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RESUMEN

CARACTERIZACION DE
PROGENITORES POTENCIALES DE
HIBRIDOS DE JITOMATE (Lycopersicon
esculentum Mill.) UTILIZANDO
MARCADORES RAPDs

Lopez Diaz Ismael. Maestria en Ciencias en
Biotecnologia  Agricola.  Departamento  de
Fitotecnia. Universidad Auténoma Chapingo.
(Bajo la direccion de la Dra. Margarita Gisela
Pefia Ortega).

En el presente trabajo se evaluaron 87 materiales
comerciales de jitomate para estimar la diversidad
genética entre y dentro de los mismos y obtener
las huellas genéticas correspondientes, mediante
marcadores moleculares tipo RAPDs
(Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar).
El cultivo del jitomate es una especie autégama
que ha sido sometida a un intenso proceso de
mejoramiento genético, por lo que estudios
previos realizados con isoenzimas, RFLPs y
RAPDs han mostrado una reducida variabilidad
genética, lo cual se refleja en niveles bajos de
polimorfismo. Los resultados obtenidos en el
presente estudio siguieron esta misma tendencia,
ya que de los 50 iniciadores de secuencia aleatoria
evaluados, Unicamente 22 de ellos produjeron
bandas amplificadas registrables. De las 158
bandas amplificadas, s6lo 82 permitieron
encontrar diferencias en al menos una variedad, lo
que representa una eficiencia del 51.9 % en la
deteccion de polimorfismos. Para efectos de
andlisis de patrones RAPDs sélo se seleccionaron
las 48 bandas que reunieron el criterio de Lynch y
Milligan (1994). En general la diversidad genética
intrapoblacional presentd valores muy bajos para
los cuatro grupos de materiales evaluados,
sugiriendo un alto grado de homocigosis dentro de
poblaciones. No obstante las distancias genéticas
de Nei (1978) estimadas entre poblaciones
permitieron identificar pares de progenitores que
se espera potencialmente produzcan descendencia
con un buen comportamiento heterético dentro de
un programa de mejoramiento para este cultivo.

Palabras clave: diversidad genética, marcadores
moleculares, RAPDs, Lycopersicon esculentum
Mill., Heterosis.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF POTENTIAL
PROGENITORS OF TOMATO
(Lycopersicon esculentum Mill.)

HYBRIDS USING RAPDs

Lopez Diaz Ismael Master of Science in
Agricultural  Biotechnology. Crop  Science
Department. Autonomous University Chapingo.
(Supervisor: Margarita Gisela Pefia Ortega, Ph.
D.).

In this study, 87 commercial tomato materials
were fingerprinted using RAPDs (Randomly
Amplified Polymorphic DNA), in order to
estimate genetic diversity within and among
groups. Tomato, an autogamous species, has been
subjected to intense genetic improvement;
therefore, previous studies using isoenzymes,
RFLPs and RAPDs found limited genetic
variability among tested genotypes, reflected in
low levels of polymorphism. Results obtained in
this study followed the same trend; of 50 random
sequence initiators tested, only 22 produced
recordable amplified bands. Out of 158 amplified
bands, only 82 allowed detecting differences in at
least one variety, representing a 51.9 % efficiency
rate in polymorphism detection. For analyzing
RAPD patterns, only 48 bands that met the criteria
of Lynch and Milligan (1994) were selected. In
general terms, low intrapopulation genetic
variation values were found for the four evaluated
groups, suggesting a high degree of homozygosis
within populations. However, Nei’s distances
estimated between all possible pairs allowed the
identification of potential hybrid progenitors
which are expected to produce highly heterotic
progeny in a genetic improvement program for
this crop.

Key words: genetic diversity, molecular
markers, RAPDs, Lycopersicon esculentum
Mill., Heterosis.
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I. INTRODUCCION

El jitomate es una de las hortalizas principales a nivel mundial, tanto por su consumo como
por su nivel de produccion, contribuyendo de forma importante a la produccion mundial.
En los ultimos diez afios, la superficie del cultivo se ha incrementado; en cuanto a
produccion, doce paises destacan en la superficie destinada a esta hortaliza, siendo los
principales productores en América: Canada, Estados Unidos, Brasil y México. En nuestro
pais se produjeron en el afio 2009, dos millones de toneladas con un rendimiento de 40

toneladas por hectarea (SIAP, 2010).

El incremento paulatino en produccién y consumo se ha debido en parte a la creacion de
nuevas variedades que presentan mayor tiempo de conservacion, mayor adaptabilidad a
ciclos del cultivo, diferentes formas, tamafios y colores, innovando de esta forma un
mercado exigente, que demanda un producto con buenas propiedades organolépticas,

presentacion excelente y precio adecuado.

En México, el jitomate tiene un alto consumo, genera divisas, es fuente importante de
empleo, produce una considerable derrama econOmica por utilizar gran cantidad de
insumos agricolas y propiciar la participacion de diversos agentes en el proceso de

mercadeo e industrializacion del producto.

En al actualidad los nuevos cultivares son obtenidos por un nimero muy reducido de

grandes empresas que controlan la multiplicacion y comercializacion de la semilla. La



experiencia precedente indica que estas compafiias han absorbido a las pequefias empresas
tradicionales y que a su vez, las genuinas empresas de semillas han pasado a ser
dependientes en gran parte de otras de capital diversificado. Mediante los procedimientos

de absorcion y fusion se vislumbra una clara tendencia hacia el monopolio (Nuez, 2001).

Puede decirse que 95 % de la produccion mundial de semilla de jitomate estd monopolizada
por tres paises: Estados Unidos, Francia y sobre todo Holanda. Por lo que uno de los
principales costos de produccion de esta hortaliza lo representa la compra de semilla, ya

que se utilizan basicamente hibridos.

La semilla hibrida es producida por medio de cruzamientos controlados entre dos diferentes
lineas puras obtenidas por autofecundaciones sucesivas. El proceso de hibridacion en la
mayoria de las veces se realiza manualmente, lo cual encarece su costo. Adicionalmente, el
sembrar semilla hibrida transforma a los productores en clientes cautivos de las empresas
semilleras transnacionales, pues si desean mantener los niveles de rendimiento y

caracteristicas de produccién tienen que comprar la semilla comercial afio con afio.

Por esta razOn es conveniente iniciar programas nacionales de mejoramiento e
investigacion en la produccion de semilla de jitomate, con el objetivo de crear variedades
gue respondan a las condiciones productivas y de calidad de nuestro pais, abaratando el

costo de la semilla mejorada y permitiendo a los productores producir su propia semilla.



11. OBJETIVOS

e Caracterizar hibridos y variedades comerciales de jitomate utilizando marcadores

moleculares de ADN tipo RAPD’s.

e ldentificar materiales genéticamente divergentes como posibles progenitores que

puedan originar descendencia con alto grado de heterosis.

I11. HIPOTESIS

La caracterizacion de hibridos y variedades de jitomate mediante marcadores moleculares
(RAPD’s) permitira la identificacion de materiales con bajo grado de parentesco entre si,
con potencial para conformar poblaciones base para un programa de mejoramiento genético

de este cultivo.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Origen

El jitomate es originario de la regién andina (Chile, Colombia, Ecuador, Bolivia y Peru),
por lo que en esta zona se presenta la mayor variabilidad genética, con abundancia de tipos
silvestres. A México se le ha considerado como el centro mas importante de domesticacién
del jitomate y este cultivo sigue siendo un producto esencial en la alimentacion (Namesny,

2004).

4.2. Importancia

A nivel mundial las hortalizas junto con las frutas ocupan el segundo lugar dentro de los

productos agropecuarios, superadas solo por los cereales.

De la gran diversidad de hortalizas que se explotan en el pais, el jitomate (Lycopersicon
esculentum Mill), es sin duda una de las méas importantes, tanto en superficie cultivada,
como por su valor comercial; donde 10 % se produce bajo sistemas intensivos con

utilizacion de una o mas combinaciones de tecnologias modernas, necesarias para una alta

productividad y calidad (Radillo y Rolén, 2003).

Ademas, por ser un cultivo con amplia adaptabilidad, se le encuentra tanto en climas
templados como tropicales de casi toda la Republica Mexicana (Gonzélez, 1991). En
nuestro pais el jitomate se ubica entre las primeras cuatro hortalizas, ya que sus

exportaciones representan un alto nivel de captacién de divisas, utiliza una elevada cantidad

4



de mano de obra y representa una alta tasa de actividad econémica por el monto de los
gastos de produccion involucrados (Gonzélez, 1991). Por lo que la introducciéon de
variedades e hibridos mejorados, es una alternativa alentadora para incrementar la

produccion, el rendimiento y la calidad del producto (Radillo y Rolén, 2003).

A nivel nacional, el jitomate se cultiva en alrededor de 54,000 hectareas, siendo los
principales estados productores Sinaloa, Michoacén, Baja California Norte, Veracruz y
Zacatecas. Aunque la produccion de jitomate en los estados del sur es mayor que la de los
estados fronterizos, éstos participan con 72 % de los 2.800 millones de dolares del mercado
de exportacion del jitomate y con 94 % de las importaciones, sin contar el comercio
internacional de productos con valor agregado como la pasta de jitomate. Los principales
mercados de jitomate son el estadounidense y el europeo.

