue bloques
completos al azar con dos repeticiones en el testigo y cuatro en el de 80 mM de
NaCl. Se evalu6 porcentaje de germinacion (PG, en %), indice de velocidad de
germinacion (IVG), longitud de plumula (LP, en cm), longitud de radicula (LR, en

cm) y la materia seca total (MST, en mg).

En la prueba de plantula se evaluaron 88 lineas expuestas a 150 mM de NaCl y

testigo, en un sistema de balsa flotante. La unidad experimental consistiéo en 5
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plantulas. El disefio experimental fue bloques completos al azar con tres
repeticiones en concentracion 150 mM y dos repeticiones en el testigo. Se
determind altura de plantula (AP, en cm), longitud de raiz (LRa, en cm), area foliar
(AF, en cm?) mediante fotografias digitales con escalas conocidas y procesadas
con el software ImageJ (v1.4.3.67; National Institutes of Health). Finalmente se
determind la materia seca de la parte aérea (MSPA, en g), materia seca de la raiz
(MSR, en g) y materia seca total (MSTo, en Q).

3.2.2 Andlisis estadisticos de la evaluacion fenotipica

En ambas etapas de crecimiento, germinacion y plantula, se obtuvieron indices
de todos los caracteres evaluados a partir del cociente de la respuesta obtenida
en la condicion salina dividida entre el promedio de la respuesta obtenida en el
testigo. Con los indices generados se calcularon la varianza genotipica y la
heredabilidad en sentido amplio, asi como los mejores estimadores lineales
insesgados (BLUE, Best Linear Unbiased Estimator) mediante el software Multi-
Environment Trial Analysis with R (MetaR v6.0) (Alvarado et al., 2020), se

considerd un disefo experimental de bloques completos al azar.

3.2.3 Extraccion de ADN, genotipado y determinacién de polimorfismos de

un solo nucledtido (SNP, Single Polymorfism Nucleotide)

El ADN de las lineas homocigoéticas se aislo de hojas verdes tiernas y sin dafio
aparente de plantulas de 35 dias de edad. El tejido se pulverizé con nitrégeno
liquido. La extraccion de ADN se realiz6 con el método CTAB (bromuro de
alquiltrimetilamonio). La pureza e integridad del ADN se determind mediante
corrimiento en gel de agarosa al 1.5 % y se cuantific6 en espectrofotometro
(Thermo Scientific modelo NanoDrop Lite) en el laboratorio de Marcadores

Moleculares del Departamento de Fitotecnia de la UACh.

La digestion de ADN se realiz6 con las enzimas Bglll y Ddel; posteriormente se
purificaron fragmentos de 75 pb, la preparacién de las bibliotecas etiquetadas, la
cuantificacion y secuenciacion se realizé con el equipo llumna NextSeq 2x75 del

Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad.
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Los archivos FASTQ obtenidos de la biblioteca gendmica generada mediante
GBS fueron alineados al genoma de referencia ITAG5.0 mediante el software
Bowtie2 (v.2.2.5) (Langmead & Salzberg, 2012). El genoma de referencia,
Solanum lycopersicum ITAG5.0, se obtuvo de Phytozome (https://phytozome-

next.jgi.doe.gov/). Los alineamientos resultantes se convirtieron a los formatos
SAM y BAM con el software Samtools (v1.19.2) (Li et al., 2009); la identificacion
y llamado de variantes se realizé con Bcftools (v1.19) (Danecek et al., 2021)

mientras que el filtrado de SNPs de baja confiabilidad se realiz6 con VCFtools
(v0.1.16). (Danecek et al., 2011).

Los SNPs de baja calidad se eliminaron con las condiciones: QUAL<30,
profundidad de lectura (Depth) <5, desequilibrio de ligamiento (LD) >0.8, datos
faltantes <10 % y frecuencia del alelo menor (MAF) <5%.

Los genotipos marcadores se recodificaron para efectos aditivos como 0, 1y 2
(aa=0, Aa 0 aA=1 y AA=2). Con el software RStudio (v4.4.1), para los SNPs de
alta calidad resultantes, se imputaron los datos faltantes con base en las

frecuencias alélicas. Los SNPs monomorficos se eliminaron.
3.2.4 Andlisis de asociacion gendémica (GWAS)

El andlisis de asociacibn genomica se realizO con el paquete Genome
Association and Prediction Integrated Tool 3.0 (GAPIT3) (Wang & Zhang, 2021)
en RStudio (v4.4.1), se empled la base de datos de marcadores SNPs filtrados y
los BLUEs de los datos fenotipicos de los cinco caracteres evaluados en
germinacion y los seis caracteres evaluados en la etapa de plantula. El andlisis
de asociacién SNP-caracter se realizé mediante el Modelo Lineal Mixto (Yu et al.,
2006):

y =ul + x;f; + Qv + Zu + e,

donde y es un vector respuesta (BLUES) de dimension n x 1, n es el nimero de
individuos, , u es un intercepto, 1 es un vector de unos de dimension n X 1, x; es
la j-ésima columna de la matriz de SNP codificada para efectos aditivos e

imputada, S; es el efecto del j-ésimo SNP (j = 1, ... ,p, marcadores); v es un
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vector de efectos poblacionales, Q es una matriz de estructura de poblacion, u es
un efecto aleatorio que considera los efectos poligénicos, se modela al utilizar

una variable aleatoria normal multivariada con vector de medias 0 y matriz de

varianzas y covarianzas 2¢%K con ¢ como varianza genética y K matriz de
g g

relaciones entre individuos de dimension n X n que se calcula con los marcadores
SNPs; Z matriz de incidencia de 0's y 1’s para relacionar fenotipos y genotipos; e

es el término aleatorio del error, se modela al utilizar una variable aleatoria normal
multivariada con media 0 y matriz de varianzas y covarianzas o2l donde o2 es

e e

un componente de varianza asociado a residuales e I matriz identidad de tamafio

nXxXn.

Después del analisis de asociacion gendémica (GWAS), se obtuvo el p-valor
correspondiente para el juego de hipotesis Ho: §j = 0vs Hi: 8 #0,j =1, ...,
marcadores SNPs, Después se calculd — logio(p — valor), con el objetivo de
facilitar la interpretacion y representacion grafica de los resultados. Los SNPs que
se consideraron significativos fueron aquellos cuyo — logio(p — valor) > 3,

equivalente a un nivel de significancia de p < 0.001.
3.2.5 Identificacion de genes candidatos

La anotacion funcional de las regiones gendmicas o genes candidatos se realizo
con la busqueda de posicion y cromosoma del SNP significativo. Se utilizo el
genoma de referencia Solanum lycopersicum ITAG5.0 obtenido de Phytozome

disponible en https://phytozome-next.jgi.doe.gov/. Se consideraron las regiones

cercanas ubicadas a 3750 pb downstream o upstream de los SNPs significativos.

3.3 Resultados y discusion
3.3.1 Evaluacién fenotipica

En germinacion, los caracteres IVG, PG y LP mostraron alta heredabilidad en
sentido amplio (H?) entre 0.78 y 0.86, la mayor parte de la variacién fenotipica se
debe a diferencias genéticas (Cuadro 3.1). Esto sugiere que IVG, PG y LP fueron
los caracteres donde es mas probable detectar asociaciones significativas con

los SNPs, ya que la mayor parte de su variacion es explicada por la variacién
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genética, lo que permite que las asociaciones fenotipo-genotipo se mantengan
estables y consistentes.

Cuadro 3.1 Heredabilidad en sentido amplio y varianza genotipica en cinco
caracteres de_lineas de tomate evaluadas en 80 mM de NaCl en germinacion.

Carécter Repeticiones Gveanré)atll’npziSa Heredg?ilidad
og’
IVG 4 0.013 0.86
PG 4 0.042 0.84
LP 4 0.029 0.78
LR 4 0.052 0.59
MST 4 0.028 0.64

indice de velocidad de germinacién (IVG), porcentaje de germinacion (PG), longitud de plimula
(LP), longitud de radicula (LR) y materia seca total (MST).

En etapa de plantula, los caracteres MSPA, MSTo y LRa mostraron mayor
heredabilidad entre 0.67 y 0.71, por lo que es mas probable encontrar
asociaciones de estos caracteres con los marcadores SNPs (Cuadro 3.2), debido
a que hay fuerte influencia genética en la expresion de los caracteres evaluados
bajo condiciones salinas. Las varianzas genotipicas respaldan los resultados
anteriores ya que variaron de 0.002 a 0.318, lo que hay diversidad genética en la
poblacién de las lineas evaluadas.

Cuadro 3.2 Heredabilidad en sentido amplio y varianza genotipica en seis

caracteres de lineas de tomate evaluadas en 150 mM de NaCl en etapa de
plantula.

Caracter Repeticiones Gve;rcljatlinpzic?a Heredﬁgilidad
og’

AP 3 0.002 057
MSR 3 0.318 0.56
MSPA 3 0.080 0.71
MSTo 3 0.083 0.68
LRa 3 0.008 0.67
AF 3 0.004 0.54

Altura de planta (AP), materia seca de raiz (MSR), materia seca de parte aérea (MSPA), materia
seca total (MSTo), longitud de raiz (LRa) y area foliar (AF).
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3.3.2 Evaluacion genotipica

El GBS (genotype-by-sequencing) indicé que todos los genotipos presentaron
mas de 90 % de lecturas correctamente mapeadas (datos no mostrados) y
generaron 420,048 SNPs. Después del estricto analisis de filtrado, se detectaron
13,799 SNPs funcionales para el analisis GWAS, con los que se genero la matriz

de marcadores SNPs de dimensiones 93 genotipos x 13,799 marcadores SNPs.

La matriz de parentesco, necesaria como covariable para la correccion de
posibles asociaciones de tipo falso positivo en el analisis GWAS, calculada a
partir de los 13,799 SNPs mostré la poca cercania genética entre las lineas
evaluadas y detect6 que no hay estructura en la poblacién, es decir, las lineas
son diversas, por lo que no es necesario hacer ajustes por estructura poblacional
en el analisis GWAS (Figura 3.1 A), lo cual fue corroborado por el analisis de
componentes principales (Figura 3.1 C) que muestra que con dos componentes
principales se explica solamente el 13.5 % de la varianza total (Figura 3.1 B).
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Figura 3.1 A) Matriz de parentesco de 93 lineas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) que muestra la cercania genética entre ellas. B) Gréfico de
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decaimiento de la varianza explicada por los componentes principales. C)
Diagrama de dispersién primer vector propio versus segundo vector propio.

La grafica de decaimiento de desequilibrio de ligamiento (LD) (Figura 3.2),
atributo importante para calcular el umbral de los SNPs significativos en el
analisis de asociacion gendmica, indicé que a una distancia de 3.75 Kb el LD
R?=0.2, es decir, es la distancia a la cual los SNPs no tienen fuerte correlacion.
Esta distancia, 3.75 Kb, se utilizé como limite para explorar regiones genomicas
en busca de genes candidatos cercanos a los SNPs significativamente asociados

con los caracteres evaluados.
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Figura 3.2 Desequilibrio de ligamiento (LD) que representa la disminucion
promedio de LD en la distribucién de marcadores SNPs de 93 lineas de tomate
(Solanum lycopersicum L.). En el eje Y se presentan los valores de R?, mientras
gue el eje X representa la distancia fisica en kilobases (kb).

3.3.3 Andlisis de asociacion gendémica para tolerancia a cloruro de sodio
en germinacion

Los analisis GWAS mediante el modelo lineal mixto identificaron 20 SNPs
asociados significativamente con los cinco caracteres evaluados en germinacion
con base en el umbral de significancia — logio(p — valor) > 3 (Figura 3.3 A).

Diez de los marcadores SNPs estan descritos en el genoma de referencia
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(Cuadro 3.3) y los ocho restantes no han sido descritos o la proteina para la cual
codifican es desconocida (Cuadro A3.1). Los SNPs significativos con anotacion
funcional se ubicaron a lo largo del genoma del tomate en los cromosomas 1 (1
SNP), 4 (3 SNP), 7 (1 SNP), 9 (1 SNP), 11 (2 SNP) y 12 (2 SNP) y se asociaron
principalmente a IVG y LR.