En relacion al mercado mundial de semillas de hortalizas calculado en 1.600 millones de
ddlares, la semilla de jitomate representa 50 %. Segun la asociacion internacional de
productores de semillas FIS/ASSINSEL, el sector de la semilla de jitomate estd dominado
actualmente por seis compafiias: Empresas La Moderna (EML), Limagrain, Novartis Seeds,
Nunhems Group, Sakata y Takii. El costo por semilla es mayor a 50 centavos (Juarez et al.,

2000).

4.3. Mejoramiento genético

Cuando se desea establecer un programa de mejoramiento genético de una especie
particular, los tipos de progenitores a usar para integrar las poblaciones base pueden incluir
fuentes particulares de genes enfocados a un objetivo particular, algunas poblaciones de

amplia base genética como razas o criollos, también es posible incluir genotipos que han
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estado sometidos a seleccion recurrente y que han presentado avances como seria el caso de
las lineas avanzadas; finalmente otra alternativa es recurrir a genotipos que tienen un uso
actual en el mercado como cruzas simples, variedades, sintéticos u otros hibridos

(Kannenberg y Falk, 1995).

En este contexto, la biotecnologia es una herramienta Util para la caracterizacion de la
diversidad genética presente en un acervo de materiales disponibles para conformar
poblaciones base para iniciar programas de mejoramiento. ElI uso de marcadores
moleculares de ADN como los RAPDs (Polimorfismos de ADN Amplificado al Azar)
permiten estimar distancias entre materiales genéticos, los cuales al cruzarse entre si

podrian producir combinaciones mas productivas de genes de origen diferente.

4.4. Caracterizacion morfologica y agronomica

La introduccion de variedades e hibridos mejorados en diversas regiones productoras de
jitomate, es una alternativa alentadora para incrementar la produccion, el rendimiento y la
calidad del producto, por lo que se han realizado caracterizaciones morfoldgicas y
agrondmicas de diferentes materiales mejorados en diversas partes del pais.

Un estudio realizado en Sinaloa por (Radillo y Rolén 2003) compar6 cinco hibridos

comerciales (Access, Centurion, Bishop, Dean y Yaqui) con el objetivo de evaluar su
adaptacion y comportamiento productivo de fruto. Los caracteres morfoldgicos evaluados
fueron: altura final de planta, namero de frutos totales cosechados y peso promedio de
fruto. Encontraron que el hibrido Yaqui presentd la mayor altura de planta, seguido por
Access, mientras que en el nimero de frutos totales cosechados, el hibrido Bishop fue el

mas sobresaliente. En cuanto al peso promedio del fruto, nuevamente Yaqui produjo los
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frutos mas pesados, por lo que concluyeron que este hibrido, desarrollado para esta region
agricola, resulté ser el que mejor adaptacion, caracteristicas vegetativas y productivas
presentd en relacién al resto de los hibridos, por lo que el ambiente de produccion es un
factor determinante para la adaptacién y produccion del jitomate.

Por su parte (Cheluca et al. 2003) evaluaron siete hibridos comerciales (Victoria Supreme,
Rio Colorado, Yaqui, Veronica, Siper Roma, Toro y Lobo), asi como tres materiales
experimentales (3AH, 6AH y SAH). Estos investigadores encontraron diferencias
estadisticas entre genotipos en caracteristicas fenologicas de desarrollo, rendimiento y
calidad de fruto, excepto en nimero de frutos. En la altura de la planta, el mayor desarrollo
en campo lo presentaron en orden decreciente: Verdnica y Victoria Supreme; de manera
comparativa el genotipo codificado 5AH mostr6 el menor porte con 86 cm. En
componentes de rendimiento y calidad, destacaron los hibridos Victoria Supreme, Toro y
Yaqui, debido a que produjeron los frutos de mayor diametro, mientras que el hibrido
Verédnica produjo los frutos méas alargados. Todos los genotipos tuvieron un ciclo de 145
dias desde la siembra hasta el final de la cosecha. Los hibridos Yaqui y Toro mostraron los
mas altos rendimientos, por lo que generaron la mayor rentabilidad, mientras que el hibrido
Super Roma produjo las mayores pérdidas econémicas bajo las condiciones de evaluacion.
Se ha postulado que algunos de los materiales comerciales que ofrecen las casas
comerciales de semilla como “hibridos” no siempre son tales. Por lo que Martinez et al.
(2004) evaluaron 40 hibridos comerciales perteneciente a los grupos saladete indeterminado
(SI), saladete determinado (SD), bola determinado (BD), y bola indeterminado (Bl), y sus
respectivas F,, Estos fueron cultivados en experimentos separados en condiciones de
hidroponia e invernadero, bajo un disefio de blogues completos al azar. Los resultados del

ANOVA mostraron diferencias significativas entre genotipos sélo para los grupos Bl y BD
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en los tres caracteres evaluados: produccién por planta, namero de frutos por planta y peso
promedio de fruto, con coeficientes de variacion entre 28 y 31 %. Los contrastes
ortogonales entre los hibridos comerciales y sus respectivas F, no fueron significativos en
ningun grupo. Sin embargo, la reduccion de la produccion ocurrida en la segunda
generacion filial vari6 de acuerdo con los grupos de 0.6 a 22.8 % en SD, de 4.2 a 8.5 % en

Sl,de0.9a45.7 % enBD,yde 1.7 a2 34.3 % en BI.

4.5. Marcadores moleculares

El desarrollo de marcadores moleculares estad ayudando a eliminar tanto los inconvenientes
de una seleccion basada exclusivamente en el andlisis del fenotipo, asi como a la
identificacion de especies y variedades de una forma mas rigurosa y repetible. Los
marcadores moleculares son biomoléculas que se pueden relacionar con un rasgo genetico.
Las biomoléculas que pueden ser utilizadas como marcadores moleculares son las proteinas
(antigenos e isoenzimas) y el ADN (a traves de genes conocidos o fragmentos de secuencia
y funcién desconocida). Un marcador molecular monomorfico es invariable en todos los
organismos estudiados, pero cuando se presentan diferencias en el peso molecular,

actividad enzimaética, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es polimorfico.

Por lo que en términos mas generales un marcador puede definirse como un caracter o un
gen que debido al ligamiento que presenta con otro gen puede usarse para indicar la
presencia de éste, es decir, cualquier caracteristica A (sea un gen, una proteina, tipo de hoja,

u otra) que esté asociada a la presencia o expresion de una caracteristica B (como vigor,



altura, resistencia a enfermedades, u otra ) puede considerarse como un marcador, pues la

presencia de A necesariamente implica la de B.

4.5.1. RAPDs

Los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA - ADN polimérfico amplificado al azar)
son un ensayo de polimorfismo basado en la amplificacion de segmentos de ADN al azar
utilizando iniciadores de secuencia arbitraria. Los polimorfismos, detectados como
segmentos de ADN que amplifican en un progenitor pero no en otro, son heredados de
forma Mendeliana en 90 % de los casos, y pueden ser utilizados para construir mapas

genéticos de gran variedad de especies.

Estos marcadores han sido utilizados con éxito para diferenciar especies cuando no se
cuenta con informacién previa de secuencias. Sin embargo, una de sus desventajas es que
requieren de la optimizacion del experimento, con objeto de conseguir reproducibilidad en

los resultados de forma continuada.

Los RAPDs se han empleado en jitomate para tratar de establecer diferencias y similitudes
genéticas entre las lineas progenitoras y su hibrido. Séanchez et al. (2003) utilizaron seis
iniciadores aleatorios de la serie G de Operon Technologies ® Inc. para caracterizar a las
lineas 13-NAR (de habito indeterminado) y THE-309 (de habito determinado) asi como el
hibrido resultante de la cruza entre ambas, obteniendo un total de 101 bandas de ADN. Las
mejores huellas gendmicas tanto de las lineas progenitoras como del hibrido se obtuvieron

con los iniciadores OPG-07 y OPG-19. Estos resultados demuestran que los marcadores



RAPD pueden resultar Utiles para apoyar en forma directa la identificacion de lineas
comerciales de jitomate.

Los RAPDs han sido utilizados para analizar la variabilidad genética existente en genotipos
de tomate. Peteira et al. (2001) evaluaron 34 genotipos de tomate provenientes de la
coleccion del INIFAT. Se detectaron polimorfismos genéticos entre las diferentes
variedades comerciales de jitomate y algunas de las especies silvestres relacionadas. Se
emplearon 11 iniciadores de secuencias arbitrarias, los cuales fueron capaces de amplificar
55 loci, de los cuales 35 permitieron encontrar diferencias en al menos una variedad, lo que
representd 64 % de deteccion de polimorfismos. El iniciador que mas loci polimérficos
amplifico fue el OPA-01 (Operon Technology ®) Inc.) con 8 loci que representaron un
rendimiento de 88.8 %. A pesar de que los iniciadores OPF-09 y OPF-12 produjeron
menos bandas (5 y 6 bandas, respectivamente) todas fueron polimorficas, alcanzando 100
% de rendimiento. Para esta serie de iniciadores, el OPF-10 no produjo bandas
polimérficas, por lo que no resultd util en el estudio de la variabilidad genética de
materiales de jitomate. Adicionalmente, la mayor diferenciacidén obtenida por distancias
genéticas generadas a partir de los polimorfismos encontrados se obtuvo entre L.
peruvianum y L. esculentum, resultados que concuerdan con la presencia de barreras en
hibridacion entre ambas especies, las cuales son resultado de diferencias genéticas entre
ellas que se acentdan al no ocurrir naturalmente el intercambio de genes. La técnica RAPD
estandarizada demostré ser efectiva para el estudio de variabilidad en jitomate y poseer, en
las condiciones trabajadas, una repetibilidad acorde con lo reportado por otros autores en la
literatura especializada del tema. Los datos que se obtuvieron con la aplicacion de esta

técnica permitieron realizar analisis de agrupamiento de utilidad en el manejo y
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conservacion del banco de germoplasma de jitomate, que es especialmente Util para la

seleccidn de progenitores.