Las graficas cuantil-cuantil (QQ) para los caracteres evaluados en germinacién
(Figura 3.3 B) muestran los p-valores obtenidos en el andlisis de asociacion
genomica con el modelo lineal mixto (MLM) contra los valores esperados bajo la
hipotesis nula o no asociacién de los marcadores con los caracteres evaluados
en germinacion en escala —logio (p-valor). La mayoria de los SNPs se ajustan a
la linea de los valores esperados, por lo que no tienen asociacion con los
fenotipos en estudio. Los marcadores SNPs que se desvian de la diagonal
sugieren asociacion con los caracteres evaluados. De los 20 SNPs identificados,
siete se asociaron a MSR, cinco a LR, dos a MST, tres a LP, uno a IVG; uno

asociado a LP e IVG y uno asociado con PG e IVG.
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Figura 3.3 A) Gréficos de Manhattan obtenidos con el Modelo Lineal Mixto para
indice de velocidad de germinacion (IVG), porcentaje de germinacion (PG),
longitud de plumula (LP), longitud de radicula (LR) y materia seca total (MST) de
plantulas de tomate expuestas a 80 mM de NaCl en etapa de germinacion. La
linea punteada gris oscuro indica el umbral de significancia. B) Graficos cuantil-
cuantil (QQ) basados en -logio (p-valor) observado versus -logio (p-valor)
esperado.
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Cuadro 3.3 SNPs identificados mediante el modelo lineal mixto (MLM) en 93 lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
evaluadas en 80 mM de NaCl en etapa de germinacion para porcentaje de germinacion (PG), longitud de plumula (LP),
longitud de radicula (LR), materia seca total (MST) e indice de velocidad de germinacion (IVG).

Caracter Crom Posicion MAF  (p-valor) Nombre del gen Funcion del gen
LR 1 2264344 049 317  Solyc01G000234 ' ++96 - ELAILREB-DINING protein
(EP300, CREBBP, KAT3)
LR 4 3479438 0.49 3.15 Solyc04G000377 KOG0226 - RNA-binding proteins

MST 4 2723441 0.17 3.26 Solyc04G000293 PF02893 - GRAM domain (GRAM)
PF00535//PF13632//PF14569 - Glycosyl
MST, transferase family 2 (Glycos_transf_2) //
VG 4 60736979 0.41 3.02 Solyc04G002275 Glycosyl transferase family group 2 (Glyco
_trans_2_3)// Zinc-binding RING-finger
LP, IVG 7 61071356 0.44 3.42 Solyc07G001914 K15083 - DNA repair protein RAD16 (RAD16)
PG 9 33265902 0.15  3.03  Solyc09G001232 - 1HR27003:SF36 - LEUCINE-RICH REPEAT

PROTEIN KINASE-LIKE PROTEIN

K02908 - large subunit ribosomal protein L30e
LP 11 57022081 0.25 3.12 Solyc11G002413 (RP-L30e, RPL30)
IPR001680//IPR001932//IPR015813//I
PR015943//IPR017986//IPR021135 —
WDA40 repeat // PPM-type phosphatase domain//
LR 11 10828867 0.11 3.10 Solyc11G000976 Pyruvate/Phosphoenolpyruvate kinase-like
domain // WD40/YVTN repeat-like-containing
domain // WD40-repeat-containing domain //
Phosphoenolpyruvate carboxylase
K04459 - dual specificity MAP kinase
LP 12 685460 0.25 3.01 Solyc12G000100 Phosphatase (DUSP, MKP)

PG,IVG 12 234131 0.20 3.19 Solyc12G000024  K10405 - kinesin family member C1 (KIFC1)

Crom: cromosoma, posicion en pares de bases, MAF: frecuencia del alelo menor (minor allele frequency), nombre y funcién del gen de acuerdo con
el genoma de referencia ITAG5.0 disponible en https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
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A partir de la evaluacion bajo estrés salino durante germinacion se identificaron siete
genes involucrados directamente con la respuesta de tolerancia a salinidad (Cuadro
3.3). El gen Solyc04G002275 que codifica para una celulosa sintasa (UDP-glucose-
cellulose glucosyltransferase), ayuda a reforzar la pared celular para evitar la
pérdida de agua y a protegerse del estrés osmoético, aunque también esta
involucrada en el crecimiento de la raiz (Zhang et al., 2015).

La region gendmica Solyc04G000293, gen que contiene el dominio GRAM esta
relacionada con la tolerancia a salinidad (Tiwari et al., 2021). Las proteinas con
dominio GRAM estan involucradas en la percepcion y regulacion del estrés
ambiental a través de las vias de sefalizacion a acido abscisico (ABA), metabolismo

de azucares y aminoacidos (Mauri et al., 2016; Joshi et al., 2024).

El gen Solyc09G001232 asociado a PG, codifica una proteina quinasa, implicadas
en la tolerancia a la sales en tomate; regulan las vias de sefalizacion de acido
abscisico, modulan el metabolismo de las especies reactivas de oxigeno e influyen
en la expresion de multiples genes asociados con la respuesta al estrés (Wang et
al., 2020).

El Solyc12G000100, gen asociado con la tolerancia a salinidad, codifica una
fosfatasa de proteina tirosina (PTPasa), la cual es especifica en desfosforilar
residuos de tirosina y/o serina/treonina. La PTPasa es un proteina que controla la
sefalizacion relacionada con el estrés y puede activar el conjunto MKP (proteina
guinasas activadas por mitdgenos). El conjunto MKP funciona como regulador de la
desintoxicacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y contribuye a la
homeostasis idnica, por lo que, la sobreexpresion de PTPasa mejora capacidad de
adaptacion de las plantas al estrés salino (Xin et al., 2021) y abiotico (Ayatollahi et
al., 2022).

Ademas de los genes directamente asociados con la tolerancia a la salinidad, el
GWAS detectd genes involucrados en la reparacion de dafio al ADN y en la
fotosintesis. El gen Solyc04G000377 ubicado en el cromosoma 4 y asociado a
longitud de radicula codifica proteinas de unién al ARN (RNA-binding proteins),

implicadas en el desarrollo y crecimiento de las plantas, regulacion génica

55



postranscripcional y el metabolismo del ARN durante el estrés abibtico (Gururani,
2023). En investigaciones previas, la sobreexpresion de proteinas de union a ARN
ricas en glicina mejord la tolerancia a estrés salino en lineas transgénicas de

Arabidopsis (Ortega-Amaro et al., 2015).

La reparacion del dafio al ADN en condiciones de estrés es de suma importancia
para que las células puedan llevar a cabo sus funciones bésicas. El analisis GWAS
detecté los genes Solyc01G000234, que codifican para una proteina histona
acetiltransferasa, y Solyc07G001914, que codifica una ADN helicasa, involucrados
en la reparacion del dafio del ADN y en la transcripcion génica (Jaiswal et al., 2025).
La histona acetil transferasa acetila el ADN. La acetilacibn al ADN permite la
activacion de genes que participan en la adaptacion de la planta a estrés abidtico
como sequia y salinidad (Imran et al.,, 2019; Xing et al., 2022), mediante la
regulacion del metabolismo de la prolina y la capacidad antioxidante al eliminar las
ROS (Liu et al., 2022); mientras que la sobreexpresion de helicasas favorece el
crecimiento y contenido de clorofila de plantas expuestas a salinidad (Zhu et al.,
2015; Biswas et al., 2018).

Las proteinas kinesinas, son motores moleculares involucrados en el transporte de
componentes celulares a lo largo de los microtibulos y son esenciales para
mantener la estructura y funcion celular (Nebenfihr & Dixit, 2018). El gen
Solyc12G000024 ubicado en el cromosoma 12 y asociado a PG e IVG codifica
proteinas kinesinas. Investigaciones previas en trigo, algodén y tomate sugieren que
las kinesinas podrian regular la tolerancia a sales, ya que la mayor expresion de
kinesinas en estos cultivos incrementé cuando las plantas se expusieron a
condiciones salinas (Chen et al., 2024; Gu et al., 2023; Kong et al., 2012).

3.3.4 Andlisis de asociacion gendmica para tolerancia a salinidad en plantula

En la prueba de plantula, los analisis de asociacién gendémica identificaron 24 SNPs
significativos asociados a AP, MSR, MSPA, MSTo, LRa y AF (Figura 3.4 A). Once
SNPs de los 24 identificados tienen anotacion funcional (Cuadro 3.4) y 13 no han
sido descritos en el genoma de referencia o la proteina para la que codifican es aun

desconocida (Cuadro A3.2). Los 11 SNPs con anotacién funcional se encuentran
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distribuidos en los cromosomas 1 (2 SNP), 2 (1 SNP), 3 (1 SNP), 4 (4 SNP), 5 (1
SNP), 6 (1 SNP) y 11 (1 SNP) y se asociaron principalmente con AF y LRa. No se

encontraron marcadores SNPs con funcion putativa asociados a MSPA.

Las graficas cuantil-cuantil (QQ) para los caracteres evaluados en etapa de plantula
(Figura 3.4 B) muestran los p-valores obtenidos, con el MLM, en el andlisis de
asociacion genomica contra los valores esperados bajo la hip6tesis nula o no
asociacion de los marcadores con los caracteres evaluados en escala —logio (p-
valor). La mayoria de los SNPs se ajustan a la linea de los valores esperados, es
decir, no tienen asociacion con los fenotipos en estudio, aunque los marcadores
SNPs que se desvian de la diagonal sugieren asociacién con los caracteres
evaluados. De los 24 SNPs identificados; siete se asociaron a MSR, cinco a LRa,
cinco a AF, tres a AP, dos a MSTo, uno a MSPA y uno a AF y MSR.
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Figura 3.4 A) Graficos de Manhattan obtenidos con el Modelo Lineal Mixto para
altura de planta (AP), materia seca de raiz (MSR), materia seca de parte aérea
(MSPA), materia seca total (MSTo), longitud de raiz (LRa) y area foliar (AF) de
plantulas de tomate en condiciones de 150 mM de NaCl. La linea punteada gris
oscuro indica el umbral de significancia. B) Graficos cuantil-cuantil (QQ) basados
en —logio(p-valor) observado versus —logio(p-valor) esperado.
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Cuadro 3.4 SNPs identificados mediante el modelo lineal mixto (MLM) en 88 lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
evaluadas en 150 mM de NaCl en etapa de plantula para altura de planta (AP), materia seca de raiz (MSR), materia seca

de parte aérea (MSPA), materia seca total (MSTo), longitud de raiz (LRa) y area foliar (AF).

Caracter Crom Posicion MAF (p-valor) Nombre del gen Funcion del gen
AP 1 76971079 0.19 302  Solyc01G002434 IPRO13785 - Aldolase-type TIM barrel
LRa 1 90627442 0.13 3.04 Solyc01G004054 K06972 - uncharacterized protein (KO6972)
THR10209//PTHR10209:SF130 —
SUBFAMILY NOT NAMED
PTHR11926:SF253 - UDP-
LR 781 0.1 .
a 3 0063878l 015 305 Solyc03G002741 ) vCOSYLTRANSFERASE 89B1
AF 4 35784761 012 321  SOlycOAGOO1216 NiME(MIHD oo Fepalr protein
PTHR10579//PTHR10579:SF55 - CALCIUM-
AF 4 62867780 005  3.05 ACTIVATED CHLORIDE CHANNEL
Solvc04G002486 e s ATOR
/l SUBFAMILY NOT NAMED
AF, PTHR23050/PTHR23050:SF167 - CALCIUM
mMsR 4 17395839 010 307 Solyc04GO0091S g\ N PROTEIN // SUBFAMILY NOT NAMED
PTHR10584/PTHR10584:SF153 - SUGAR
LRa 4 65766062 015 357  Solyc04G002822 \heo aln L KRS
MSTo 5 50267606 021 304  SolycO5G00208L KKrEy gy Protein glucosyltransferase (RUMI,
PTHR24055//PTHR24055:SF214 —
AP 6 300816 0.07 374  SolycO6G000015 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE
/| MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 3
AF 11 2841817 029 359  Solyc11G000340 PTHR11685:SF154 - E3 UBIQUITIN-PROTEIN

LIGASE ARI5-RELATED
Crom: cromosoma, posicion en pares de bases, MAF: frecuencia del alelo menor (minor allele frequency), nombre y funcién del gen de acuerdo con
el genoma de referencia ITAG5.0 disponible en https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
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De manera similar al analisis GWAS para los caracteres evaluados en
germinacion; en la prueba de plantula se identificaron genes con anotacion
funcional involucrados en la respuesta al estrés salino, aunque también se
identificaron genes que no estan directamente relacionados con la tolerancia al
estrés, pero cumplen funciones basicas como reparacién del dafio en el ADN,
reparacion del dafio en el cloroplasto e intervienen en la glucolisis y ciclo de
Calvin (Cuadro 3.4) y mejoran la capacidad de adaptacion frente a condiciones

de estrés abidtico (Chirinos-Arias & Spampinato, 2021; Rouvinen et al., 2021).