Otro trabajo similar fue desarrollado por Primieri (2003), con el objetivo de estimar el
grado de variabilidad genética entre 35 accesiones de jitomate, 12 variedades comerciales y
23 accesiones criollas, para lo cual utiliz6 tanto marcadores morfoldgicos como
moleculares (proteicos y de ADN). El analisis de la variabilidad a través de marcadores
RAPD permitio la identificacion de todos los genotipos evaluados, confirmando la eficacia
de este tipo de marcadores en la caracterizacion de materiales. El andlisis de agrupamiento
permitié la separacion de siete grupos, que no tuvieron relacién con aquéllos formados a
partir de los perfiles proteicos. Por otra parte, el andlisis discriminante demostrd la
existencia de relacion entre los grupos formados mediante RAPD vy los grupos originados a
partir de la morfologia del fruto. De una manera general, los materiales criollos presentaron
la mayor variacion en proteinas de semillas y en los marcadores RAPD, lo cual fue
interpretado como una prueba de la reduccion significativa de la base genética en los

materiales comerciales.

Los RAPD también han demostrado ser una herramienta Gtil para la caracterizacién de la
variabilidad genética inducida artificialmente mediante la aplicacion de rayos gamma Co60
con el objetivo de producir materiales altamente productivos bajo condiciones limitantes de
humedad. En un estudio realizado por (Mukandama et al. 2004), los 14 iniciadores
utilizados generaron un total de 90 bandas, 80 de ellas polimorficas, lo cual sugirié la

existencia de una gran diversidad genética dentro del material analizado, y fue posible
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diferenciar molecularmente cuatro genotipos mutantes de sus respectivas variedades
originales.

La distribucion no aleatoria de la variacion genética entre poblaciones de la misma especie
se conoce como estructura genética de esas poblaciones, estructura que esta determinada
por factores genéticos como tasa de mutacion, deriva genética, seleccion natural, flujo
génico y sistemas de apareamiento, asi como factores ecoldgicos que incluyen la historia de
vida, distribucién geografica y mecanismo de dispersion de las especies (Hamrick 1999).
Los marcadores moleculares RAPD permiten realizar estudios de estructura y variacion
genética de variedades comerciales, a partir de estimadores como el porcentaje de loci
polimorficos (P), y heterocigosis promedio observada (Ho), asi como la particion de la
diversidad genética total (Ht) en sus componentes: diversidad dentro de poblaciones (Hs),
entre poblaciones (Dsrt) Y la proporciéon de la diversidad genética total debida a diversidad

entre poblaciones (Gst) (Hernandez et al. 2006).

4.5.2. AFLPs

Otros marcadores moleculares se han empleado para facilitar la introgresion de genes
provenientes de especies silvestres en variedades comerciales de jitomate. Estos son los
AFLPs (Polimorfismos de Fragmentos Amplificados de Diferente Longitud). En un estudio
preliminar (Pratta et al. 2001), a partir de un cruzamiento interespecifico entre los
genotipos Caimanta (L. esculentum) y la accesion LA722 (L. pimpinellifolium), se
obtuvieron 17 lineas recombinantes divergentes para peso y vida de anaquel. Aunque la
incorporacion de genes de larga vida de anaquel presentes en LA722 permitio evitar los

efectos pleiotrdpicos indeseables que los mutantes espontaneos de L. esculentum provocan
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sobre la calidad; se produjo una marcada disminucién en el tamafio de los frutos, por lo que
se busco identificar marcadores moleculares asociados a estos caracteres para un uso mas
eficiente del germoplasma silvestre. La amplificacion se realiz6 combinando 6 iniciadores
EcoRI+3 y 6 iniciadores Msel+3, por lo que del total de 36 combinaciones posibles, 14
fueron efectivas para generar amplificaciones cuantificables y repetibles de fragmentos de
un amplio rango de peso molecular (entre 1000 y 50 pb). EI nimero total de fragmentos
amplificados fue de 631, de los cuales 73 (12 %) fueron polimdrficos. La caracterizacion
por AFLP de los genotipos progenitores permitié seleccionar 14 combinaciones de
iniciadores que generaron un nimero adecuado de fragmentos polimorficos, cuantificables
y repetibles. Por lo que la aplicacidn de este analisis a las lineas recombinantes permitira

detectar asociaciones entre caracteres de interés agronomico y los marcadores AFLP.

4.5.3. Otros marcadores (SNPs, dCAPs)

Los cultivos horticolas autdgamos como el jitomate se caracterizan por tener una estrecha
base genética lo que conlleva una escasa variabilidad genética, por lo que los
microsatélites, los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)(polimorfismos de un sélo
nucleotido) y los dCAPs (derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)(secuencias
polimérficas amplificadas derivadas) son (tiles para estudios de caracterizacion de la
variabilidad alélica, para el mapeo gendmico y para la seleccion asistida por marcadores.
Por lo que (Garcia et al. 2007) evaluaron 51 accesiones de jitomate (variedades
tradicionales del sureste espafiol, hibridos comerciales y variedades silvestres) con 34 SNPs
y 2 dCAPS. Los SNPs fueron analizados como CAPS: los fragmentos amplificados fueron
digeridos mediante enzimas de restriccion, obteniendo diferentes patrones para cada una de

las accesiones. Los dCAPS se utilizaron cuando no se encontraron enzimas de restriccion
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que coincidieran con los polimorfismos, asi se disefiaron nuevos iniciadores con pequefios
errores que creaban un nuevo sitio de restriccién que podia ser detectado por alguna enzima
y asi poder usarlo para diferenciar los distintos alelos. Todos los hibridos comerciales
fueron facilmente diferenciables mediante uno o varios SNPs, pero la variabilidad entre y

dentro las variedades tradicionales fue baja.

V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizacion del sitio experimental

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola
e Invernaderos del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autonoma Chapingo,
Estado de México, localizado a 19° 29'LN y 98° 53"LO, con altitud de 2240 msnm, con una

temperatura media anual de 15,9 °C y una precipitacion media anual de 686 mm.

5.2. Material experimental

Un total de 87 materiales (hibridos y variedades) generados tanto por instituciones publicas
como privadas, fueron sembrados bajo condiciones de invernadero Se emplearon charolas
semilleros de poliestireno de 200 cavidades donde se colocaron de 2 a 3 semillas por
cavidad y se utilizd vermicomposta como sustrato para la obtencion de plantulas. Estos
materiales fueron tanto de habito determinado como indeterminado y la forma del fruto fue
tipo bola y saladete (Cuadro 1). En el momento que las plantulas alcanzaron una altura
aproximada de entre 10 y 15 cm, lo que ocurrié entre 15 a 20 dias despueés de la siembra, se

procedid a seleccionar y cortar hojas jovenes, frescas y sanas.
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CUADRO 1. Caracteristicas de los hibridos y variedades evaluados.

Clave Nombre Habito de crecimiento  Tipo de fruto
101 843115 Indeterminado Bola
102 Ball 544191 Indeterminado Bola
103 Beef Master Indeterminado Bola
104 Better Boy Indeterminado Bola
105 Big Beef Indeterminado Bola
106 Bond Indeterminado Bola
107 Compadre Indeterminado Bola
108 Drw 5621 Indeterminado Bola
110 Galileo Formely Indeterminado Bola
111 Helita Indeterminado Bola
112 Jobot Indeterminado Bola
113 Jubilee Indeterminado Bola
114 Kastalia Indeterminado Bola
115 Lemon Boy Indeterminado Bola
117 Lucky Lady 89 Indeterminado Bola
119 Park 112589 Indeterminado Bola
121 Ps 1156958 Indeterminado Bola
123 Qualit 21 Indeterminado Bola
126 Terrifie Ufn Indeterminado Bola
127 Carnival Indeterminado Bola
128 Trus Indeterminado Bola
129 Hayslip Indeterminado Bola
130 Halley Indeterminado Bola
131 W 4041 Indeterminado Bola
132 Tropic Indeterminado Bola
133 Ps 151052 Indeterminado Bola
134 Gironda Indeterminado Bola
135 Round Beef Indeterminado Bola
136 136703 Indeterminado Bola
137 136652 Indeterminado Bola
138 Psr 01512626 Indeterminado Bola
139 Matina Indeterminado Bola
140 Hellfrucht Indeterminado Bola
203 Santa Cruz Kada Indeterminado Saladete
209 Vacannora Indeterminado Saladete
212 Haldor Indeterminado Saladete
213 Psx 5712 Indeterminado Saladete
214 Coynac Indeterminado Saladete
215 Diplom Indeterminado Saladete
216 Reconquista Indeterminado Saladete
217 Sun 7705 Indeterminado Saladete
218 Drw 3410 Indeterminado Saladete
301 Madeer Determinado Saladete
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Cuadro 1. Continuacion

Clave

Nombre Habito de crecimiento  Tipo de fruto
302 Yaqui Determinado Saladete
303 Rio Colorado Determinado Saladete
304 Monica Semideterminado Saladete
306 Zuley Determinado Saladete
307 Hibrido 882 Determinado Saladete
308 Hypeel 45 Determinado Saladete
309 Italpel Determinado Saladete
310 Rio Fuego Determinado Saladete
311 W4041 Determinado Saladete
313 Azteca Determinado Saladete
316 Casa del Sol Determinado Saladete
318 851021 Determinado Saladete
320 W 4040 Determinado Saladete
324 Drd 8171 Determinado Saladete
327 PS 31212 Determinado Saladete
329 Sunre 6110 Determinado Saladete
330 Toro Determinado Saladete
331 Rogers Determinado Saladete
332 Santa Determinado Saladete
333 Ef 110 Determinado Saladete
334 Cortez Determinado Saladete
401 Sun Master Determinado Bola
402 Floradade Determinado Bola
404 Ginan Determinado Bola
405 Chiro Determinado Bola
407 W 489 Determinado Bola
408 Acclaim Determinado Bola
409 Pik Ripe Determinado Bola
410 Px 150420 Determinado Bola
411 Vilmorin Determinado Bola
413 3026 Hazera Determinado Bola
414 3603 Hazera Determinado Bola
415 Psx 5712 Determinado Bola
420 Nema 1400 Determinado Bola
421 Equinos Determinado Bola
422 Heat Master Determinado Bola
423 Vilmorin Charanda Determinado Bola
424 Leila Determinado Bola
425 Marcia Hazera Determinado Bola
426 Zaden Determinado Bola
427 Monte Verde Determinado Bola
428 Caiman Determinado Bola
429 Maya Determinado Bola
430 660 Determinado Bola
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5.3. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los 87 genotipos de jitomate se realizd segun el protocolo
propuesto por (De la Cruz et al. 1997). A partir de hojas jovenes frescas se pesaron 0.3 g de
tejido fresco por material, y se procedio a lavar y desinfectar con alcohol a 70 % para
garantizar la pureza del ADN a extraer y luego se seco. Las muestras fueron colocadas en
morteros previamente enfriados con nitrogeno liquido y se maceraron hasta obtener un
polvo fino. Se paso el tejido pulverizado a microtubos de 1.5 mL, conteniendo 600 uL de
amortiguador de extraccion: (Tris-HCI 100 mM, EDTA-Na2 50 mM, NaCl 500 mM, 2-
mercaptoetanol 10 mM, SDS 1.3 %, pH 8.0) y se mezclaron bien, agitando por unos
segundos. Se incubaron a 65 °C por 60 minutos con inversion ocasional en un termoblock
(Scientific Products, modelo 8297). Luego se les agregd 200 uL de acetato de potasio 5 M,
agitando por inversion y se dejaron por 30 minutos en hielo. Se centrifugé en una
centrifuga 5415C Eppendorf a 15 000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Con
ayuda de una micropipeta se separé el sobrenadante y se coloco en tubos Eppendorf
nuevos. Despues se adicionaron 700 uL de isopropanol frio, se mezcldé suavemente por
inversion y se incubo a -20 °C durante 30 minutos para precipitar el ADN. Posteriormente
se centrifugd a temperatura ambiente a 10 000 rpm durante 5 minutos, se descarto el
sobrenadante y se dejo secar la “pastilla” de ADN. Se agregaron 200 uL de solucién para
diluir (Tris-HClI 50 mM, EDTA-Na, 10 mM, pH 8.0) a cada tubo, para dejarse
resuspendiendo durante toda la noche a 4 °C. Una vez resuspendido el ADN, a cada tubo se
adicion6 2 pL de ARNasa A (10 mg-mL™, marca Promega) y se incubaron a 37 °C durante

una hora para eliminar el ARN. Posteriormente, se agregd 20 uL de acetato de sodio 3 My
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200 pL de isopropanol, mezclando por inversion y se dejé a -20 °C. Se centrifugé por 5
minutos a 10 000 rpm a temperatura ambiente, eliminando el sobrenadante, se lavo el
precipitado con 300 uL de etanol a 70 % dejando secar la pastilla, ésta se disolvié en 100

uL de TE, y se almaceno a 4 °C.

5.3.1. Evaluacion de la calidad y cantidad de ADN

En un tubo Eppendorf se agregaron 5 uL de ADN original con 995 pL de agua bidestilada
estéril, se mezclé perfectamente y se coloco en un espectrofotdmetro Ultraspect, mismo que
previamente se calibro a 260 nm; de la absorbancia obtenida se calculé la concentracion de
ADN en la solucion de acuerdo con la siguiente formula:

Abs 54, (200)(509.mL)

Concentracion de ADN (pg.pL?) = ( 1000

Donde:
Absyso = Absorbancia en nanémetros
200 = Factor de dilucion
50 uygmL? = 1D.O.
D.O. = Densidad 6ptica

Una vez cuantificado el ADN, se verifico su integridad y calidad en un gel de agarosa al 1.2
% (p/v), para lo que se siguid el procedimiento siguiente:

Primero para saber cuantos pL. de ADN original se necesitaban para cargar 1 pg en el gel se
realizé un célculo con la férmula siguiente:

(Lu1g - i deADN) 1)

pL de ADN original necesarios para cargar 1 pg= (ConcentraciéndeADNenyg L deADN )
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Realizados todos los calculos, se pesé 2.16 g de agarosa y se colocaron en un matraz al que
se le adicion6 180 mL de amortiguador TAE 0.5X (Tris base 40 mM, pH 7.8; Acetato de
Sodio 20 mM y EDTA 2 mM, pH 8.0) para hacer un gel a una concentracion de 1.2 % (p/v)
de agarosa. Esto se mezcl6 y se puso a hervir hasta disolver perfectamente, se dejé enfriar y
se vacio en un portageles. Cuando se solidificd se coloco en una cdmara de electroforesis y

se cubrio con amortiguador de corrida TAE 0.5 X.

Posteriormente, en un trozo de parafilm se colocaron gotas de amortiguador de carga (0.2
% azul de bromofenol, 0.2 % xileno cianol, 25 % glicerol, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HClI,
pH 8.0) mismas que se mezclaron con la cantidad de ADN calculada segun la formula
mencionada previamente. Posteriormente, el ADN de las muestras mas el amortiguador
fueron depositados en los pozos centrales y en los extremos del gel se colocaron 3 pL de
marcador de peso molecular de 1 kb. Finalmente, se realizo la electroforesis a 85 voltios
durante 2.5 h. Concluida la electroforesis, el gel se removio y se tifio en una solucion a base
de bromuro de etidio (0.6 ug-uL en TAE 1 X) por 15 minutos. Después se escurrid y se
colocé sobre un transiluminador de luz UV y se documento6 con una camara Kodak EDAS

290.

5.3.2. Amplificacion del ADN

Para la obtencidn de patrones RAPD se probaron 20 iniciadores de la serie A, 20 de la serie
B y 10 de la serie D (Figura 1) de Operon Technology ® Inc., de los cuales se
seleccionaron los 22 que mejor patréon de bandeo mostraron (Cuadro 4). Posteriormente se
realizaron las reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés) con

dichos iniciadores, aplicando el protocolo propuesto por (Williams et al. 1990).
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FIGURA 1. Prueba de iniciadores de la serie Ay D de Operon (Operon Technologies
® Inc., Alameda, E. U.) en muestras aleatorias de jitomate. OPA02 (1), OPA04
(2), OPAO05 (3), OPA07 (4), OPAO08 (5), OPDO02 (6), OPDO03 (7), OPD04 (8),
OPDO5 (9), OPDO7 (10), M = marcador de peso molecular

CUADRO 2. Componentes de la mezcla de la Reaccion en Cadena de la Taq ADN
polimerasa (PCR), para la obtencion de patrones RAPD.

Componentes de la mezcla Volumen en pL.
dH.0 (bidestilada estéril) 3.2
dNTP's (500 pM) 10.0
Amortiguador de PCR (10 X) 2.5
MgCl; (50 mM) 1.0
Oligonucleétidos (10 pmol.uL™) 3.0
Taq ADN polimerasa (5 U pL™) 0.3
ADN genémico (10 ng uL™) 5.0
Total 25.0

En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se agregd 2 uL de ADN concentrado, al cual se le

adiciond la cantidad de agua bidestilada estéril calculada con la formula:
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Volumen de agua para obtener una dilucién de ADN a 10 ng-pL™ = (ng-uL™ de ADN
de la muestra original * 2 uLL de ADN de la muestra original/10 ng, para obtener una

dilucién a 10 ng de ADN-pL™,

Posteriormente, para cada genotipo se marcé un tubo Eppendorf de 0.2 mL y se adicionaron
5 uL del ADN diluidos a 10 ng y en un tubo de 1.5 mL se preparo la mezcla de reaccion en
un volumen total de 25 uL. La mezcla de reaccién estuvo formada por amortiguadores,
enzima TAg ADN polimerasa ((Fermentas Life Sciences), e iniciador segin se muestra en
el Cuadro 2. Adicionalmente, 20 uL de la mezcla de reacddn se colocaron en cada tubo y
se incubaron en un termociclador Techne TC-412 bajo las condiciones de temperatura que
se indican en el Cuadro 3.