El gen Solyc02G001309, que codifica para oxidorreductasa 20G-FE, esté
involucrado en la biosintesis de metabolitos secundarios, desmetilacion del ADN,
hidroxilacion de prolina y biosintesis de fitohormonas (Kawai et al., 2014). Los
genes de la familia Cs20DD-C en Camelia sinesis L., mostraron patrones de
expresion diferencial bajo tratamiento de NaCl y PEG, lo que sugiere que
desempeiian papeles importantes bajo estrés abidtico como sequia y salinidad
(Han et al., 2023).

Los genes Solyc05G002081 y Solyc03G002741 asociados a LR y MSTo
codifican para proteinas glucosiltransferasas, implicadas en la sintesis de
compuestos de pared celular (Amoroso et al., 2023) y sintesis de hormonas como
al acido abscisico (Qiu et al., 2023). En tomate expuesto a NaCl, se indico la
tolerancia a salinidad debido a la sobreexpresion de genes de la familia UDP-

glucosiltransferasa (Qiu et al., 2023).

Durante estrés salino prolongado, las plantas acumulan grandes cantidades de
iones Cl'y Na* que son toxicos, por lo que, es necesaria la eliminacion de estos
iones para asi evitar dafos celulares (Liu et al., 2021). El andlisis GWAS identifico
el gen Solyc04G002486 que codifica para una proteina canal reguladora de
cloruro activada por calcio. Los canales de cloruro secuestran el cloro en la
vacuola para evitar la toxicidad y mejorar asi la tolerancia a salinidad (Subba et
al., 2020).
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La region genomica Solyc04G000915 codifica para proteinas de union al calcio
con dominios EF-hand. Las proteinas de unién al calcio incluyen calmodulinas,
proteinas parecidas a calmodulinas, proteinas quinasas dependientes de calcio
y calcineurina (Zhu, 2016). Las calmodulinas y proteinas parecidas a
calmodulinas regulan transportadores de membrana (canales, bombas vy
antiportadores), factores de transcripcién, proteinas quinasas, fosfatasas y
enzimas metabdlicas (Zeng et al., 2015). En tomate, la expresion génica de
proteinas parecidas a calmodulina fue inducida por salinidad, lo que sugiere que
las proteinas de union a calcio estéan involucradas en la tolerancia a estrés salino
(Munir et al., 2016).

El gen Solyc04G002822 que codifica para una proteina fosfohexoquinasa se
asocio con LRa. Las proteinas de la familia de las hexoquinasas son reguladoras
en el metabolismo de la sacarosa, catalizan la fosforilacion de hexosas, modulan
el crecimiento de las plantas y estan involucradas en la adaptacion al estrés (Han
et al., 2022). En soya, genes GmHXK2 que codifican hexoquinasas, mostraron
mayor expresion en raiz cuando las plantas se expusieron a NaCl, ademas se
mejoré la capacidad de eliminar especies reactivas de oxigeno, lo que sugiere su

participacion en la tolerancia a estrés salino (Chen et al., 2023).

La ubiquitina ligasa E3 con dominio RING, codificada por el gen Solyc11G000340
y asociada a AF, participa en la tolerancia a salinidad, tiene capacidad
antioxidante, promueve el cierre estomatico inducido por ABA, participa en el
desarrollo de raices, crecimiento de diferentes érganos y marca proteinas
especificas para su degradacién (Ding et al., 2015; Shu & Yan, 2017). En tomate
evaluado en condiciones salinas el gen MdATL16, ubiquitina ligasa E3 tipo RING,
mostré mayor expresion génica respecto al testigo y particip6é en eliminaciéon de
especies reactivas de oxigeno e indujo la expresion de genes antioxidantes los
gue codifican para enzimas y proteinas que ayudan a neutralizar especies
reactivas de oxigeno (ROS), como el peréxido de hidrégeno (H,0,), los radicales

superoéxido (O,7) y los radicales hidroxilo (OH") (Yuan et al., 2024).
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La region gendomica SolycO6G000015 relacionada a proteinas quinasas
activadas por mitégenos (MAPK), juegan un rol importante en la tolerancia a
salinidad; participa en la transduccion de sefales mediante la fosforilacién de
diversos sustratos como enzimas, componentes estructurales y factores de
transcripcion  (Gonzélez-Coronel & Guevara-Garcia, 2021). Tomates
transgénicos evaluados en condiciones de salinidad tuvieron sobreexpresion de
SIMAKP3, asi como mayor peso fresco, altura de planta y longitud de raiz
respecto a las plantas de tomate que no contenian el gen MAKP3 por lo que se
sugiere que dicho gen esta implicado en la tolerancia al estrés salino (Shu et al.,
2022).

En los cromosomas 1y 4 se encontraron genes que podrian estar asociados con
la tolerancia a la salinidad: el gen Solyc01G002434 codifica para enzima
aldolasa, encargada de la formacion de los enlaces carbono-carbono (C-C) en la
sintesis de metabolitos, participa en la glucolisis y ciclo de Calvin (Rouvinen et
al., 2021). Enla regién gendémica Solyc01G004054, se encontré una proteina que
no se ha caracterizado, aunque se sabe que codifica para proteasas, esenciales
en la reparacion de dafos inducidos por luz excesiva en los fotosistemas del
cloroplasto y que participan en la maduracion y mantenimiento de los complejos
fotosintéticos (Nishimura et al., 2016). El gen Solyc04G001216 asociado a una
proteina de reparacion de desajustes de ADN, encargada de reconocer y corregir
los desajustes generados por errores de replicacion e intermediarios de

recombinacién y factores toxicos (Chirinos-Arias & Spampinato, 2021).

Los andlisis GWAS se han convertido en una estrategia reconocida para asociar
genotipos-fenotipos en diferentes especies y emplearse como herramienta

eficiente en el mejoramiento genético de plantas (Wang et al., 2016).

Después de laidentificacidn de SNPs significativamente asociados en los analisis
GWAS, se realiza la validacion funcional de los genes mediante técnicas
complementarias como reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real con
transcripcion reversa (RT-gPCR) o la secuenciacion de ARN (ARN-seq) para

confirmar el efecto del alelo sobre el fenotipo; posteriormente, los genes
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validados pueden ser incorporados en programas de mejoramiento genético
asistido por marcadores, lo que permite la seleccion temprana de genotipos
portadores de alelos favorables durante las etapas iniciales del desarrollo vegetal
(Naeem et al., 2021). En este contexto, nuestros resultados mostraron que genes
relacionados con la tolerancia a salinidad en el cultivo de tomate, pueden ser

detectados desde etapas tempranas de crecimiento.

Las regiones gendémicas o genes significativos con anotacion funcional se
asociaron directamente con la tolerancia a salinidad. Los genes desempefian
funciones como eliminacién de especies reactivas de oxigeno, mantenimiento de
la homeostasis idnica, regulacion de las vias de sefializacion del acido abscisico

y biosintesis de metabolitos secundarios como la prolina.

En contraste, se identificaron genes o regiones genodmicas significativos y con
anotacion funcional que no estan directamente involucrados en la tolerancia a
salinidad, pero desempefian funciones importantes en la adaptacion de las
plantulas al estrés salino como: regulacion de la estructura de la cromatina,
regulacion génica, reparacion del ADN, reparacion de dafos en el cloroplasto y

mantenimiento de la estructura y funcion de las células.

3.4 Conclusiones

Los andlisis GBS y GWAS permiten identificar SNPs y genes implicados en la

tolerancia a salinidad en etapas iniciales del crecimiento del tomate.

Los mayoria de los genes con anotaciones funcionales estan involucrados en los
mecanismos de tolerancia a estrés abidtico; participan en la actividad
antioxidante, sintesis y regulacion de hormonas, transportadores de membrana

plasmatica y mecanismos de reparacion y detoxificacion.

Se identificaron genes con funciones similares en ambas etapas de crecimiento
(germinacion y plantula), mismos que deben ser considerados en los programas

de mejoramiento genético.
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Los resultados obtenidos destacan el potencial de los analisis GBS y GWAS
como herramienta adecuada para la identificacion de genes asociados a la
tolerancia a la salinidad, los cuales, pueden ser validados y aprovechados
posteriormente como marcadores moleculares en programas de mejoramiento
genético, contribuyendo asi a reducir el periodo necesario para el desarrollo de

variedades con mayor adaptacion a condiciones salinas.
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Anexo

Cuadro A3.1 SNPs identificados mediante el modelo lineal mixto (MLM) en 93
lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.) evaluadas en 80 mM de NaCl en
etapa de germinacion para porcentaje de germinacion (PG), longitud de plumula
(LP), longitud de radicula (LR), materia seca total (MST) e indice de velocidad de
germinacion (IVG).

Funcion del
Caracter ~ Crom Posicion MAF (p-valor) Nombre delgen gen
LP 1 56939793 0.09 3.09 Solyc01G001457  roteina
desconocida
MSR 1 27340789 0.06  3.48 NI NI
LR 2 34985367 020 3.17 NI NI
MSR 3 16276528 0.10  3.42 NI NI
MSR 5 6446240 0.32  3.12 NI NI
LR 7 24757386 009  3.14 NI NI
MST 7 46681952 0.07  3.64 NI NI
MSR 11 42693900 0.06  4.06 NI NI
MSR 11 40401554 0.07  3.68 NI NI
MSR 11 50476844 0.07  3.09 NI NI

Crom: cromosoma, posicién en pares de bases, MAF: frecuencia del alelo menor (minor allele
frequency), nombre y funcion del gen de acuerdo con el genoma de referencia ITAG5.0 disponible
en https://phytozome-next.jgi.doe.gov/, NI: no identificado.
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Cuadro A3.2 SNPs identificados mediante el modelo lineal mixto (MLM) en 88
lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.) evaluadas en 150 mM de NaCl en
etapa de plantula para altura de planta (AP), materia seca de raiz (MSR), materia
seca de parte aérea (MSPA), materia seca total (MSTo), longitud de raiz (LRa) y
area foliar (AF).

Caracter Crom Posicion MAF (p-valor) Nombre delgen  Funcion del gen

MSR 1 27340789 0.06 3.48 NI NI
LRa 2 34985367 0.20 3.17 NI NI
MSR 3 16276528 0.10 3.42 NI NI
MSR 5 6446240 0.32 3.12 NI NI
AP 6 25668425 0.07 3.25 NI NI
LRa 7 24757386 0.09 3.14 NI NI
MSPA 7 46681952 0.07 3.64 NI NI
MSTo 7 46681952 0.07 3.24 NI NI
Proteina
AF 10 11509690 0.14 3.34 Solyc10G000782 desconocida
AF 10 44898051 0.10 3.49 NI NI
MSR 11 42693900 0.06 4.06 NI NI
MSR 11 40401554 0.07 3.68 NI NI
MSR 11 50476844 0.07 3.09 NI NI

Crom: cromosoma, posicion en pares de bases, MAF: frecuencia del alelo menor (minor allele
frequency), nombre y funcion del gen de acuerdo con el genoma de referencia ITAG5.0 disponible

en https://phytozome-next.jgi.doe.gov/, NI: no identificado.
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CAPITULO 4. EXPRESION DE GENES DE TOLERANCIA A CLORURO
DE SODIO EN CINCO GENOTIPOS DE TOMATE

Resumen

La salinidad causada por NaCl altera la homeostasis ionica, el metabolismo y diversas
funciones de las células. Para tolerar el estrés, las plantas expuestas a salinidad activan
diversos mecanismos de tolerancia y genes especificos que favorecen su supervivencia
y productividad. El objetivo de esta investigacion fue medir el nivel de expresion de siete
genes de tolerancia a salinidad en cinco genotipos de tomate mediante la aplicacién de
NaCl. Se evaluaron plantulas de cuatro lineas, asi como el hibrido comercial El Cid con
125 mM de NaCl y testigo bajo un sistema de balsa flotante. La unidad experimental fue
una plantula. El disefio experimental fue completamente al azar con tres repeticiones. Se
midio el nivel de expresidn de siete genes de tolerancia a salinidad, para lo cual, se extrajo
ARN de las plantulas en condicion salina y testigo mediante el método TRIzol®, seguido
de la obtencion de ANDc mediante transcripcion reversa (RT), se realizé la amplificacion
de siete genes de tolerancia a salinidad mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y se midio la densidad de los productos amplificados mediante el software ImageJ
para determinar de manera semicuantitativa la expresion génica. La prueba de Kruskall-
Wallis mostro significancia para el nivel de expresion de todos los genes de tolerancia a
salinidad (P<0.05) y las comparaciones multiples de rangos indicaron diferencias en el
nivel de expresion génica en las condiciones salina y testigo dentro de cada genotipo; sin
embargo, no se identificaron genotipos con mayor nivel de expresion de los genes en

condiciones salinas en comparacion con el testigo.