CUADRO 3. Condiciones de temperatura de los ciclos de amplificacion de la PCR

(Reaccion en Cadena de la Tag ADN Polimerasa), para la obtencion de
patrones RAPD

Temperatura Tiempo Namero de
Fase

(°C) (minutos) ciclos
Pre-desnaturalizacion 94 9 1
Desnaturalizacién 94 1 35
Alineamiento 37 1
Extension 72 1
Extension final 72 7 1

Los productos se separaron por electroforesis en geles de agarosa, tefiidos con bromuro de
etidio y se documentaron tal como se sefiala en la seccién de cuantificacion y evaluacién de
la integridad del ADN. La comparacién entre los genotipos se hizo evaluando las
similitudes y las diferencias en los patrones de bandeo, asignando el valor de 0 a la
ausencia y 1 a la presencia de una banda. Se cuantificé el nimero de bandas producto de la

amplificacion para cada iniciador, asignandose un numero de acuerdo con la distancia de
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migracion en el gel. Se realizo el registro de los patrones RAPD obtenidos con los 22
iniciadores para los 87 genotipos y con esa informacion se construyé una matriz basica de
datos (MBD).

5.4. Andlisis estadistico

Para establecer los patrones de bandas generados por los productos amplificados, se
construyd una matriz de datos, emparejando las bandas a través de sus pesos moleculares.
Para incrementar la precision en el registro de bandas, su identidad fue corroborada
aplicando ecuaciones de regresion lineal simple, debido a que fue necesario utilizar
distintos geles independientes para obtener los patrones de bandeo de los 87 genotipos
evaluados, asi como por la presencia del “efecto sonrisa” comdn en el corrimiento de geles.
Una vez establecida la identidad de las bandas observadas se procedio a la construccion de
la MBD. Posteriormente, basado en el estudio de (Lynch 1994, ecuacion 2a), se realizaron
correcciones a esta matriz, eliminando las bandas que presentaron una frecuencia de alelos
nulos (ausentes) menor a 3/N, donde N correspondié al tamafio de muestra analizada, en
este caso 87 materiales. A partir de la matriz final se calcul6 una matriz de similitud
utilizando el coeficiente de Jaccard (1908), y las distancias de Nei (1978) y Rogers (1972),
mediante el paquete computacional Free Tree version 1.50 (Hampl et al., 2001).
Adicionalmente con los datos resultantes se realizé un andlisis de agrupamiento (UPGMA,
Unweighted Pair Group Method Arithmetic Average; (Sneath, 1973), usando como criterio
de agrupamiento habito de crecimiento y tipo de fruto, lo que proporcioné cuatro
dendrogramas de relaciones genéticas entre los materiales. Para verificar la robustez de los
agrupamientos obtenidos, se realizaron 1,000 remuestreos (bootstraping) con el programa
Free Tree. Los dendrogramas asi obtenidos fueron graficados utilizando el programa

TreeView version 1.6.6 (Page, 1996).
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Adicionalmente se realiz6 un andlisis de diversidad genética de poblaciones utilizando el
programa Popgene 1.32 (Yeh y Boyle 1999), estimandose los siguientes pardmetros:
Porcentaje de loci polimoérficos (P): representd la suma total de loci polimorficos
observados dividida entre el nimero total de loci analizados. En el caso de marcadores
RAPD se considera que un loci es polimdrfico cuando éste presenta sus dos variantes
alélicas (presencia o ausencia de banda) independientemente de su frecuencia.
Numero de alelos por locus (A): nimero medio de alelos por locus (incluye tanto loci
monomorficos como polimorficos).
NUmero efectivo de alelos por locus (Ae): Estimacion del reciproco de la homocigosidad,
de acuerdo con Hartl y Clark (1989) (1/Sqi?, donde g; es la frecuencia del alelo i).
Indice de Diversidad Genética de Shannon (S): Medida de la abundancia relativa de cada
poblacion, calculada como la proporcion de cada poblacidn respecto al numero total de
individuos:
s=-Y pinp,
i=1
Indice de diversidad genética de Nei (H): Medida de la diversidad genética por locus
dentro de poblaciones:
H =i§[1—q§—(1—qs)2]
Donde: gs = frecuencia de uno de los dos alelos en el locus dialélico s.
Coeficiente de diferenciacidn genética entre poblaciones (Gst): medida de los cambios
en heterocigosidad debidos a la subdivision poblacional y deriva genética. Hart (1997)

establecen el siguiente criterio para clasificar el grado de diferenciacion entre poblaciones:

0.00-0.05 Diferenciacion genética pequefia
0.05-0.15 Diferenciacion genética moderada
0.15-0.25 Diferenciacion genética alta
Gst>0.25  Diferenciacion genética muy alta
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Grado de flujo genético (Nm): medida del grado de transferencia de material genético
entre poblaciones dado por el movimiento de los individuos o de sus gametos, es decir,
numero absoluto de individuos intercambiados entre poblaciones por generacion, calculado
de la siguiente forma:

Nm=0.5 (1 — GST)/GST
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Analisis de los patrones de marcadores RAPDs

El cultivo del jitomate es una especie autbgama que ha sido sometida a un intenso proceso
de mejoramiento genético, por lo que estudios previos realizados con isoenzimas, RFLPs y
RAPDs han mostrado una reducida variabilidad genética, lo cual se refleja en niveles bajos
de polimorfismo, lo que a su vez dificulta una eficiente separacién entre materiales (Villand

et al., 1998; Peteira et al., 2001). Por lo que los resultados obtenidos en el presente estudio

siguieron esta misma tendencia, ya que de los 50 iniciadores de secuencia aleatoria
evaluados, unicamente 22 de ellos produjeron bandas amplificadas registrables (Cuadro 4).
El promedio de bandas detectado por iniciador fue de 8; siendo el iniciador OPA-08 el que
mas bandas produjo (12), mientras que los iniciadores OPB-05 y OPD-04 sélo amplificaron
4 bandas.

De las 158 bandas amplificadas, s6lo 82 permitieron encontrar diferencias en al menos una
variedad, lo que representa una eficiencia del 51.9 % en la deteccion de polimorfismos. No
obstante, del total de 82 bandas detectadas, para efectos de analisis de patrones RAPDs sélo
se seleccionaron las 48 bandas que reunieron el criterio de Lynch (1994), correccion
recomendada para evitar el sesgo en el andlisis genético poblacional atribuido a la
dominancia de los marcadores RAPD. El iniciador OPA-08 fue el que produjo el mayor
numero de bandas informativas, seguido por OPA-04, OPA-19, y OPD-04, coincidiendo
con resultados reportados por Foolad et al. (1993), Peteira et al. (2001), Archak et al.
(2002), quienes encontraron que los iniciadores de la serie A de Operon Technologies @

Inc. fueron los mas efectivos para detectar polimorfismo en materiales de jitomate.
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CUADRO 4. Secuencia de iniciadores polimdrficos, produccion de bandas totales y

polimorficas.
Iniciador Secuencia Bandas Polimorficas % Qe tfan_das % de bz,:mqlas
totales polimorficas  monomorficas
A-02 5TTC CGA ACC C3’ 8 5 62.50 37.50
A-04 5’'AAT CGG GCT G3 8 4 50 50
A-05 5'AGG GGT CTT G3 7 4 57.15 42.85
A-07 5'GAA ACG GGT G3’ 7 5 71.43 28.57
A-08 5'GTG ACG TAG G3’ 12 8 66.67 33.33
A-09 5'GGG TAA CGC C3 6 3 50 50
A-10 5'GTG ATC GCA G3 6 3 50 50
A-13 5'CAG CAC CCA CZ 5 0 0 100
A-14 5'TCT GTG CTG G3’ 5 1 20 80
A-15 5'TTC CGA ACC C3’ 5 3 60 40
A-18 5'AGG TGA CCG T3 7 3 42.86 57.14
A-19 5'CAA ACG TCG G3 9 6 66.67 33.33
B-05 5TGC GCC CTT C3 4 0 0 100
B-06 5TGC TCT GCC C3 6 3 50 50
B-15 5'GGA GGG TGT T3’ 7 3 42.86 57.14
D-02  5'GGA CCC AAC C3’ 8 5 62.50 37.50
D-03  5'GTC GCC GTC A3’ 8 5 62.50 37.50
D-04 5TCT GGT GAG G3 4 3 85.72 14.28
D-05 5TGA GCG GAC A3’ 10 6 60 40
D-07 5TTG GCA CGG G3 5 3 60 40
D-08 5'GTG TGC CCC A3 8 5 62.50 37.50
D-10  5'GGT CTA CAC C3’ 6 4 66.67 33.33
Total 151 82 54.30 45.70

La MBD fue utilizada para calcular la matriz de distancias (similitud) entre pares de
poblaciones utilizando la opcidn de agrupamiento secuencial, jerarquico y anidado (SAHN)
del programa NTSYS-PC version 2.02. Se obtuvieron dendrogramas construidos para

distintas distancias genéticas, entre ellas las de Jaccard (1908), Nei (1978) y Rogers (1972),

no obstante, los agrupamientos obtenidos no separaron claramente los materiales de
jitomate por habito de crecimiento y tipo de fruto, probablemente debido a la reducida

distancia genética entre ellos Peteira et al. (2000), por lo que se decidio realizar el analisis

de agrupamiento utilizando como variables predefinidas de agrupamiento habito de

crecimiento: determinado e indeterminado, y tipo de fruto: bola o saladete, lo cual separ6 a
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priori a los 87 materiales evaluados en cuatro grandes grupos y se procedié a construir los
dendrogramas respectivos utilizando la distancia de Nei (1978) y el programa Free Tree
version 0.9.1.50. Para corroborar la robustez de los dendrogramas obtenidos se realizaron
1,000 remuestreos (bootstraping) para conseguir el dendrograma de consenso para cada
grupo. Estos dendrogramas fueron graficados mediante el programa Tree View version
1.6.6.