Palabras clave: sobreexpresion, Solanum lycopersicum L., estrés, RT-PCR.

4.1 Introduccién

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos horticolas de mayor
importancia a nivel mundial debido a su amplia distribucién y elevado consumo
(FAOSTAT, 2018). El cultivo estd ampliamente adaptado a climas templados (Ramirez-

Ojeda et al., 2022), lo que implica que puede enfrentarse a diferentes tipos de estrés
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causados por factores abidticos que afectan significativamente su rendimiento
(Gerszberg y Hnatuszko-Konka, 2017). La salinidad es una de las principales
problematicas de suelos agricolas y agua de riego, es originada por la acumulacion de
sales, principalmente sulfatos y cloruros, aunque el cloruro de sodio es la mas comuan
(Munns y Tester, 2008). La exposicion a condiciones salinas disminuye el crecimiento y
desarrollo de las plantas, lo que conlleva pérdidas significativas en su calidad y
rendimiento (Van Zelm et al., 2020).

La salinidad causada por NaCl altera la homeostasis i6nica, el metabolismo y diversas
funciones de las células (Isayenkov y Maathius, 2019). En la fase inicial de la exposicién
a la condicion salina, la elevada presién osmotica generada por el NaCl provoca estrés
hidrico, posteriormente, durante estrés salino prolongado, la excesiva acumulacion de
iones Na*y CI- generan toxicidad i0nica que causa dafio directo a la células (Munns y
Tester, 2008). El Na* interfiere con la actividad enzimatica y compromete la integridad de
las membranas celulares, mientras que el Cl altera la estructura del cloroplasto y reduce
la fotosintesis (Li et al., 2024). Ademas, la salinidad inhibe la sintesis de pigmentos
fotosintéticos y osmoprotectores, promueve la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), debilita los procesos metabdlicos y limita la absorcion de nutrientes

esenciales (Zhang et al., 2022).

Para tolerar el estrés salino, las plantas activan una serie de mecanismos fisiolégicos,
morfolégicos y genes especificos que favorecen su supervivencia y productividad
(Isayenkov y Maathuis, 2019). La tolerancia a salinidad esta asociada con mecanismos
de ajuste osmoético, exclusion y acumulacién de iones Na*y CI en vacuolas y tejidos
(Munns y Tester, 2008), y con la expresion de genes, que mejora la capacidad adaptativa
de la planta frente a condiciones adversas. Entre estos genes destacan aquellos que
codifican para proteinas transportadoras de iones, asi como los involucrados en la

biosintesis de metabolitos secundarios y hormonas del crecimiento (Zhang et al., 2020).

Los genes NHX1, SOS1 y AVP1 codifican proteinas clave en el transporte del Na*,
desempefan funciones esenciales en el secuestro o expulsion de estos iones téxicos, lo
gue contribuye a mantener la homeostasis idnica bajo condiciones salinas (Nguyen et al.,

2019; Hualpa-Ramirez et al., 2024; Ellouzi et al., 2024). Ante alta concentracién de Na*
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en la planta, se activa la compartimentacion de este ion en vacuolas y la maquinaria de

proteccién de tejidos (Lu et al., 2023).

El antiportador NHX1 facilita la compartimentacion de Na* mediante un intercambio Na*
/ H* utilizando el gradiente de protones para transportar el Na* hacia la vacuola (Hualpa-
Ramirez et al., 2024), SOS1 (Salt Overly Sensitive 1) expulsa los iones téxicos del
citoplasma celular y regula el transporte de Na* a larga distancia (Ellouzi et al., 2024) y
AVP1 (Vacuolar H* ATPasa) codifica una bomba de protones H* responsable de
mantener el pH celular, condicion fundamental para la acumulacién de Na* en la vacuola
(Nguyen et al., 2019).

Los factores de transcripcion DREB y MYB desempefian un papel crucial en la regulacion
de la tolerancia al estrés salino, acttian como moduladores de la expresion génica
mediante la unién a regiones promotoras especificas (Hichri et al., 2015). Los factores
DREB (Dehydration Responsive Element Binding) regulan la expresion de genes
implicados en las vias de sefalizacion de auxina, etileno y acido abscisico, ademas de
inducir la expresion de genes sensibles al estrés por sequia y salinidad (Hichri et al.,
2015; Guo et al., 2019). Los factores MYB contribuyen a la mitigacion del dafio oxidativo
al reducir la acumulacion de especies reactivas de oxigeno, incrementar la actividad
antioxidante y regular la expresion de genes relacionados con la deshidratacion,

biosintesis y acumulacion de metabolitos secundarios (Yoo et al., 2005; Li et al., 2024).

El gen TPS (Trehalosa-6-fosfato-sintasa) es fundamental en la biosintesis de la trehalosa,
un disacéarido con funciones protectoras frente al estrés salino (Lyu et al., 2012). La
trehalosa actla como osmolito, estabiliza las proteinas de las membranas celulares y
participa en la regulacion del cierre estomatico durante condiciones de sequia, lo que

favorece la tolerancia de la planta (Tekdal, 2021; Kumar et al., 2022).

Se ha demostrado que la sobreexpresion de los genes NHX1, AVP1 (Bashkaran y
Savithramma 2011), TPS (Lyu et al., 2012) y los factores de transcripcion MYB (Zhang et
al., 2020) y DREB (Hichri et al., 2015) mejoran la capacidad adaptativa del tomate frente
al estrés salino. Ademas, la expresion combinada de dos o0 mas de estos genes potencia

significativamente la tolerancia a la salinidad, o que sugiere una interaccién sinérgica
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entre sus funciones en la regulacion de la homeostasis ionica, la osmorregulacion y la

respuesta antioxidante (Bashkaran y Savithramma, 2011).

Una de las técnicas mas utilizadas para determinar la expresion génica es la reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) aunque una de sus
desventajas es que es un método costoso; sin embargo, puede emplearse un método
alternativo, la reaccion en cadena de la polimerasa semicuantitativa (RT-PCR) (Andoofar
et al.,, 2019). El RT-PCR es una técnica que se basa en el proceso de transcripcion
reversa (RT), seguida de una PCR de ADN, posteriormente, la intensidad o densidad de
los productos de PCR son cuantificados mediante software de imagenes que permiten
determinar de manera semicuantitativa la expresion génica (Andoofar et al., 2019).

El objetivo de la presente investigacion fue medir el nivel de expresion de siete genes de
tolerancia a salinidad en cinco genotipos de tomate mediante la aplicacion de NaCl en el

medio de crecimiento en plantulas de tomate.

4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Ubicacion

La evaluacion se realizo en un invernadero tipo “full vent” de nivel tecnoldgico medio, con
cubierta de polietileno calibre 600 con transmision de luz de 80 %, y ventilacion frontal,
lateral y superior protegida por malla antiafidos del campo experimental de la Universidad
Auténoma Chapingo (UACh) ubicado en 19°29'23"N, 98°52'26"W y 2,265 msnm vy el

laboratorio de Marcadores Moleculares del Departamento de Fitotecnia de la UACh.
4.2.2 Genotipos evaluados

Se evaluaron cuatro lineas homocigoticas del Programa de Mejoramiento Genético de
Tomate para Invernadero de la UACh y el hibrido comercial El Cid (HM CLAUSE®). Las
lineas L4-1 y L13 mostraron tolerancia a concentraciones elevadas de NaCl durante
germinacién y en etapa de plantula; en tanto que las lineas L62 y L76H mostraron
susceptibilidad a esta condicion (Deanda-Tovar et al., 2025). Los genotipos se sembraron
en charolas de poliestireno de 200 cavidades con sustrato de espuma agricola (peat foam
foami) Oasis®. El trasplante se realiz6 15 dias después de la siembra en un sistema de

balsa flotante en condiciones de invernadero.
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4.2.3 Concentraciones de NacCl

Quince dias después del trasplante se aplic6 NaCl en concentracion 125 mM.
Adicionalmente, se ensay0 un tratamiento testigo sin aplicacion de NaCl (0 mM).

4.2.4 Unidad y disefio experimental

La unidad experimental consisti6 en una plantula. Se us6 el disefio experimental
completamente al azar con tres repeticiones, dentro de cada condicion, testigo (0 mM) y
125 mM de NaCl.

4.2.5 Extraccion de ARN

Setenta y dos horas después de la aplicacion de los tratamientos, se cosechd tejido
vegetal de brotes de las hojas para la extraccion de ARN. Los brotes de hojas fueron
homogeneizados con nitrogeno liquido. Se tomaron 100 mg de la muestra molida, se
transfirié a un tubo de 1.5 mL y se agregd 1 mL de TRIzol® (Invitrogen, USA), se agit6 de
manera manual durante 15 segundos, posteriormente, la muestra homogeneizada se
incubo por 10 minutos a temperatura de 15-30 °C. Se adicionaron 0.2 mL de cloroformo
y la muestra se agitdé vigorosamente manualmente por 15 segundos e incubd por tres

minutos a temperatura de 15-30 °C.

Las muestras se centrifugaron a 14 rpm durante 10 minutos con temperatura de 2-8 °C.
Seguido de la centrifugacion, la muestra se separo en tres fases: inferior roja (fase fenol-
cloroformo), interfase y fase acuosa (sin color). La fase acuosa fue transferida a un nuevo
tubo, al que se le adicionaron 0.5 mL de alcohol isopropilico y se incub6 durante 10
minutos a temperatura de 15-30 °C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14
000 rpm durante 10 minutos. La muestra se decantd y se adicion6 1 mL de etanol 1X al
70 %, se agito durante 15 segundos y centrifugd a 14 000 rpm durante cinco minutos. Se
eliminé el sobrenadante y el ARN se dej6 secar a temperatura ambiente, sin dejar que se
deshidratara la pastilla. Finalmente, el ARN se disolvié en 30 pl de TE (Tris- HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8) y se almacend a -18°C.

La cuantificacion de ARN se realizé mediante espectrofotometria de acuerdo con el

método descrito por el CIMMYT (2006) y la calidad se determiné en gel de agarosa.
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4.2.6 Sintesis de ADNc por transcripcion reversa

Para la sintesis de ADNc se utilizé una mezcla de reaccién con volumen total de 20 pL.
Se colocaron en un tubo 4 pL de ARN, 1 pL de oligo dT y 7.5 pL de agua DEPC, los
cuales se incubaron durante cinco minutos a 65 °C. Después, las mezclas se incubaron
en hielo durante 5 minutos. Posteriormente, se adicionaron 4 puL de amortiguador 5X, 0.5
ML de inhibor ARNasa, 2 uL de mix dNTP, y 1 uL de transcriptasa reversa y se incubaron
durante 60 minutos a 42 °C. Finalmente, se inactivo la mezcla de reaccion a 70 °C durante
10 minutos, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se almacen6 a 4 °C.

4.2.7 Expresiéon de genes de tolerancia a salinidad

La cuantificacion de la expresion de genes de tolerancia a salinidad se realiz6 mediante
iniciadores especificos para cada gen (Cuadro 4.1). El gen ubiquitina, que mostré
expresion constitutiva en condiciones salina y testigo, se utilizé como control interno para
la normalizacion de la expresion de los genes de tolerancia a salinidad evaluados. La
amplificacion de los genes se realiz0 mediante PCR punto final en termociclador
(Eppendorf, Mastercycler). El volumen de cada reaccion de PCR fue de 10 pl. La mezcla
de cada reaccidn estuvo compuesta por 2.3 ul de agua grado biologia molecular, 200 uM
dNTP’s (2 ul), 10 X de amortiguador (1 ul), 3 mM de MgClI2 (0.6 ul), 1.5 unidades de
reaccion de la enzima DNA Taqg polimerasa (0.1 pl), 1 yl de iniciador especifico directo e
inverso y 2 yl de ADNc. Las temperaturas y ciclos para la amplificacion fueron: un ciclo
de desnaturalizacion a 95 °C durante cinco minutos, 35 ciclos a 95 °C durante 30
segundos, alineacion a 55 °C durante 30 segundos y polimerizacion a 72 °C durante 30
segundos. Se realizé un dltimo ciclo de extension a 72 °C durante cinco minutos. Los
productos de la PCR obtenidos fueron conservados a 4 °C; posteriormente se separaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % con amortiguador TAE 1X y se tifieron
con bromuro de etidio. La visualizacion se realizé bajo un fotodocumentador (UVP®, High

Performance UV Transiluminator, EUA).

Cuadro 4.1 Iniciadores utilizados en la expresion de genes de tolerancia a salinidad en

tomate (Solanum lycopersicum L.)

Iniciador Secuencia 5’-3’ Producto (pb)
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Fw: TGGTGGATCTTCAATGGCCC
SIyAVP1 301
Rv: AGAGCTGACGAGAAGGGGAT

Fw: ACAGGGGAGTGAGGAAGAGG
SlyDREB1 185
Rv: CCTCCAAGCAGAGTCAGCAA

Fw: GACCAGATGTTCGACGTGGT
SlyMYB2 258
Rv: CGGCGGCTTGTATTCTTTCG

Fw: GGGAGCAGGAACTGGTCTTC
SlyNHX1-4 298
Rv: ATCCAAAGCATCCATGCCCA

Fw: TGTTGCTGGTCTACTGAGCG
SlyNHX1-3 329
Rv: ATTGTGGGCTGTCGCTTACA

Fw: GGTGAACCAGTGCATCCTCA
SlySOS1 363
Rv: TCTATGCGCCCGGAGAAATC

Fw: GCTCGCGATTTGTAACGACC

SlyTPS1 455
Rv: TGTGTACGATCTCCCCCAGT

Fw: TGGCGGTGACTTGTGAATGT

SlyUBI 238
Rv: GGGGGTGAATGAGTGTGTCC

Pb: pares de bases.

La cuantificacién de la densidad de los productos de PCR se estimé mediante el software
ImageJ (v1.4.3.67; National Institutes of Health); posteriormente, el contenido de
transcripcion de cada gen de tolerancia a salinidad se normalizé al contenido de

transcripcion del gen de ubiquitina y se expres6 en unidades relativas.

4.2.8 Andlisis estadistico

Debido a que los niveles de expresion de los genes de tolerancia no tuvieron distribucién
normal, se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis y comparaciones multiples

de rangos (P<0.05) (Conover, 1999). Se utilizé el paquete estadistico SAS versién 9.4.
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4.3 Resultados y discusion

La prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis mostro significancia para todos los genes

de tolerancia a salinidad (P<0.05).

Las comparaciones multiples de rangos (Cuadro 4.2) indicaron que la expresion relativa
de los genes NHX1-4 y TPS1 no fue diferente en las condiciones salina y testigo en los
cinco genotipos. Situacién similar a la ocurrida en Rubia tinctorum, donde la expresién
relativa de NHX1 y AVP1 en condiciones 200 mM de NaCl, determinada a las 48 horas

después de la exposicion a sal no fue diferente (Toranj et al., 2019).

Cuadro 4.2 Comparaciones multiples de rangos para expresion de genes de tolerancia

a salinidad en cinco genotipos de tomate (Solanum lycopersicum L.).

CON GEN AVP1 DREB MYB2 NHX1-3 NHX1-4 SOSs1 TPS1
0 L4-1 11 c 1.0 cd 1.0 bcd 03 f 1.4 cd 23 a 1.5 bcd
125 L4-1 11 c 0.7 d 1.2 bcd 0.6 f 11 d 0.3 bc 1.5 bcd
0 L13 12 b 4.1 ab 1.1 bcd 6.1 ab 1.3 cd 23 a 13 cd
125 L13 1.2 bc 43 a 0.8 d 6.9 a 1.3 cd 1.4 ab 09 d
0 L62 0.8 cd 1.4 bc 25 ab 2.2 de 1.4 bcd 1.1 ab 23 a
125 L62 0.6 d 06 d 0.7 cd 14 e 2.4 ab 0.9 abc 1.6 abcd
0 L7eH 1.8 ab 0.7 d 3.0 a 3.4 bc 1.4 bcd 00 c 1.8 abc
125 L76H 0.9 cd 05d 2.8 ab 3.0 cd 1.2 cd 16 a 1.9 abc
0 CID 50 a 3.7 ab 3.1 abc 20 e 1.4 abc 1.8 a 2.7 ab
125 CID 3.8 a 1.3 cd 0.6 d 48 b 4.7 a 21 a 2.7 a
DMS 8.3 8.0 11.1 4.2 12.0 12.0 11.7

CON: concentracion de NaCl, GEN: genotipo, DMS: diferencia minima significativa. Los valores
en columnas corresponden a la media del nivel de expresion de cada gen de tolerancia a

salinidad. Medias con misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (P<0.05).

La expresion relativa de los genes de tolerancia a salinidad en L13 y L4-1 no mostraron
diferencia en las condiciones salina y testigo, a excepcion de SOS1 para L4-1, el cual
mostré mayor expresion en la condicién testigo (Cuadro 4.2). Las expresiones génicas
de DREB y MYB2 en L62 fueron similares en las condiciones testigo y salina. L76H

también mostré mayor expresion génica de AVP1 y NHX1-3 en la condicién testigo. La
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mayor expresion génica en condiciones testigo, es una respuesta adaptativa que pueden
poseer algunos genotipos, para prepararse para condiciones adversas (Joshi et al.,
2024). En la regulacion de genes participan diferentes mecanismos adaptativos de la
planta que no solo dependen del genotipo, sino también de las funciones que

desempeiian los genes (Li et al., 2024).

El mayor nivel de expresion de AVP1 y DREB en las condiciones salinas puede deberse
a que estos genes participan en actividades esenciales para las células; AVP1 codifica
para bomba de protones que participa en el transporte de iones a través de la membrana
celular; mientras que los factores de transcripcion DREB regulan la expresion de genes
implicados en la biosintesis de hormonas del crecimiento (Gou et al., 2019; Nguyen et al.,
2019).

La regulacion a la baja de genes de tolerancia en condiciones salinas depende no solo
de la concentracion a la que son expuestos los genotipos, sino también del periodo de
exposicion al estrés y la metodologia utilizada para medir los niveles de expresion
(Bouaziz et al., 2013; Toranj et al., 2019); en este sentido, la mayor expresion de la
mayoria de los genes de tolerancia en condiciones salinas pudo deberse a alguno de

estos factores.

Bajo este razonamiento, la expresion relativa de genes de tolerancia a sales depende de
la concentracion de NaCl que es aplicada al medio de crecimiento, la funcién que
desempeiian los genes y del periodo de exposicion al estrés (Bouaziz et al., 2013; Toran]
etal., 2019; Li et al., 2024), por lo que es necesario considerar cada uno de estos factores
al medir la expresion de los genes de tolerancia a salinidad para la identificacion de

genotipos tolerantes.

4.4 Conclusioén

La expresion de los siete genes de tolerancia al estrés salino (125 mM) fue similar al

testigo en los cinco genotipos durante el estado de plantula.
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El nivel de expresion de genes de tolerancia a salinidad difiere a través de los genotipos
y depende de la concentracion de sales, la funcidn de los genes y el periodo de exposicidén
al estrés.
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CAPITULO 5. DESEMPENO DE PLANTA ADULTA DE TOMATE ANTE CLORURO
DE SODIO

Alma Aurora Deanda-Tovar!, Juan Enrique Rodriguez-Pérez*, Jaime Sahagtn-Castellanos?,
Maria Teresa Beryl Colinas y Ledn?, Paulino Pérez-Rodriguez?, Diego Ortiz-Torres.

!Departamento de Fitotecnia, Instituto de Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo,
Carretera México-Texcoco km 38.5, Chapingo, Texcoco, Estado de México, C. P. 56230,
MEXICO.
2Colegio de Postgraduados, Montecillos, Estado de México, C. P. 56230, MEXICO.

Resumen

La amplia distribucion del tomate implica que su cultivo puede ser amenazado por factores
abidticos como la salinidad, que demerita el crecimiento y puede disminuir significativamente el
rendimiento, por lo que es conveniente contar con variedades tolerantes. El objetivo de esta
investigacion fue identificar genotipos tolerantes a salinidad durante el desarrollo de planta adulta
mediante una metodologia que permita evaluar el desarrollo de la raiz, de la parte aérea y del
rendimiento de fruto. Se evaluaron las lineas L4-1, L13, L62, L76H y un hibrido comercial bajo
un sistema de balsa flotante en condiciones normales (testigo) y con 75 mM de NaCl en la solucién
nutritiva. EI disefio experimental fue bloques completos al azar con cuatro repeticiones. La
condicion salina redujo (P<0.05) la materia seca de tallo (22 %), altura de planta (12 %) y el
consumo acumulado de solucion nutritiva (27 %) durante el ciclo de cultivo; en contraste,
increment6 (P<0.05) el volumen de raiz (25 %) y las unidades SPAD (8 %). En cuanto al
rendimiento, la salinidad demerito el peso promedio de frutos (45 %), rendimiento de los tres
racimos iniciales (36 %); ademas, increment6 el nimero de frutos con deficiencias nutrimentales
(42 %). El estrés salino (75 mM) durante el desarrollo de planta adulta no modifico, con respecto
al testigo, el area foliar, la materia seca de hoja y la materia seca de raiz. Las lineas L4-1y L13
fueron tolerantes debido a su mayor capacidad de adaptacion a periodos prolongados de estres

salino.

Palabras clave: tolerancia, rendimiento, Solanum lycopersicum L., salinidad, crecimiento.
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5.1 Introduccién

La salinidad de los suelos es causada por la precipitacion, viento, erosion y actividades humanas
como uso excesivo de agua Yy fertilizantes (Khalid et al., 2022). Una porcion significativa de las
tierras agricolas del mundo esta afectada por salinidad, alrededor de 833 millones de hectéareas, de
las cuales 20 % son tierras cultivadas y 33 % tierras de riego (Kraamwinkel et al., 2021). Cada afio
se salinizan entre uno y dos millones de hectareas, lo cual representa grandes desafios para la
agricultura (Cuartero et al., 2006) y amenaza la seguridad alimentaria (Ortas et al., 2021). Las
principales sales que se encuentran en el agua de riego y afectan los suelos agricolas son cloruro
de sodio (NaCl), sulfato de calcio (CaSOa) y sulfato de magnesio (MgSOa) (Bello et al., 2021); sin
embargo, el NaCl es el mas soluble y abundante (Munns & Tester, 2008).

El tomate es una de las especies horticolas mas cultivadas y consumidas debido a su amplia
adaptacion a regiones templadas y tropicales, su alto valor econémico en los sectores agricola y
agroindustrial (Gatahi, 2020) y su importante contenido de vitaminas, carotenoides y compuestos
fendlicos (Quinet et al., 2019). A nivel mundial, anualmente se siembran alrededor de 5 millones
de hectareas de tomate con produccion aproximada de 189 millones de toneladas (Food and
Agriculture Organization of the United Nations [FAO], 2022). No obstante, su produccion se ve
amenazada por diversos factores abioticos, entre ellos la salinidad, que demerita el crecimiento y

puede disminuir significativamente el rendimiento (Conti et al., 2023; Rosca et al., 2023).