Las distancias genéticas de Nei entre colectas de jitomate tipo bola y de habito
indeterminado (serie 100) se presentan en el Cuadro 5. Como puede apreciarse en este
cuadro, las distancias entre materiales fueron bajas en general, ya que 64 % de los
materiales presentaron distancias menores o iguales a 0.70, sugiriendo un alto grado de
parentesco entre las colectas evaluadas.

En la Figura 2 se presenta el agrupamiento obtenido. A una distancia de Nei de 0.70 se
observa la presencia de seis grupos, en donde el mayor de ellos estuvo formado por 21 de
los 33 materiales evaluados, dentro del cual se encontraron los genotipos mas cercanos
genéticamente, los cuales fueron 101 (843115) y 139 (Matina) con un valor de identidad de
0.94 (Cuadro 9), seguidos por 128 (Trus) y 131 (W 4041), y los genotipos 110 (Galileo

Formely) y 137 (136652) ambos con valor de identidad de 0.89.

27



47

1ol
139
123

24
24 s
— 107
13 — L 135
136
102
2 —114 108
—37 130
105
y — 28 133
G
138 — :::
L w |
Ll 43 B 121
2 128
_E 151
2 117
ED 127
, 132
172 ~ 134
104
32 3,,:,_| = 12
106
103
—148 129
100 39 =i 113
3 115
126
| 114
Eid 138
I | I I I
1.10 0ED os0 020 oos  0.00

FIGURA 2. Dendrograma de 33 genotipos de jitomate tipo bola indeterminado
generado mediante 1000 remuestreos y utilizando la distancia de Nei (1978).

Asimismo se puede apreciar en esta figura que material genéticamente mas distante dentro
de los genotipos tipo bola indeterminado evaluados en este estudio fue 138 (Psr 01512626),
el cual presentd divergencia genética alta (0.93) particularmente respecto a los materiales
131 (W 4041) y 133 (Ps 151052). No obstante, el par de materiales con mayor distancia

genética entre ellos (1.04) fue 126 (Terrifie Ufn) X 132 (Tropic), por lo que si se realiza
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esta cruza particular se esperaria una progenie mas divergente, de acuerdo con lo sugerido
por Nienhuis (1994). Adicionalmente, el genotipo 126 se mostré genéticamente distante de
107 (Compadre) y 135 (Round Beef), mientras que el material 132 presentd gran distancia
genética (0.93) de los materiales 115 y 129; por lo seria de esperarse que los cruzamiento
entre ellos produjeran también descendencia divergente.

En la Figura 3 se presenta el dendrograma obtenido para los 9 genotipos de jitomate tipo
saladete indeterminado evaluados (serie 200). En ella se pueden observar tres grupos a una
distancia de 0.65, el mayor de ellos formado por 4 genotipos, mientras que el tercer grupo
estuvo integrado por los dos materiales genéticamente mas cercanos de este tipo, los cuales
fueron 209 (Vacannora) y 214 (Coynac), con una identidad genética de 0.83 (Cuadro 5). El
genotipo mas divergente de este grupo fue el 214 (Coynac), mientras que la mayor
distancia entre pares de materiales se obtuvo entre éste y el genotipo 203 (Santa Cruz
Kada), por lo que se esperaria que la cruza entre estos dos materiales exhiba alta heterosis,
debido a la gran distancia genética entre ellos (0.93) (Cuadro 5) (Bartkaite, 2001).
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FIGURA 3. Dendrograma de 10 genotipos de jitomate tipo saladette indeterminado
generado mediante 1000 remuestreos y utilizando la distancia de Nei (1978).
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CUADRO 5. Matriz de identidad genética (arriba de la diagonal) y distancia genética
(debajo de la diagonal) de Nei (1978) para genotipos de jitomate tipo saladete
indeterminado.

Variedades 203 209 212 213 214 215 216 217 218

203 - 0.52 0.58 0.60 0.39 0.46 0.54 0.77 0.56
209 0.65 - 0.60 0.54 0.83 0.60 0.64 0.58 0.75
212 0.54 0.50 - 0.69 0.52 0.67 0.71 0.73 0.69
213 0.50 0.61 0.37 - 0.46 0.60 0.69 0.75 0.75
214 0.93 0.18 0.65 0.78 - 0.56 0.60 0.54 0.62
215 0.78 0.50 0.40 0.50 0.57 - 0.67 0.69 0.77
216 0.61 0.44 0.34 0.37 0.50 0.40 - 0.77 0.77
217 0.26 0.54 0.31 0.29 0.61 0.37 0.26 - 0.75
218 0.57 0.29 0.37 0.29 0.47 0.26 0.26 0.29 -

En la Figura 4 se presenta el dendrograma obtenido para los 22 genotipos tipo saladete

determinado (serie 300). A una distancia de 0.55 se observa la formacion de cinco grupos
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FIGURA 4. Dendrograma de 22 genotipos de jitomate de tipo saladete determinado
generado mediante 1000 remuestreos y utilizando la distancia de Nei (1978).

el mas numeroso de ellos con 12 de los genotipos, entre ellos los materiales genéticamente

mas cercanos, los cuales fueron 301 (Madeer) y 311 (W4041) con una identidad de 0.85
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(Cuadro 6). El genotipo mas distante genéticamente dentro de este grupo fue el 334

(Cortez), mientras que la mayor distancia entre pares de materiales (0.83) fue entre 334

(Cortez) y 306 (Zuley), asi como entre 334 (Cortez) y 318 (851021) por lo que ambos

cruzamientos podrian producir descendientes transgresivos debido a la divergencia genética

entre ellos (De Vicente y Tanksley, 1993).

CUADRO 6. Matriz de identidad genética (arriba de la diagonal) y distancia genética
(debajo de la diagonal) de Nei (1978) para genotipos de jitomate tipo saladete
determinado.

Variedades 301 302 303 304 306 307 308 309 310 311 313 316 318 320 324 327 329 330 331 332 333 334
301 - 0.54 052 0.83 050 0.64 0.73 0.58 0.62 0.85 0.75 0.67 0.69 0.81 0.58 0.75 0.64 0.71 0.56 0.77 0.75 0.56
302 0.61 - 0.73 0.54 0.71 0.60 0.69 0.54 0.62 0.60 0.54 0.50 0.48 0.48 0.46 0.58 0.56 0.62 0.64 0.56 0.50 0.48
303 0.65 0.31 - 052 073 0.71 058 0.60 0.73 0.62 052 048 0.62 0.58 0.48 0.69 050 0.60 0.54 0.50 0.52 0.58
304 0.18 0.61 065 - 062 0.64 0.73 054 058 0.77 0.71 0.71 0.69 0.73 0.50 0.71 0.64 0.67 0.60 0.85 0.75 0.56
306 0.69 034 031 047 - 0.69 064 0.67 058 056 0.54 0.58 0.44 0.56 0.50 0.54 0.52 0.75 0.69 0.69 0.62 0.44
307 0.44 050 0.34 044 037 - 071 073 0.69 0.62 0.64 0.60 0.67 0.62 052 0.69 062 0.69 0.62 0.71 0.69 0.58
308 0.31 037 054 031 044 034 - 081 0.73 0.75 0.73 0.73 0.67 0.62 0.69 0.64 0.71 0.73 0.67 0.79 0.73 0.54
309 0.54 061 050 0.61 040 031 021 - 062 0.60 0.62 0.62 0.60 0.64 0.75 0.50 0.60 0.71 0.69 0.64 0.71 0.56
310 0.47 0.47 031 054 054 037 031 047 - 0.73 058 0.62 0.69 0.60 0.67 0.79 060 0.71 0.64 0.64 0.54 0.64
311 0.16 0.50 0.47 0.26 057 0.47 029 050 031 - 0.77 0.64 0.75 0.79 0.60 0.77 0.62 0.69 0.58 0.79 0.73 0.62
313 0.29 0.61 0.65 0.34 0.61 0.44 031 047 054 026 - 0.67 0.64 0.73 0.71 0.62 0.69 0.67 0.56 0.73 0.83 0.56
316 0.40 0.69 0.73 0.34 054 050 0.31 047 047 044 040 - 064 0.60 0.62 0.58 0.77 0.58 0.60 0.77 0.67 0.52
318 0.37 0.73 0.47 0.37 0.83 040 040 050 0.37 029 044 044 - 071 056 0.73 0.62 052 0.58 0.62 0.69 0.67
320 0.21 0.73 0.54 0.31 057 0.47 047 0.44 050 0.23 031 050 034 - 0.73 069 0.62 0.73 0.62 0.67 0.77 0.58
324 054 0.78 0.73 0.69 0.69 0.65 0.37 0.29 040 050 0.34 047 057 031 - 046 064 067 0.64 0.60 0.62 0.60
327 0.29 054 037 0.34 061 037 044 069 0.23 0.26 0.47 054 031 037 0.78 - 056 0.67 0.56 0.60 0.62 0.56
329 0.44 057 0.69 0.44 065 0.47 034 050 050 0.47 0.37 0.26 0.47 0.47 0.44 057 - 064 0.62 0.71 0.64 0.46
330 0.34 0.47 050 040 0.29 0.37 0.31 0.34 034 0.37 040 054 065 031 040 040 044 - 0.73 0.77 0.71 0.48
331 0.57 0.44 0.61 050 0.37 0.47 0.40 0.37 0.44 054 057 050 0.54 047 0.44 057 047 031 - 0.62 0.73 054
332 0.26 057 0.69 0.16 0.37 0.34 0.23 0.44 0.44 0.23 0.31 0.26 0.47 0.40 050 050 0.34 026 047 - 0.73 0.62
333 0.29 0.69 0.65 0.29 047 0.37 031 0.34 0.61 0.31 0.18 0.40 0.37 0.26 0.47 0.47 0.44 034 031 031 - 048
334 0.57 0.73 0.54 0.57 0.83 054 0.61 0.57 0.44 0.47 0.57 0.65 0.40 0.54 0.50 0.57 0.78 0.73 0.61 0.47 0.73 -
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En la Figura 5 se muestra el agrupamiento obtenido para los 23 materiales de jitomate tipo