Las plantas de tomate expuestas a salinidad inicialmente responden con una disminucién del
potencial osmotico y cierre estomatico para minimizar la pérdida de agua, lo que genera estrés
hidrico (Li et al., 2022). Posteriormente, la entrada y la excesiva acumulacién de iones Na* y CI
en Organos Yy vacuolas genera toxicidad ionica, que induce desequilibrios fisiologicos y
bioquimicos debido a la menor asimilacion de K*, Ca?*, Mg?" y NO* (Z6rb et al., 2018), lo que
provoca pérdida de permeabilidad de membrana, menor capacidad antioxidante y disminucion del

contenido de pigmentos fotosintéticos y moléculas osmoprotectoras (Li et al., 2024).

En condiciones de salinidad, el primer 6rgano afectado es la raiz, la cual reduce su longitud y
volumen causado por el estrés hidrico y toxicidad idénica (Munns, 2005). La presién osmoética en la
zona radical impide la absorcion y utilizacion eficiente de agua y nutrimentos; en consecuencia, se
restringe el suministro de carbohidratos necesarios para el crecimiento y desarrollo de raices, brotes

y hojas nuevas (Li et al., 2022). El estrés salino altera la estructura del cloroplasto, reduce la
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actividad de las enzimas fotosintéticas y limita el crecimiento de hojas, lo que disminuye el area
foliar y la produccién de biomasa (Roy et al., 2014).

Durante la etapa reproductiva, la alta demanda de nutrimentos y su poca disponibilidad afectan el
desarrollo floral, se reduce el nimero de flores y frutos por racimo, disminuye el tamafio de frutos
e incrementa la produccion de frutos con deficiencias nutrimentales, especialmente las de Ca%* y
K* (Ghanem et al., 2009). El resultado de la exposicion prolongada al estrés salino demerita la
calidad de los frutos e impacta severamente en el rendimiento del cultivo (Zhang et al., 2016).

La productividad también depende de la disponibilidad de agua y eficiencia en su uso. La eficiencia
de uso de agua se refiere a la cantidad de agua requerida para la produccién de biomasa o
rendimiento de la planta (Alharbi et al., 2024). En condiciones de estrés por salinidad, la eficiencia
de uso de agua disminuye a medida que aumenta la concentracion de sales, debido al estrés hidrico

y toxicidad generada por la sal en la zona radical (Zhou et al., 2024).

La tolerancia a salinidad en tomate, al igual que en todas las plantas, depende de su estructura
genética (Parihar et al., 2015), la etapa de crecimiento del cultivo (Tola et al., 2024) y la
concentracion de sal en el medio (Yadav et al., 2019). Las variedades tolerantes activan diversos
mecanismos de tolerancia durante el periodo de exposicion al estrés (Khalid et al., 2022), incluyen
la modulacién osmotica, regulacion antioxidante y homeostasis ionica que permiten a las células
mantener sus actividades metabolicas (Adem et al., 2014; Khalid et al., 2022) y la productividad
(Roy et al., 2014).

El mejoramiento genético puede considerarse como método sustentable para confrontar el estrés
salino ya que busca generar variedades tolerantes (Raza et al., 2023). Sin embargo, conjuntar los
mecanismos de tolerancia en una sola variedad es una tarea complicada debido a que los complejos
genéticos asociados a la tolerancia son generalmente particulares en cada etapa fenoldgica
(Deanda-Tovar et al., 2025) y se asocian a caracteres cuantitativos (Yuan et al., 2022). Por ello, se
requiere caracterizar el comportamiento de los genotipos bajo condiciones salinas con propésitos
de seleccion (Singh et al., 2024).

El objetivo de la presente investigacion fue identificar genotipos tolerantes a salinidad durante el
desarrollo de planta adulta mediante una metodologia que permita evaluar el desarrollo de la raiz,

de la parte aérea y del rendimiento de fruto.
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5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Ubicacion

El experimento se realizd6 de marzo a julio del afio 2023, en el campo experimental de la
Universidad Auténoma Chapingo (UACh) ubicado en 19°29'23"N, 98°52'26"W y 2,265 msnm, 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 6.1 °C, 34.3 °C y 21.3

°C y la humedad relativa oscilé entre 15y 83 %, con promedio de 66 %.

5.2.2 Genotipos evaluados

Se evaluaron cuatro lineas homocigoéticas del Programa de Mejoramiento Genético de Tomate para
Invernadero de la UACh y el hibrido comercial ElI Cid (HM CLAUSE®). De acuerdo con
evaluaciones previas durante germinacion y etapa de plantula, las lineas L4-1 y L13 fueron
tolerantes a NaCl; en tanto que las lineas L62 y L76H fueron susceptibles (Deanda-Tovar et al.,
2025). Las lineas L4-1 y L13 y EI Cid producen frutos tipo saladette y las lineas L62 y L76H tipo

bola. Todos los genotipos son de habito de crecimiento indeterminado.

5.2.3 Concentraciones de cloruro de sodio

Los genotipos se evaluaron bajo dos condiciones. El testigo sin aplicacion de NaCl a la solucion
nutritiva, la cual tuvo conductividad eléctrica (CE) de 2 dS-m™, con oscilacion entre 2y 3 dS-m™*
durante todo el experimento. El tratamiento salino consistié en incrementar la concentracion de
sales en la solucion nutritiva a partir de 11 DDT a razén de 15 mM (aproximadamente 1 dS-m)
cada 15 dias hasta lograr la concentracion de 75 mM de NaCl a los 75 DDT, lo que correspondié
a una CE de 7 dS-m™. Esta condicion se mantuvo hasta el final del experimento (105 DDT). La

conductividad eléctrica fue valorada con un potenciémetro HANNA instruments, H198129.

5.2.4 Unidad y disefio experimental
La unidad experimental (UE) consistié en dos plantas establecidas en sistema de balsa flotante,
construida con contenedores de 20 L de capacidad. El disefio experimental utilizado fue bloques

completos al azar con cuatro repeticiones.

5.2.5 Caracteres evaluados
Consumo diario de solucién nutritiva (CDS, en L-d?). El volumen se registrd6 mediante una

manguera transparente graduada en el exterior de los contenedores de 20 L, con la que se
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determinaba el nivel de la solucién nutritiva en el interior del contenedor. La solucién nutritiva

consumida fue repuesta diariamente.

Consumo acumulado de solucién nutritiva (CAS, en L). Suma del consumo diario de solucién

nutritiva.

Altura de planta final (AP, en m) medida a los 97 DDT. La AP se midié desde la base del tallo

hasta el apice de crecimiento con cinta métrica.

Unidades SPAD (SPAD) a los 89 DDT, se registr6 el promedio de mediciones obtenidas en tres
foliolos de las Gltimas dos hojas de las dos plantas de la UE con medidor de unidades SPAD digital
(SPAD-502PLUS, Tokio). Se consideraron foliolos bien formados, sin dafio mecéanico ni de

patdgenos.
Numero total de frutos de los tres primeros racimos (NTF).

Numero total de frutos con deficiencias nutrimentales de los tres primeros racimos (NFD). Se

considero a aquellos frutos que mostraron sintomas caracteristicos de pudricion apical.

Peso fresco de frutos de los racimos 1, 2 y 3 (PF1, PF2, PF3, respectivamente, en kg), pesados en
balanza digital (Ohaus, modelo V11P6, EUA).

Peso fresco total de frutos de los tres primeros racimos (REN, kg) a partir de la suma de PF1, PF2
y PF3.

Peso promedio de fruto (PPF, en g), calculado a partir del cociente del peso total de frutos (REN)

entre el nimero total de frutos (NTF).
Al finalizar la prueba, 105 DDT, se determind:

Volumen de raiz (VR, en L) obtenido por el desplazamiento del nivel de agua ejercido por la raiz,

introducida en una probeta con volumen conocido.

Materia seca de hoja (MSH, en g). Se colectaron todas las hojas producidas de la unidad
experimental durante todo el experimento para ser secadas durante 72 horas a 55 °C en estufa de
secado (BGX-E, BG Pronalab).

Materia seca de tallo (MSTa, en g) y materia seca de raiz (MSR, en g), secadas durante 72 horas
a 55 °C en estufa de secado (BGX-E, BG Pronalab) y materia seca total (MST, en g) a partir de la
suma de MSH, MSTa y MSR.
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Area foliar total (AF, en cm?), a partir de cuatro hojas del quinto racimo de cada unidad
experimental se evalud la materia seca de hoja de la muestra y el area foliar de la muestra mediante
integrador de area foliar (LI-COR®, LI-3000A, EUA). El &rea foliar total se calculé mediante un
modelo de regresion lineal simple a partir del &rea foliar de la muestra y la materia seca de la

muestra, se utilizd el modelo y = 121.45 + 120.05x, R?>=0.86, donde y es el area foliar

predicha y x es la cantidad de materia seca de la muestra.

Se determind la eficiencia de uso de solucion nutritiva con respecto a la acumulacion de materia
seca (EUS, g-L ™), calculada a partir de la relacion entre materia seca total (MST, en g) y consumo

acumulado de solucién nutritiva (CAS, en L).

5.2.6 Manejo experimental

Los genotipos se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades con sustrato de espuma
agricola (peat foam foami) Oasis®. El trasplante se realizd 17 dias despues de la siembra en un
sistema de balsa flotante en contenedores con capacidad de 20 L de solucién nutritiva pintados de
color negro, sellados para evitar evaporacion y con oxigenacion entre 4.5 y 6.5 partes por millén
(ppm), la cual se mantuvo con bombas de aire eléctricas (Elite 802) (Figura 5.1). La solucion
nutritiva utilizada fue 180 ppm de Ca, 155 ppm de N, 47 ppm de P, 250 ppm de K, 24 ppm de Mg,
65 ppmde S, 5 ppmde Fe y 1 ppm de B, 1 ppm de Cu, 0.5 ppm de Zny 0.5 ppm de Mn.
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Figura 5.1 a) plantulas de tomate en sistema de balsa flotante a los 5 dias después del trasplante
(DDT) b) desarrollo de plantulas de tomate, c) desarrollo de raiz de tomate, d) lineas de tomate en
condiciones testigo (0 mM de NaCl) y salina (75 mM de NaCl) a los 75 DDT.

5.2.7 Analisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza al considerar una serie de experimentos, donde los bloques se
anidaron en la concentracion de NaCl. Asi mismo, se realizaron comparaciones de medias de Tukey
(P<0.05).

La tasa de consumo diario de solucion nutritiva de cada UE se determind mediante el modelo
logistico:

A
Yi= Tepeon T8

donde y; es la variable respuesta (consumo diario de solucién nutritiva) para el caso i-ésimo; A es
el valor maximo que puede alcanzar la variable respuesta; x; es el nimero de dias después del
trasplante; B es un parametro de escala y corresponde a la ordenada al origen en la escala
logaritmica de CDS; C es la tasa de consumo diario de solucion nutritiva; e es la base del logaritmo
natural (e=2.7182...). Se supone que los errores son independientes y tienen distribucién normal

con media cero y varianza o2, es decir, i~NI1ID (0, 2).
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El anlisis de datos se realizd con el paquete estadistico SAS version 9.4 con los procedimientos
GLM, MEANS y NLIN.

5.3 Resultados y discusion

Los analisis de varianza mostraron significancia (P<0.05) en todos los caracteres evaluados para
genotipo (datos no mostrados). En Concentracion no hubo significancia en MSR, MSH, MST, AF,
PF3 y C. La interaccion Genotipo x Concentracion mostrd significancia en la mayoria de los
caracteres evaluados, a excepcion de SPAD y NTF, por lo que los genotipos tuvieron
comportamiento diferente en las dos concentraciones de NaCl. La informacion se considera
confiable ya que los coeficientes de variacion oscilaron entre 15y 28 %, a excepcién de NFD con
valor de 48.2 %.

Las comparaciones de medias de las concentraciones de NaCl (Cuadro 5.1) detectaron que el
desarrollo de la planta fue demeritado (P<0.05) por el estrés salino; con reducciones con respecto
al testigo de 12 %, 22 % y 27 % en AP, MSTa y CAS, respectivamente; en contraste ocurrieron
incrementos de 25 % y 8% en VR y SPAD. No se detectaron diferencias en AF, MSR, MSH y
MST. Situacidén similar a la ocurrida en tomates silvestres expuestos a 30 mM de NaCl durante 98

dias, donde no se observaron diferencias en biomasa con respecto al testigo (Ntansi et al., 2023).

El rendimiento de los tres primeros racimos (REN) se redujo 36 % (P<0.05) en la condicion salina
respecto al testigo, asi como el PPF (Cuadro 5.1). Los genotipos expuestos a salinidad produjeron
mayor nimero de frutos (11 %); sin embargo, también produjeron mayor NFD (42 %), los cuales
mostraron sintomas caracteristicos de pudricion apical. Tomates expuestos a concentracién 50 mM
de NaCl exhibieron reduccion en altura de planta (13 %) y rendimiento (64 %) respecto al testigo
y mostraron incremento en la produccion de frutos con sintomas caracteristicos de pudricion apical
(20 %) (Costan et al., 2019).

Cuadro 5.1 Comparaciones de medias de concentracion de NaCl para caracteres evaluados en

cinco genotipos de tomate en condiciones de salinidad y testigo.

NaCl AP AF VR MSTa MSR MSH MST = CAS
(mM) (m) (cm?) (L) @ @) @) @) (L)

0 113 a 145189 a 08 b 1102 a 616 a 1199 a 291.7 a 5L7 b 265 a
75 099 b 137798 a 10 a 857 b 678 a 1138 a 2673 a 557 a 193 b
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% reduccion 12 5 -25 22 -10 5 8 -8 27
DMSH 0.02 2115.2 0.1 9.8 7.4 17.6 32.7 2.3 11.9
CVv 50 9.6 13.8 11.9 14.3 9.7 10.2 51 11.5

% reduccion: porcentaje de reduccién al pasar de concentracion 0 a 75 mM de NaCl (valores
negativos indican que el caracter evaluado incrementé en la condicién salina), AP: altura final de
planta, AF: area foliar, VR: volumen de raiz, MSTa: materia seca de tallo, MSR: materia seca de
raiz, MSH: materia seca de hoja, MST: materia seca total, SPAD: unidades SPAD, CAS: consumo
acumulado de solucién nutritiva. DMSH: diferencia minima significativa honesta. Medias con

misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, P<0.05).

Cuadro 5.1 Continuacion...

NacCl EUS PF1 PF2 PF3 PPF REN
. C NFD NTF
(mM) (9-L9) (kg)  (kg) (ko) (9) (kg)
0 183 a -006 a 16 a 17 a 14 a 143 a 48 a 05 b 38 b
75 164 a -007 a 12 b 10b 086b 78 b 30 b 15 a 42 a
% reduccién 10 -5 28 39 43 45 36 -42 -11
DMSH 1.96 0.004 0.14 0.42 0.37 9.0 0.39 0.54 2.68
CcVv 13.1 45 217 28.0 27.7 8.9 15.3 48.2 14.9

% reduccion: porcentaje de reduccion al pasar de concentracion 0 a 75 mM de NaCl (valores
negativos indican que el caracter evaluado incremento en la condicién salina), EUS: eficiencia de
uso de solucion nutritiva, C: tasa de consumo diario de solucion nutritiva, PF1: peso fresco de
frutos del racimo 1, PF2: peso fresco de frutos del racimo 2, PF3: peso fresco de frutos del racimo
3, PPF: peso promedio de fruto, REN: peso total de frutos de los racimos 1 a 3, NFD: nimero total
de frutos con deficiencia, NTF: nimero total de frutos de los racimos 1 a 3. DMSH: diferencia
minima significativa honesta. Medias con misma letra dentro de columnas no difieren

estadisticamente (Tukey, P<0.05).

Las comparaciones de medias de la interaccién Genotipo x Concentracion (Cuadro 5.2) indicaron
que los genotipos no mostraron diferencias en MST, EUS y NTF al pasar de la condicién normal
(testigo) al estrés salino (P< 0.05). Las plantas cultivadas en condiciones salinas, leves o
moderadas, en sistema de balsa flotante son capaces de mantener la produccion de biomasa y

consumo adecuado de solucidn nutritiva; debido a la constante disponibilidad de solucién nutritiva
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y a la activacién de mecanismos fisioldgicos de adaptacion al estrés salino (Voutsinos-Frantzis et
al., 2023). Cabe destacar que, cuando el nivel de salinidad aumenta gradualmente, las plantas se
benefician de un periodo de adaptacion que mejora su capacidad para afrontar el estrés (Carrillo et
al., 2021).

L13 y L4-1 (Cuadro 5.2) mostraron mayor tolerancia al estrés salino ya que los caracteres
evaluados no fueron demeritados en forma significativa (P< 0.05) al pasar de la condicion normal
a la condicion salina, a excepcién de MSTa para L4-1 que disminuyd 28 %; en el caso de L13, la
salinidad disminuy6 drésticamente la calidad de fruto al incrementar 300 % el NFD con respecto
al testigo. Se han identificado genotipos de tomate sin modificaciones de su rendimiento ante
concentraciones entre 50 y 60 mM de NaCl (Moles et al., 2019; Meza et al., 2020), lo que coincide
con el comportamiento de las lineas L13 y L4-1, al no reducir el rendimiento de fruto en 75 mM
de NaCl, con respecto al testigo. Los rendimientos de L76H y EI Cid fueron afectados a partir del
segundo y tercer racimo, donde el PPF fue menor en la condicidn salina, lo que finalmente
disminuy6 el REN (P<0.05).

La linea L62 (Cuadro 5.2) fue la méas susceptible a la condicidn salina al disminuir el crecimiento
vegetativo (AP, AF, VR, MSH, CAS y C) y el rendimiento (PF1, PF2, PPF y REN) (P< 0.05).
Tomates tipo cherry y bola evaluados en salinidad disminuyeron el crecimiento vegetativo entre 5
y 10 % por cada dS-m™ (aproximadamente 15 mM de NaCl) incrementado en la solucion nutritiva
(Agius et al., 2022; Magan et al., 2008). Otros estudios detectaron disminuciones del rendimiento
mayores que 20 % en tomates cultivados en concentraciones entre 30 y 100 mM de NaCl (Cela et
al., 2024; Tola et al., 2024).

Adicionalmente, L62 increment6 las unidades SPAD (19 %) en la condicion salina (P <0.05). En
contraste, variedades comerciales de tomate expuestas a 70 mM de NaCl experimentaron
reducciones entre 8 y 13 % en unidades SPAD (Al-Gaadi et al., 2024). Las unidades SPAD estan
asociadas al contenido de clorofila, por lo que, incrementos en unidades SPAD indican mayor
contenido de clorofila (Costan et al., 2019; Yunus & Zari, 2017). El incremento en contenido de
clorofila esta relacionado con cambios en la morfologia y densidad de los tejidos foliares, ya que,
la salinidad, al reducir el tamafio de las hojas, aumenta la concentracion de clorofila por unidad de
area foliar (Shahzad et al., 2022). En este contexto, el incremento de unidades SPAD en L62 puede

atribuirse a la reduccion de su area foliar.
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Cuadro 5.2 Comparaciones de medias de Genotipo x Concentracién para caracteres evaluados en cinco genotipos de tomate en
condiciones de salinidad y testigo.

AP AF VR MSTa MSR MSH MST CAS
GEN NacCl SPAD

(m) (cm?) (L) @ @) (@) ) (L)
L4-1 0 13ab 18748a 1lla 1695a 783 b 1552 a 4030 a 552 abc 2455 bcd

L4-1 75 11 bc 17498 a 12 ab 1217 bc 866 ab 1447 a 3530 a 60.1 ab 189.3 de
% reduccion 15 7 -11 28 -11 7 12 -9 23

L13 0 08 f 12160 ¢ 0.7 cd 60.2 f 473 ¢ 100.3 ¢ 207.8 bc  54.1 abc 212.0 cde
L13 75 08 f 13641 bc 1.0 ab 50.8 f 540 ¢ 1126 bc 2174 bc 58.6 ab 1794 e
% reduccion 0 -12 -54 16 -14 -12 -5 -8 15

L62 0 1.2 bc 12611 ¢ 0.9 bc 90.0 de 493 ¢ 1040 c 2434 bc 387 e  248.3 bcd
L62 75 0.9 ef 8768 d 05 d 60.7 ef 435 ¢ 720 d 176.2 ¢ 46.1 d 153.7 e
% reduccion 25 30 41 33 12 31 28 -19 38
L76H 0 1.0 de 12602 ¢ 04 d 98.1 cd 516 ¢ 1040 c 253.7 b 51.6 cd 264.0 bc
L76H 75 0.9 ef 10516 cd 1.0 ab 70.7 def 498 c 86.6 cd 207.1 bc 535 bc 1648 e
% reduccion 10 17 -24 28 3 17 18 -4 38
CID 0 13 a 16473 ab 0.9 bc 1332 b 815 b 136.2 ab 3509 a 58.7 ab 357.2 a
CID 75 1.1 cd 18476 a 1.2 a 1248 bc 105.3 a 1529 a 3829 a 604 a 2799 b
% reduccion 15 -12 -35 6 -29 -12 -9 -3 22

GEN genotipo, NaCl: concentracion de NaCl, % reduccion: porcentaje de reduccion al pasar de concentracion 0 a 75 mM de NaCl

(valores negativos indican que el caracter evaluado incremento en la condicion salina), AP: altura final de planta, AF: area foliar, VR:

volumen de raiz, MSTa: materia seca de tallo, MSR: materia seca de raiz, MSH: materia seca de hoja, MST: materia seca total, SPAD:
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unidades SPAD, CAS: consumo acumulado de solucién nutritiva. DMSH: diferencia minima significativa honesta. Medias con misma

letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, P<0.05).

Cuadro 5.2 Continuacion. ..

GEN NaCl EUS c PF1 PF2 PF3 PPF REN NED NTE
(9-L9 (kg) (kg) (kg) ©) (kg)
L4-1 0 7.7 e -0.06 ab 0.85 ef 0.64 de 0.37 e 63 de 1.86 ef 1.00 abc 275 b
L4-1 75 51 e -006 ab 041 f 031 e 0.23 e 26 f 095 f 1.21 ab 327 Db
% reduccion 35 51 51 39 58 49 -31 -19
L13 0 20.6 bc -0.06 a 118 cde 191 a 1.27 bcd 79 cd 4.36 bc  0.45 bc 54.0 a
L13 75 23.3 ab -0.06 ab 1.33 cde 1.58 abcd 1.22 bcd 61 de 4.13 bc 1.85 a 62.2 a
% reduccion -13 -12 17 4 23 5 -314 -16
L62 0 20.6 bc -0.06 ab 182 bc 1.84 ab 142 abc 172 b 5.08 bc 0.00 c 295 b
L62 75 16.6 cd -0.07 ¢ 0.96 def 0.95 bcde 0.54 de 89 ¢ 244 de 0.17 bc 275 b
% reduccion 22 17 48 48 62 49 52 -25 7
L76H 0 27.0 ab -0.06 ab 2.83 a 2.22 a 2.08 a 300 a 7.13 a 0.52 bc 23.0 b
L76H 75 239 ab -007 b 229 ab 0.77 cde 090 cde 161 b 3.96 c 0.90 abc 230 b
% reduccion 11 4 19 65 57 46 44 -43 0
CID 0 156 cd -0.06 ab 1.68 bcd 1.93 a 1.98 ab 102 ¢ 558 b 0.45 bc 540 a
CID 75 136 d -0.06 ab 1.04 def 1.61 abc 1.16 cd 54 ¢ 3.81 cd 2.00 a 63.2 a
% reduccion 13 38 16 41 47 32 -342 -17

% reduccion: porcentaje de reduccion al pasar de concentracion 0 a 75 mM de NaCl (valores negativos indican que el caracter evaluado

incremento en la condicién salina), GEN: genotipo, NaCl: concentracion de NaCl, EUS: eficiencia de uso de solucion nutritiva, C: tasa
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de consumo diario de solucion nutritiva, PF1: peso fresco de frutos del racimo 1, PF2: peso fresco de frutos del racimo 2, PF3: peso
fresco de frutos del racimo 3, PFT: peso total de frutos de los racimos 1 a 3, NFD: namero total de frutos con deficiencia, NTF: nimero
total de frutos de los racimos 1 a 3. DMSH: diferencia minima significativa honesta. Medias con misma letra dentro de columnas no

difieren estadisticamente (Tukey, P<0.05).
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El analisis de regresion no lineal mediante el modelo logistico mostro que CAS fue similar en
la condicion salina y testigo en los primeros 75 DDT en los genotipos evaluados (Figura 5.2).
Las lineas L4-1 y L13 no mostraron diferencias en el CAS en la condicién salina y el testigo;
en contraste, L62, L76H y EI Cid tuvieron reducciones de CAS, con respecto al testigo, a partir
de 105 DDT (Figura 5.2; Cuadro 5.2).