bola determinado (serie 400) evaluados. A una distancia de 0.70 se forman cinco grupos,
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FIGURA 5. Dendrograma de 23 genotipos de jitomate tipo bola determinado
generado mediante 1000 remuestreos y utilizando la distancia de Nei (1978).
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donde el mas numeroso de los cuales agrupa a 10 materiales, entre los que se encuentran
los genotipos genéticamente mas cercanos dentro de este grupo, los cuales fueron 411
(Vilmorin) y 427 (Monte Verde), con una identidad genética de 0.89 (Cuadro 10), mientras
que el genotipo mas distante fue 405 (Chiro). La mayor distancia genética entre pares de
genotipos (1.16) se encontro entre 420 (Nema 1400) x 426 (Zaden), por lo que se espera
que el cruzamiento entre estos dos progenitores exhiba altos niveles de heterosis. Otro par

de progenitores potenciales para la obtencion de descendencia heterdtica podria ser los
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materiales 401 (Sun Master) y 405 (Chiro), y 402 (Floradade) y 426 (Zaden), los cuales
presentaron distancias genéticas entre ellos de 1.10 y 1.04, respectivamente (Cuadro 7).

De acuerdo con los resultados obtenidos, en el Cuadro 7 se presentan los progenitores
potenciales con mayor distancia genética entre ellos, sugeridos para la obtencion de
progenies heteroticas dentro de cada tipo de jitomate.

CUADRO 7. Progenitores potenciales de hibridos de jitomate, de acuerdo a la
distancia genética de Nei (1978) estimada a partir de marcadores tipo RAPD.

Tipo de jitomate Proge_nitores Distan_cia
Seleccionados Genética
Fruto Bola, Habito 126 (Terrifie Ufn) x 132 (Tropic) 1.04
Determinado 126 (Terrifie Ufn) x 107 (Compadre) 0.93
126 (Terrifie Ufn) x 135 (Round Beef) 0.93
132 (Tropic) x 115 (Lemon Boy) 0.93
132 (Tropic) x 129 (Haysli) 0.93
138 (Psr 01512626) x 131 (W 4041) 0.93
138 (Psr 01512626) x 133 (Ps 151052) 0.93
Fruto Saladete, Habito 214 (Coynac) x 203 (Santa Cruz Kada) 0.93
Indeterminado 214 (Coynac) x 213 (Psx 5712) 0.78
Fruto Saladete, Habito 306 (Zuley) x 334 (Cortez) 0.83
Determinado 306 (Zuley) x 318 (851021) 0.83
Fruto Bola, Habito 426 (Zaden) x 420 (Nema 1400) 1.16
Indeterminado 426 (Zaden) x 402 (Floradade) 1.04
401 (Sun Master) x 405 (Chiro) 1.10

6.2 Analisis de poblaciones para los grupos estudiados.

Para evaluar la diversidad genética intra e interpoblacional, se utiliz6 el paquete Popgene
version 1.32 (Yeh y Boyle, 1999). El porcentaje de loci polimorficos (P) entre poblaciones
fue de 64% (Cuadro 8), mientras que dentro de poblaciones las colectas de jitomate tipo
bola y habito indeterminado (BI) presentaron el mayor polimorfismo (51 %), lo cual

coincidio con las mayores distancias de Nei encontradas en promedio para estos materiales
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(Cuadro 8), mientras que los genotipos saladete indeterminados presentaron el menor grado
de polimorfismo. Es probable que en estos resultados haya influido el hecho de que dentro
de este grupo s6lo se evaluaron nueve genotipos distintos, mientras que para Bl de
consideraron 33. El nimero efectivo de alelos por locus (Ae) fue muy similar para las
cuatro poblaciones. De igual manera, los valores obtenidos para el coeficiente de diversidad
genética de Shannon (S) reflejan que la importancia relativa de cada una de las poblaciones
fue similar.

Cuadro 8. Diversidad genética dentro y entre grupos de jitomate con distinto tipo de
fruto y habito de crecimiento.

Tipo P(%) A Ae S H Gst Nm NI

BI 51 1.51 1.12 0.147 0.085 33
(0.501) (0.204) (0.190) (0.124)

Sl 35 1.33 1.09 0.113 0.067 9
(0.471)  (0.205) (0.186) (0.121)

SD 46 1.45 1.13 0.151 0.089 22
(0.499) (0.225) (0.203) (0.133)

BD 47 1.47 1.13 0.155 0.093 23
(0.500) (0.229) (0.205) (0.135)

Entre 64 1.54 1.12 0.152 0.088  0.0229 21.31

poblaciones (0.500) (0.211) (0.193) (0.126)

P = Porcentaje de loci polimorficos, A = nimero de alelos por locus, Ae = nimero efectivo de
alelos por locus, S = coeficiente de diversidad de Shannon, H = coeficiente de diversidad genética
intrapoblacional de Nei (1973), Gst = coeficiente de diferenciacion genética entre poblaciones, Nm
= grado de flujo genético, NI = nimero de individuos analizados. Los valores entre paréntesis
indican la desviacion estandar.

El coeficiente de diversidad genética intrapoblacional de Nei (H) presentd en general
valores muy bajos para los cuatro grupos de materiales evaluados, sugiriendo un alto grado

de homocigosis dentro y entre poblaciones. No obstante, los genotipos BD tendieron a ser

genéticamente mas divergentes entre si, en comparacion al resto de los grupos.
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De manera similar, el coeficiente de diferenciacion genética entre poblaciones fue muy bajo
(Gst = 0.0229), lo cual apunta a que las poblaciones evaluadas estan poco diferenciadas
entre si (Hart y Clark, 1997), lo cual podria deberse a que muchos de los materiales
evaluados son comerciales, sefialando una reducida variabilidad genética en los genotipos
utilizados como fuentes de germoplasma inicial.

El nivel promedio de flujo genético obtenido, numero absoluto de individuos
intercambiados entre poblaciones por generacion (Nm = 21.31) fue alto, sugiriendo un alto

grado de introgresion entre los cuatro grupos de materiales evaluados.
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CUADRO 9 Matriz de identidad genética (arriba de la diagonal) y distancia genética (debajo de la diagonal) de Nei (1978) para
genotipos de jitomate tipo bola indeterminado.