El Cid L13 L4-1 L62 L76H

386

V1= 13937006

300

290
Y171 4 123¢-0060

240 263 266

o6 V1= Ty 11360060 I = T 1046006
Y17 14 56006

60

302

PR - X 190 X 199 X 154 A 173
—0.06x y = ; Ly = Iy = =
0 L+73e V2 eaa e V2 T g5 o0e Y Roeoon G T

0 21 42 63 84 1050 21 42 63 84 1050 21 42 63 84 1050 21 42 63 84 1050 21 42 63 84 105
DDT

- 0mM 75 mM

Figura 5.2 Modelos de regresion logisticos ajustados para consumo acumulado de solucién
nutritiva (CAS) en cinco genotipos de tomate en condiciones salinas. yi: corresponde a la
variable respuesta para cada genotipo en concentracion 0 mM de NaCl, y.: corresponde a la

variable respuesta para cada genotipo en concentracion 75 mM de NacCl.

Se ha demostrado que plantas expuestas a condiciones salinas que no experimentan reduccion
en el consumo de agua estan asociadas con mejor sistema radical (Ntanasi et al., 2023). En este
sentido, la tolerancia observada en L4-1 y L13, se atribuye, en gran medida, al VR, el cual no
fue afectado por la condicién salina e incluso se observaron incrementos de VR en L13, L76H

y el Cid, a pesar de que estas dos ultimas son consideradas como susceptibles. Lo anterior se
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asocia a una adaptacion ante el estrés salino que consiste en la emision de raices con el propdsito
de incrementar el area de exploracion y mantener el consumo y traslocacién adecuados de
nutrimentos esenciales para el crecimiento (Ludwiczak et al., 2021); situacion observada
también en etapas tempranas de desarrollo, como lo indican Deanda-Tovar et al. (2025). Esto
generalmente es acompafiado por otras estrategias como el cierre estomatico y disminucién de

la tasa de transpiracidn para evitar pérdida de biomasa y rendimiento (Madugundu et al., 2023).

El crecimiento y rendimiento de L62 fueron severamente afectados, lo que se atribuye al estrés
osmético que altera el crecimiento de brotes y hojas y a la toxicidad i6nica. Los iones tdxicos,
Na* y CI, interfieren con la absorcion de K*, Ca?*y Mg?* (Z6rb et al., 2018). La deficiencia de
K"y Ca?* durante la maduracion de frutos incrementa el nimero de frutos con pudricion apical
(Li et al., 2022). Por lo tanto, la disminucion de la calidad de los frutos de L62 debe estar

asociada con la deficiencia de estos iones esenciales.

La tolerancia a salinidad esta asociada con mecanismos morfolégicos como disminucion de area
foliar y mayor desarrollo de raiz (Flowers & Colmer, 2015), y mecanismos fisiolégicos como
altas tasas fotosintéticas, que favorecen la produccion de moléculas energéticas, indispensables
en la elongacion y division celular (Tola et al., 2024), balances hormonales méas estables,
aumento de la actividad antioxidante, acumulacién de moléculas osmoprotectoras, y
acumulacion y exclusion de iones toxicos de vacuolas y tejidos (Khan et al., 2020; Negréo et
al., 2017; Rosca et al., 2023), razones por las cuales, las lineas L13 y L4-1 podrian poseer

algunos de estos mecanismos.

5.4 Conclusiones

El comportamiento diferencial del crecimiento vegetativo y rendimiento de los genotipos frente
a las concentraciones salina y testigo, permitio la identificacion de las lineas L13 y L4-1 como
tolerantes. Los genotipos L76H y el Cid mostraron tolerancia intermedia, aunque, las sales no

afectaron su crecimiento vegetativo, el rendimiento fue demeritado.

La salinidad reduce el crecimiento y rendimiento de plantas de tomate cuando son expuestas a
largos periodos de estrés. La respuesta a la condicidn salina dependera de la capacidad del
genotipo para tolerar el estrés y activar mecanismos que le permitan adaptarse y mantener la

productividad.
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CAPITULO 6. DISCUSION GENERAL

Las lineas tolerantes en germinacion mostraron mayor porcentaje de germinacion,
longitud de plantula y acumulacion de materia seca respecto al testigo (P<0.05);
mientras que, en etapa de plantula tuvieron mayor altura de planta, longitud de raiz y
area foliar, asi como mayor acumulacion de materia seca (P<0.05). El aumento de la
materia seca como mecanismo de tolerancia al estrés salino también se ha reportado
en otros cultivos; esta respuesta se asocia con aumentos en la sintesis de solutos
organicos como azUcares reductores, azucares totales, prolina y aminoacidos, que
ayudan a contrarrestar los efectos osmoéticos y a mantener el estado hidrico de la
planta (Mwando et al., 2021; Rodriguez-Delfin et al., 2014).

En las evaluaciones fenotipicas en plantula y germinacion, se identificaron tres lineas
que fueron susceptibles a la salinidad en germinacion y tolerantes en plantula y
viceversa, lo que sugiere que los complejos genéticos que rigen la tolerancia a la
salinidad pueden ser diferentes; en otros cultivos, también se ha demostrado diferente
grado de tolerancia de acuerdo con la etapa fenoldgica (Li et al., 2024; Oguz et al.,
2022).

En planta adulta, el desarrollo fue demeritado (P<0.05) por el estrés salino con
respecto al testigo; se redujo la altura de planta, materia seca de tallo y el consumo
acumulado de solucidn nutritiva; en contraste, no se afecto el area foliar ni la materia
seca de raiz y hoja; ademas, ocurrieron incrementos en volumen de raiz y unidades
SPAD. Un sistema de raiz bien desarrollado permite el correcto suministro y
distribucion de agua y nutrimentos, lo que favorece el adecuado desarrollo y
crecimiento de las plantas (Ludwiczak et al., 2021). Las unidades SPAD estan
asociadas al contenido de clorofila, por lo que incrementos en unidades SPAD indican
mayor contenido de clorofila (Yunus & Zari, 2017). El incremento en contenido de
clorofila esta relacionado con cambios en la morfologia y densidad de los tejidos
foliares, ya que, la salinidad, al reducir el tamafio de las hojas, aumenta la

concentracion de clorofila por unidad de area foliar (Shahzad et al., 2022).
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En plantula y planta adulta, la acumulacion de materia seca y longitud de raiz fueron
caracteristicas que determinaron el grado de tolerancia a salinidad en las lineas
evaluadas, estas caracteristicas podrian considerarse en la seleccion de genotipos
tolerantes. En investigaciones previas se ha demostrado que la raiz y longitud de
planta se correlacionan con la tolerancia a la salinidad (Lopez-Méndez et al., 2024;
Ruiz Espinoza et al., 2014; Shanika & Seran, 2020).

El comportamiento de las lineas tolerantes varid en las tres etapas fenoldgicas
evaluadas, lo que indica que en cada fase del desarrollo se identificaron diferentes
lineas con tolerancia a la salinidad. Por lo tanto, en los programas de mejoramiento
genético orientados al desarrollo de variedades tolerantes a sales, es fundamental
realizar la identificacion y seleccion de genotipos de manera especifica para cada
etapa de crecimiento.

De acuerdo con los anélisis GWAS, las regiones gendmicas y/o genes identificados (p
< 0.001) se asociaron con mecanismos de tolerancia que participan en la eliminacion
de especies reactivas de oxigeno, mantenimiento de la homedstasis ionica, regulacion
de las vias de sefalizacion del acido abscisico y biosintesis de metabolitos
secundarios como la prolina (Sing et al., 2024; Wang et al., 2020;), lo que demuestra
la importancia de evaluar los metabolitos secundarios en la identificacion de genotipos
tolerantes al estrés salino (Xin et al., 2021; Zhu 2016). Adicionalmente, se identificaron
genes que participan en la regulacion de la estructura de la cromatina, regulacion
geénica, reparacion del ADN, reparaciéon de dafios en el cloroplasto y mantenimiento de
la estructura y funcion de las células (Chirinos-Arias & Spampinato, 2021; Wang et al.,
2016; Zhu et al., 2015).

Se ha demostrado que los genotipos tolerantes a salinidad tienen mayor expresion de
genes o factores de transcripcion que codifican para proteinas transportadoras de
iones, genes que participan en la biosintesis de metabolitos secundarios y hormonas
del crecimiento (Hichri et al., 2015; Zhang et al., 2020), por lo que se midi6 el nivel de
expresion de genes de tolerancia a salinidad en plantulas de dos genotipos tolerantes
y dos susceptibles ante condiciones salina (125 mM de NacCl) y testigo; sin embargo,

el nivel de expresion de los genes de tolerancia dentro de cada genotipo no mostraron
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diferencias en la condicion salina con respecto al testigo, lo que puede estar
relacionado con la concentracion de NaCl aplicada al medio de crecimiento, la funcién
de los genes y el periodo de exposicion al estrés (Toranj et al., 2019).

En los andlisis GWAS, una vez identificados los genes cercanos a SNPs
significativamente asociados con caracteristicas de interés agrondémico, se realiza la
validacién funcional de los genes mediante andlisis de expresion génica con
herramientas biotecnolégicas como RT-gPCR o ARN-seq con el fin de confirmar
diferencias en la expresion entre genotipos contrastantes (tolerantes y susceptibles).
Ademas, se realizan estudios de silenciamiento génico para confirmar el efecto del gen
sobre el fenotipo y los genes se evaltan en diferentes poblaciones y condiciones para
asegurar la consistencia de su efecto (Rockstad et al., 2025; Sahito et al., 2024).

El objetivo de la validacion de los genes es su aplicacion en programas de
mejoramiento genético a través de la seleccion asistida por marcadores al seleccionar
individuos con potencial genético deseado desde etapas tempranas del crecimiento
(Naeem et al., 2021).
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES GENERALES

El comportamiento diferencial de las lineas en etapas de germinacion y plantula
permitié identificar genotipos tolerantes y susceptibles al estrés salino mediante la
evaluacion del crecimiento y desarrollo al utilizar pruebas cortas. En planta adulta, la
salinidad redujo el crecimiento y rendimiento de plantas expuestas a largos periodos
de estreés.

En las tres etapas fenoldgicas evaluadas, los genotipos mostraron diferente capacidad
para tolerar el estrés y activar mecanismos de adaptacion. Esto implica que la
tolerancia a salinidad esta regulada por la expresion de diferentes complejos

geneéticos.

En las evaluaciones fenotipicas de plantula y planta adulta, la raiz mostro incrementos
en las condiciones salinas, lo que sugiere la utilidad de esta caracteristica para ser

considerada en la seleccidén de genotipos tolerantes a sales.

El analisis GWAS identific06 SNPs con anotaciones funcionales, en la pruebas de
germinacion y plantula, asociados a mecanismos de tolerancia a estrés abiotico; genes
gue participan en la actividad antioxidante, sintesis y regulacion de hormonas,
transportadores de membrana plasmatica y mecanismos de reparacion y

detoxificacion.

En la identificacién y seleccién de genotipos tolerantes a sales, el uso de pruebas
cortas en etapas tempranas puede reducir los costos y periodos de evaluacion;
mientras que los analisis GWAS pueden emplearse en la identificacion de genes
candidatos asociados a la tolerancia, para ser aprovechados como marcadores

moleculares en programas de mejoramiento genético.
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