Var 101 102 103 104 105 106 107 108 110 111 112 113 114 115 117 119 121 123 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140
101 - 0.69 052 069 067 069 079 067 079 062 075 073 064 060 077 0.69 0.60 0.89 048 075 0.71 064 079 069 075 0.69 064 079 073 0.73 054 094 0.83
102 0.37 - 0.58 058 064 062 060 073 073 077 069 058 067 058 067 0.71 0.71 0.67 054 073 081 054 077 083 064 071 071 060 062 071 052 0.71 0.77
103 0.65 0.54 - 058 0.73 054 052 044 064 060 064 075 058 071 058 0.71 0.54 0.54 058 064 052 079 052 054 048 0.71 054 060 046 062 048 050 0.44
104 0.37 054 054 - 044 071 056 052 056 052 081 058 067 046 062 0.50 0.50 0.71 042 060 048 054 056 046 056 050 054 056 0.62 058 056 0.62 0.60
105 0.40 044 031 0.83 B 052 058 062 079 067 050 073 060 073 069 0.73 0.64 0.60 0.73 067 0.75 069 067 073 054 081 056 067 064 077 046 0.64 0.62
106 0.37 047 0.61 0.34 0.65 - 0.60 056 064 060 073 062 058 042 0.71 0.58 0.62 0.71 054 060 060 062 064 058 060 0.62 0.67 060 062 062 056 0.67 0.73
107 0.23 050 0.65 057 0.54 0.50 - 058 062 050 062 060 048 052 060 0.56 0.52 0.69 039 058 062 052 075 056 067 0.60 052 083 0.73 064 046 081 0.75
108 0.40 031 0.83 0.65 047 057 054 - 071 071 058 060 048 064 069 0.64 0.64 0.64 056 062 0.79 048 0.79 073 054 060 048 062 073 0.69 0.37 0.73 0.75
110 0.23 031 044 057 023 044 047 034 = 0.79 067 069 069 064 077 0.85 0.81 0.73 0.64 079 087 060 075 085 062 085 064 071 0.77 089 054 0.77 0.75
111 047 026 050 065 040 050 0.69 0.34 0.23 - 058 060 060 052 069 0.85 0.81 0.60 056 0.67 0.79 052 067 081 058 0.73 0.64 058 064 0.77 058 0.64 0.75
112 029 037 044 021 069 031 047 054 040 054 - 0.69 077 052 0.73 0.64 0.60 0.77 0.52 067 058 056 071 060 071 0.64 0.64 067 0.69 064 054 0.73 0.62
113 031 054 029 054 031 047 050 050 037 050 037 - 0.62 067 0.62 0.75 0.54 0.67 058 056 056 079 069 058 056 058 050 069 0.67 070 052 0.71 0.64
114 0.44 040 054 040 050 054 073 073 037 050 0.26 047 - 0.58 0.54 0.62 0.58 0.58 0.58 0.60 0.60 054 056 062 060 058 058 052 058 067 0.77 0.62 0.52
115 050 054 034 0.78 031 087 065 044 044 065 065 040 0.54 - 0.50 0.58 0.45 0.54 0.67 060 052 071 052 054 039 062 042 060 050 058 044 0.62 0.52
117 0.26 040 054 047 037 034 050 037 026 037 031 047 061 0.69 - 0.71 0.71 0.79 058 081 0.73 054 077 071 073 0.79 075 069 071 071 044 0.75 0.73
119 037 034 034 069 031 054 057 044 016 016 044 029 047 054 034 - 0.79 0.67 0.62 069 0.77 062 073 083 060 0.83 062 069 0.67 083 052 0.67 0.69
121 050 0.34 061 069 044 047 065 044 021 021 050 061 054 078 034 0.23 - 0.54 054 073 081 042 073 087 069 075 075 056 0.67 075 0.48 058 0.73
123 0.11 040 061 034 050 034 037 044 031 050 026 040 054 061 023 040 0.61 = 050 0.73 0.64 0.67 069 062 069 071 067 077 067 071 052 083 0.73
126 0.73 061 054 087 031 061 093 057 044 057 065 054 054 040 054 047 0.61 0.69 - 056 0.60 058 052 062 035 071 050 039 058 058 048 0.54 0.52
127 029 031 044 050 040 050 054 047 023 040 040 057 050 050 021 0.37 0.31 0.31 0.57 B 0.75 064 0.71 073 062 0.77 073 062 064 073 050 0.69 0.67
128 034 021 065 0.73 029 050 047 023 013 023 054 057 050 065 031 0.26 0.21 0.44 0.50 0.29 - 0.48 0.87 089 062 0.77 064 062 073 081 050 0.69 0.75
129 044 061 023 061 037 047 065 073 050 065 057 023 061 034 061 047 0.87 0.40 0.54 044 0.73 - 048 050 039 0.62 050 056 046 058 048 0.58 0.52
130 0.23 0.26 0.65 057 040 044 029 023 029 040 034 037 057 065 026 031 0.31 0.37 065 034 0.13 0.73 - 081 0.71 069 0.64 0.75 0.77 0.73 042 0.77 0.79
131 037 0.18 061 078 031 054 057 031 016 021 050 054 047 061 .034 0.18 0.13 0.47 047 031 011 069 0.21 - 0.60 0.83 0.67 0.60 067 0.75 0.39 0.67 0.77
132 029 044 073 057 061 050 040 061 047 054 034 057 050 093 031 0.50 0.37 0.37 104 047 047 093 0.34 050 - 056 081 0.71 056 0.60 058 0.73 0.67
133 037 034 034 069 021 047 050 050 016 031 044 054 054 047 023 0.18 0.29 0.34 0.34 026 0.26 047 037 0.18 0.57 - 0.67 0.69 0.62 0.75 0.39 0.67 0.69
134 044 034 061 061 057 040 065 073 044 044 044 069 054 087 029 047 0.29 0.40 0.69 031 044 069 044 040 021 0.40 - 0.60 050 0.62 056 0.62 0.64
135 0.23 050 050 057 040 050 0.18 047 034 054 040 037 065 050 037 0.37 0.57 0.26 0.93 047 047 057 029 050 0.34 0.37 0.50 - 0.73 0.77 046 0.77 0.71
136 031 047 0.78 047 044 047 031 031 026 044 037 040 054 069 034 040 0.40 0.40 054 044 031 078 0.26 040 057 047 0.69 0.31 - 0.83 052 0.75 0.77
137 031 034 047 054 026 047 044 037 011 026 044 034 040 054 034 0.18 0.29 0.34 054 031 021 054 031 029 050 0.29 047 026 0.18 - 0.56 0.71 0.69
138 0.61 065 0.73 057 0.78 057 0.78 098 061 054 061 065 026 083 083 0.65 0.73 0.65 0.73 069 069 0.73 087 093 054 093 057 078 0.65 0.57 - 0.56 0.50
139 0.06 034 0.69 047 044 040 021 031 026 044 031 034 047 047 029 040 0.54 0.18 061 037 037 054 026 040 031 040 047 026 029 034 057 - 0.85
140 0.18 0.26 0.83 050 047 031 029 029 029 029 047 044 065 065 031 0.37 0.31 0.31 0.65 040 029 065 0.23 026 040 0.37 044 034 026 0.37 0.69 0.16 -

Var= variedades
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CUADRO 10. Matriz de identidad genética (arriba de la diagonal) y distancia genética (debajo de la diagonal) de Nei (1978) para
genotipos de jitomate tipo bola determinado.

variedades 401 402 404 405 407 408 409 410 411 413 414 415 420 421 422 423 424 425 426 427 428 429 430

401 - 0.69 067 033 067 052 050 060 048 060 064 060 069 058 052 054 046 042 042 054 0.69 046 0.56
402 0.37 - 0.85 048 064 058 060 0.67 058 058 062 067 079 069 046 064 052 039 035 060 054 056 0.62
404 0.40 0.16 - 050 0.75 0.69 058 069 064 056 064 069 0.77 075 056 0.67 058 046 046 0.62 0.60 0.58 0.60
405 110 0.73 0.69 - 042 056 050 052 060 056 044 056 052 062 039 058 058 062 058 058 044 050 0.48
407 0.40 044 0.29 0.87 - 0.77 067 0.77 073 0.77 073 081 069 079 064 067 067 058 054 075 085 0.62 0.73
408 0.65 054 037 057 0.26 - 0.73 075 0.79 0.75 067 075 054 081 075 0.77 085 069 060 081 0.71 0.69 0.79
409 0.69 050 054 069 040 0.31 - 0.64 0.77 077 073 0.73 052 0.79 069 075 067 058 062 0.87 0.60 0.62 0.64
410 0.50 0.40 0.37 065 0.26 029 0.44 - 0.69 062 075 075 050 0.73 062 060 064 056 056 069 0.67 085 0.79
411 0.73 054 044 050 031 0.23 0.26 0.40 - 0.83 058 079 050 081 075 085 077 073 0.69 089 062 0.60 0.71
413 0.50 054 057 057 026 029 026 047 0.18 - 0.62 083 058 0.77 075 085 069 069 064 085 071 056 0.67
414 044 047 044 083 031 040 032 029 0.54 047 - 0.71 050 069 058 056 056 044 052 069 0.71 069 0.71
415 050 040 037 057 021 029 032 029 023 018 0.34 - 054 0.77 067 081 073 069 064 081 079 064 0.75
420 037 023 026 065 037 061 065 069 069 054 069 0.61 - 064 046 056 044 044 031 052 058 0.39 0.46
421 054 037 029 047 023 021 023 031 021 026 037 026 0.44 - 0.64 079 071 0.67 054 087 0.69 062 0.69
422 0.65 0.78 057 093 044 029 037 047 029 029 054 040 0.78 0.44 - 0.77 064 064 069 069 054 056 0.62
423 0.61 044 040 054 040 026 029 050 0.16 016 057 021 057 0.23 0.26 - 0.67 0.67 0.67 083 0.60 0.54 0.64
424 0.78 065 054 054 040 0.16 040 044 026 037 057 031 083 034 044 0.40 - 0.71 062 0.75 0.69 0.67 0.77
425 0.87 093 0.78 047 054 037 054 057 031 037 083 037 083 040 044 040 034 - 0.75 0.67 056 0.58 0.60
426 0.87 104 0.78 054 061 050 047 057 037 044 065 044 116 061 037 040 047 0.29 - 0.62 0.48 0.58 0.60
427 0.61 050 047 054 029 021 013 037 011 016 037 021 065 013 037 018 0.29 040 0.47 - 0.69 0.62 0.73
428 037 061 050 083 016 034 050 040 047 034 034 023 054 037 061 050 037 057 0.73 0.37 - 0.56 0.71
429 0.78 057 054 069 047 037 047 016 050 057 037 044 093 047 057 061 040 054 054 047 057 - 0.81
430 057 047 050 073 031 023 044 023 034 040 034 029 078 037 047 044 026 050 050 031 034 0.21 -
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VII. CONCLUSIONES
Los materiales comerciales de jitomate (Lycopersicon esculentum L.) mostraron muy poca
variabilidad genética entre ellos, lo cual se manifestd en el presente estudio a través de

marcadores RAPDs.

Los RAPDs realmente no fueron utiles para determinar diferencias genéticas, al no

presentar variabilidad entre los materiales que se analizaron.

Esto se debi6 a que los materiales que se evaluaron son muy parecidos entre si, ademas de

gue no se compararon con otros materiales nativos y/o criollos de otras regiones.
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